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RESUMEN

En términos generales, la remodelacién es un concepto que se usa para describir modificaciones,
alteraciones o transformaciones que suceden al nivel de la estructura de un érgano o tejido
incluyendo sus componentes moleculares. En el asma, se ha descrito al proceso de remodelacion
como cambios estructurales y moleculares de las vias aéreas. En particular, se ha enfatizado en el
estudio de la remodelacion molecular de las adhesiones focales del musculo liso debido a que este
tejido es el principal protagonista de la fisiopatologia del asma. Esta remodelacién incluye una
reorganizacién espacio-temporal de las moléculas de adhesidn y receptores, como las Integrinas, y
adaptadores, como la caveolina, talina y paxilina. No obstante, se ha reconocido que el papel de la
remodelacidn tanto estructural como molecular en la fisiopatologia del asma es poco claro. En el
presente estudio se evalué el efecto de la remodelacién del musculo liso en un modelo de asma
alérgica en el cobayo. Para esto, se utilizaron cobayos sensibilizados y retados con antigeno
(ovoalbuimina). El grupo de cobayos control recibié solucién salina en vez del antigeno. Los retos
antigénicos administrados cada diez dias indujeron broncoobstruccién e hiperreactividad,
proliferacién de células caliciformes en epitelio bronquial e hiperplasia de musculo liso vascular en
el tercer reto antigénico. En el musculo liso vascular la hiperplasia se acompafié de la disminucién
en la expresién de caspasa-3. Paraddjicamente, el musculo liso de las vias aéreas no mostrd
hiperplasia ni hipertrofia, ni se observd la fibrosis de la via aérea caracteristica de la remodelacion
de este tejido. A nivel molecular, el analisis de citometria de flujo en miocitos traqueales del modelo
de asma, mostré un mayor nimero de células positivas a caveolina-1 comparado con el grupo
control. Este incremento en la expresién de caveolina-1 también fue demostrado por western blot.
La obstruccion de las vias aéreas y la hiperreactividad correlacioné con el incremento en la expresion
de caveolina-1 en los miocitos (P < 0.05; r = 0.69 y -0.52, respectivamente). Una proteina asociada

a caveolina-1, la subunidad 1 de integrina, se observd, mediante estudios de inmunohistoquimica



y microscopia electrénica, compartiendo la misma distribucidon en estructuras en las vias aéreas
incluyendo zonas de la ldmina propia. Un andlisis posterior, también por microscopia electrénica,
mostré que la subunidad 1 de integrina contenia tanto los dominios citosélicos y extracelulares
distribuidos en la lamina propia. Mediante la técnica de western blot, se detectaron varios
polipéptidos con pesos moleculares similares que fueron identificados por anticuerpos especificos
contra los dominios citosdlico y extracelular en miocitos de las vias aéreas y en el tejido conectivo
gue rodea la banda del musculo liso sin mostrar cambios en el peso molecular entre los grupos
control y modelo de asma. En el musculo liso traqueal, estudios en citometria de flujo y western
blot mostraron que la expresion de los dominios citosélico y extracelular de la subunidad 1 de
integrina también fue similar en ambos grupos. No obstante, se observé un incremento en el mMRNA
de ITGB1 (gen de la subunidad 31 de integrina) en miocitos traqueales en el grupo de cobayos del
modelo de asma, aunque el analisis de RACE-PCR de ITGB1 en miocitos traqueales no mostrd
variantes por empalme alternativo. Los niveles de expresidn de proteinas asociadas a la subunidad
B1 de integrina como la cinasa ligada a integrina (ILK) y la paxilina disminuyeron en los cobayos del
modelo de asma, pero no los de talina ni a-actina. Asimismo, los niveles de una proteina asociada a
ILK, la subunidad 1 de la fosfatasa de la miosina (MYPT1) fosforilada en la Thr%, se incrementaron
en los cobayos del modelo de asma. Conclusién, aunque se observé remodelacidn epitelial en la via
aérea y estructural en el musculo liso vascular, no se observaron cambios en la estructura del
musculo liso de la via aérea. No obstante, a nivel molecular, el musculo liso de las vias aéreas mostrd
cambios en la expresidn de caveolina-1, ILK, paxilina y MYPT1. Por otro lado, la subunidad B1 de
integrina es secretada en la pared de las vias aéreas de cobayos, aunque la secrecién no cambia en
el modelo de asma en comparacién con los controles. Sin embargo, parece estar asociada a una
alteracion en el ensamblaje de proteinas en las adhesiones focales como ILK y paxilina sugiriendo

un proceso de remodelaciéon molecular de estas adhesiones focales.



ABSTRACT

In general terms, remodeling is a concept that is used to describe modifications, alterations or
transformations that occur at the level of the structure of an organ or tissue including its molecular
components. In asthma, the remodeling process has been described as structural and molecular
changes of the airways. It has been emphasized in the study of the molecular remodeling of the
focal adhesions of smooth muscle because this tissue is the main protagonist of the pathophysiology
of asthma. This remodeling includes a space-time reorganization of adhesion molecules and
receptors, such as Integrin’s, and adapters, such as Caveolin, Talina and Paxilin. However, it has been
recognized that the role of structural and molecular remodeling in the pathophysiology of asthma
is unclear. In the present study we evaluated the effect of smooth muscle remodeling on a model
of allergic asthma in the guinea pig. For this, guinea pigs sensitized and challenged with antigen
(ovalbumin) were used. The guinea pig control group received saline instead of the antigen.
Antigenic challenges administered every ten days induced broncho obstruction and
hyperresponsiveness, proliferation of goblet cells in bronchial epithelium and vascular smooth
muscle hyperplasia in the third antigenic challenge. In vascular smooth muscle hyperplasia was
accompanied by a decrease in Caspase-3 expression. Paradoxically, smooth muscle of the airways
did not show hyperplasia or hypertrophy, nor was airway fibrosis characteristic of the remodeling
of this tissue. At the molecular level, flow cytometry analysis in tracheal myocytes of the asthma
model group showed a high number of cells positive to Caveolina-1 compared to the control group.
This increase was demonstrated by western blot. Airway obstruction and hyperresponsiveness
correlated with increased expression of Caveolin-1 in myocytes (P <0.05, r = 0.69 and -0.52,
respectively). A protein associated with Caveolina-1, the integrin f1 subunit, was observed, through
immunohistochemical studies and immunoelectronic microscopy, to share the same distribution in

structures in the airways including non-cellular zones of the lamina propria. Further analysis showed



that the integrin B1 subunit contained both the cytosolic and extracellular domains distributed in
the non-celluar regions. Several polypeptides with similar molecular weights were detected by
antibodies against the cytosolic and extracellular domains in myocytes of the airways and in the
connective tissue surrounding the smooth muscle band without showing changes between the
control and asthma models. In the tracheal smooth muscle, studies in flow cytometry and western
blot showed that the expression of the cytosolic and extracellular domains of the integrin 1 subunit
was also similar in both groups. However, an increase in ITGBI mRNA was observed in tracheal
myocytes in the guinea pig group of the asthma model, although the RACE-PCR analysis of ITGB1 in
tracheal myocytes did not show alternative splicing variants. Protein expression levels associated
with the integrin B1 subunit such as integrin linked kinase (ILK) and Paxilin decreased in the guinea
pigs of the asthma model, but not those of Talina or a-Actin. Similarly, levels of an ILK-associated
protein, myosin phosphatase subunit 1 (MYPT1) phosphorylated in Thr®, were increased in guinea
pigs in the asthma model. Our data suggest that, although was observed epithelial remodeling in
the airway and structural epithelial remodeling in vascular smooth muscle, no changes were
observed in smooth muscle structure of the airway. However, at the molecular level, smooth muscle
of the airways showed changes in the expression of Caveolina-1, ILK, Paxilin and MYPT1. On the
other hand, the integrin 1 subunit appears to be secreted into the wall of the guinea-pig airways,
although this secretion does not change in the asthma model, but appears to be associated with an
alteration in the protein assemblage at focal adhesions as ILK and Paxilin suggesting a process of

molecular remodeling of these focal adhesions.



INTRODUCCION

VIAS AEREAS

La principal funcién de las vias aéreas es llevar el oxigeno hasta la regidn de intercambio de
gases del pulmdén donde el oxigeno difunde a través de las paredes de los alveolos para llegar a la
sangre que circula por los capilares alveolares (David A. and Wagner G., 2012). Ademas, las vias
aéreas tienen como funcidn calentar el aire, humectarlo y limpiarlo de impurezas para mantener la
esterilidad y prevenir infecciones, asi como sus consecuencias adversas (Welsch U., 2008). Las vias
aéreas son muy susceptibles a dafio ante humo de tabaco, polvo industrial, asi como patégenos
especificos que atacan o destruyen sus mecanismos de defensa y causan una alteracién de su
funcién. El aparato respiratorio inicia desde de la nariz y la boca, a través de las vias aéreas
conductoras situadas dentro de la cabeza y el térax, hasta los alveolos, donde tiene lugar el
intercambio respiratorio de gases entre los alveolos y la sangre capilar que fluye a su alrededor
(David A. and Wagner G., 2012).

Las vias aéreas estan compuestas de tubos ramificados que se vuelven mas estrechos, mas
cortos y mas numerosos a medida que penetran mas profundamente en el pulmén (West J., 2002).
En base a su estructura, las vias aéreas se clasifican en superiores e inferiores. Las vias superiores
estan conformadas por las cavidades nasales, senos paranasales, faringe y laringe, mientras que las
vias inferiores estan conformadas por trdquea, bronquios, bronquiolos y bronquiolos respiratorios
(Figura 1). En base a su histologia la pared de la traquea y bronquios esta compuesta por un epitelio
seudoestratificado cilindrico ciliado con células caliciformes, glandulas subepiteliales, tejido
conectivo, musculo liso y placas de cartilago. Por su parte, los bronquiolos se caracterizan por
presentar un epitelio cuboidal pseudoestratificado ciliado con células clara, tejido conectivo,

musculo liso con ausencia de glandulas y cartilago (West J., 2002). Como se muestra en la Figura 2,



indicado por las flechas, todos estos componentes de la pared de las vias aéreas van disminuyendo
conforme éstos penetran hacia las zonas distales.

Las vias aéreas son susceptibles de presentar enfermedades. En primer lugar a nivel mundial
se encuentra el asma, en segundo lugar el EPOC, en tercer lugar las infecciones respiratorias agudas,
en cuarto lugar la tuberculosis y finalmente, en quinto lugar, el cancer de pulmdn segun lo reportado
en el Foro de Sociedades Internacionales de Enfermedades Respiratorias en el 2014 (e-ISBN: 978-1-

84984-057-6).

ASMA

La palabra “asma” es una palabra griega utilizada por Hipdcrates para designar sintomas como
jadeo o falta de aliento, por lo que cualquier individuo con esta caracteristica era clasificado como
asmatico. El concepto fue modificado a finales del siglo XIX, cuando se definié al asma como “disnea
paroxistica de un caracter peculiar con intervalos de respiracion sana entre los ataques” (Holgate
S., 2010). En la actualidad el asma se define como una enfermedad heterogénea caracterizada por
inflamacidn crénica de las vias aéreas y la historia de los sintomas respiratorios tales como
sibilancias, dificultad para respirar, opresion en el pecho y tos que varia a través del tiempo en
intensidad con una limitacidn del flujo de aire espiratorio (Kim H. et al., 2010; Lloyd C. and Hessel

M., 2010; GINA 2015).
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Figura 1. Estructura de las vias aéreas en humano. Las vias aéreas se dividen en superiores e inferiores. Las
superiores integran desde las fosas nasales hasta la laringe, mientras que las inferiores desde la trdquea hasta
los bronquiolos. Modificado de https://in.pinterest.com/pin/428264245788766309/
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EPIDEMIOLOGIA DEL ASMA

En la actualidad el asma es un problema de salud publica mundial ya que afecta entre 1 al
18% de la poblacién de diferentes paises (GINA 2015). Seguin la OMS, la tasa de mortalidad del asma
es relativamente baja en comparacién con otras enfermedades crénicas. En 2005 fallecieron
255,000 personas por este padecimiento. La OMS ha calculado que en la actualidad hay 235
millones de pacientes con asma y afecta a 30 % de los niflos y 10 % de los adultos del mundo, lo que
produce una importante carga social y econdmica, ausentismo escolar y laboral, limitacién en las
actividades fisicas y un mayor uso de los servicios de salud. Ademas, el asma esta presente en todos
los paises, independientemente de su grado de desarrollo. No obstante, mas del 80% de las muertes
por asma tienen lugar en paises de ingresos bajos y medios-bajos (OMS, 2016).

En México, el asma constituia la decimotercera causa de morbilidad en 2008. El andlisis de la
morbilidad por grupo de edad, de acuerdo con los casos notificados a la Secretaria de Salud en ese
mismo afo, muestra que la tasa mas alta la tiene el grupo de edad de 0 a 4 afios (732.6 casos por
100,000 habitantes), seguida por el grupo de 5 a 9 afos (540.8 casos por 100,000 habitantes). Los
grupos de edad con menos tasa son el de 15 a 19 afios (142.1 casos por 100,000 habitantes) y el de
20 a 24 afios (136.9 casos por 100,000 habitantes). A partir de esta edad se incrementa la morbilidad
hasta alcanzar la tasa de 215.7 casos por 100,000 habitantes en el grupo de edad de 60 a 64 afios.
En el grupo de 65 y mas afios, la tasa es de 119.4 casos por 100,000 habitantes. En nuestro pais, a
pesar de que la tasa de mortalidad por asma es baja (<1.5 por 100,000 habitantes en 2006), la
morbilidad es tan alta que ocasiona una gran carga a los servicios de salud (morbilidad promedio
2003-2009 de 283.3 casos por 100 000 habitantes). Con base en estas cifras se considera que el
asma es una causa importante de enfermedad en la poblacién mexicana de adultos y que no ha sido

estudiada extensamente (Garcia-Sancho C. et al., 2012).



FENOTIPOS DEL ASMA

El asma es una enfermedad heterogénea con diferentes procesos fisioldgicos y patolégicos

para el desarrollo de ésta. Caracteristicas demograficas, clinicas y/o fisiopatolédgicas se han

agrupado para la formacidn de los fenotipos de asma (GINA 2015; Ying S. et al., 2006; Kim H. et al.,

2010; Shin Y. et al., 2009). Muchos fenotipos se han identificado, algunos de los mas comunes

incluyen:

Asma alérgica. Este es el fenotipo de asma mas facilmente reconocible y a menudo inicia
en la infancia y estd asociada a una historia de familiares con enfermedades alérgicas. El
examen de esputo inducido a los pacientes revela inflamacidn eosinofilica de las vias
respiratorias. Los pacientes con este fenotipo de asma por lo general responden bien al
tratamiento de corticoesteroides inhalado.

Asma no alérgica. Algunos individuos presentan un tipo de asma que no esta asociado a
un proceso alérgico. El perfil celular del esputo de estos pacientes puede ser neutrofilico,
eosinofilico o contener unas pocas células inflamatorias. Los pacientes con asma no
alérgica responden menos al tratamiento de corticoesteroide inhalado.

Asma tardia. Algunos adultos particularmente mujeres presentan este tipo de asma en
las primeras etapas de la vida adulta. Estos pacientes tienden a ser no alérgicos y
requieren altas dosis de corticoesteroides inhalados y son relativamente refractaros al
tratamiento con corticoesteroides.

Asma con limitacidn del flujo de aire fijo. Algunos pacientes con asma de larga duracion
desarrollan una limitacidn al flujo de aire fijo que se piensa que es debido a la
remodelacidn de la pared las vias aéreas.

Asma con obesidad. Algunos pacientes obesos con asma tiene sintomas respiratorios

evidentes y poca inflamacidn de las vias aéreas de tipo eosinofilica.



ASMA ALERGICA

La alergia es la respuesta del sistema inmune a estimulos externos en individuos
sensibilizados. Por esta razén se conoce al asma alérgica como extrinseca. El proceso alérgico
asociado a este tipo de asma se inicia cuando un alérgeno ingresa a las vias aéreas donde se endocita
y procesa por células presentadoras de antigenos profesionales como las células dendriticas y
macroéfagos; aunque los baséfilos, eosindfilos y mastocitos también pueden llevar a cabo esta
funcién (Kim H. et al., 2010). Los fragmentos del alérgeno son presentados mediante el MHC-Il a los
linfocitos T virgenes que se activan, maduran y proliferan como linfocitos T cooperadores del tipo
Th2 para luego interaccionar con los linfocitos B. Estos ultimos son los productores de anticuerpos
IgE especificos para el alérgeno. Cuando la IgE se une a su receptor de alta afinidad FceRI que se
encuentra en mastocitos y basdfilos, el individuo se ha sensibilizado al alérgeno (Vennera M. and
Picado C., 2012). La expresion del asma es un evento posterior que se inicia cuando aparece de
nuevo el alérgeno y es reconocido por la IgE que se encuentra en las células sensibilizadas, es decir,
cuando hay una re-exposicion al mismo alérgeno. Estas células liberan diferentes tipos de
mediadores como la histamina, generando tanto respuestas inflamatorias como sintomas
respiratorios derivados de la obstruccién de las vias aéreas (Figura 3). La hipersecrecidon de moco,
edemay contraccidn del musculo liso de las vias aéreas son los principales mecanismos que inducen
la obstruccidn de las vias aéreas durante una exacerbacién producida por el alérgeno. Ademads, un
incremento en el depdsito de fibras de coldgena y cambios estructurales de las vias aéreas, proceso
conocido como remodelacidn estructural, también contribuye a la obstruccién de las vias aéreas

(Vennera M. and Picado C., 2012).
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Figura 3. Mecanismos inmunoldgicos en el asma alérgica. Tomado de Vennera M. and Picado C. (2012).

REMODELACION ESTRUCTURAL DE LAS VIAS AEREAS

Una caracteristica adicional del asma son los cambios estructurales de las vias aéreas, que en
conjunto se denominan como remodelacién estructural de las vias aéreas (Figura 4). Se ha
propuesto que la remodelacion estructural de las vias aéreas resulta en una funcién pulmonar
deficiente que es caracterizada por engrosamiento subepitelial por el depdsito de coladgena,
descamacion epitelial con metaplasia de células caliciformes, angiogénesis, alteraciones en los
componentes de la matriz extracelular tales como coldgenas, proteoglicanos y glicoproteinas en la
pared de las vias aéreas y un incremento en la masa del musculo liso de las vias aéreas (Wiparat M.,
2014). Desde el punto de vista funcional, el principal papel del musculo liso de las vias aéreas es la
regulacidon del tono de las vias aéreas a través de un balance entre la contraccién y la dilatacién en
respuesta a factores circulantes o locales. De acuerdo con esto, los factores que producen o
incrementan la broncoconstriccién con un dafio repetitivo de mecanismos de dilatacidon pueden
resultar en un tono de las vias aéreas incrementado que es tipico del asma. Ademds, cambios
estructurales inducidos por factores intrinsecos pueden resultar en reducir el lumen de las vias

aéreas, llevando a un proceso de obstruccion de mismas (Prakash Y., 2013).
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Figura 4. Cambios estructurales en la pared de las vias aéreas. MLVA: Musculo liso de las vias aéreas. MEC:
Matriz extracelular. Tomado de Prakash Y. (2013).

OBSTRUCCION DE LAS VIAS AEREAS

La obstruccién del flujo de aire es la principal alteracién funcional causante del asma y da
lugar a la crisis o exacerbacidon asmatica. Durante la exacerbacién asmatica, la obstruccidon puede
ocurrir en cualquier nivel del arbol traqueo-bronquial, sin embargo, las vias aéreas periféricas son
el principal sitio de obstruccidon (Burgel P. et al, 2009). La obstruccidon es ocasionada por la
disminucién del calibre de las vias aéreas, especialmente durante la espiracion y las principales
causas son: 1) formacidn de edema, 2) hipersecrecién de moco, 3) inflamacion y 4) contraccién del
musculo liso, que, hasta el momento, es la principal causa para que se desarrolle la obstruccion
(GINA, 2015; Vargas Becerra M., 2009). Durante la exacerbacién asmatica, la obstrucciéon del flujo
de aire suele ser episddica y generalmente es reversible de manera espontdnea o con tratamiento.
Sin embargo, en algunos pacientes la obstruccidn se vuelve permanente debido al engrosamiento
de la pared traqueo-bronquial como resultado de la remodelacion estructural y la inflamacion
cronica, lo que posiblemente contribuye al desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas

(Yamauchi K., and Inoue H. 2007).



HIPERREACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS

La excesiva respuesta contractil del mdsculo liso de las vias aéreas en el asma resulta en una
broncoconstriccién desordenada y una obstruccidn del flujo de aire en respuesta a relativamente
poca provocacion. A este fendmeno se le conoce como hiperreactividad de las vias aéreas y es una
caracteristica fisioldgica tipica del asma. Una gran variedad de estimulos fisicos y quimicos pueden
llevar hacia la broncoconstricciéon. Por ejemplo agonistas colinérgicos, histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, endotoxinas, alérgenos, ejercicio, incremento en la masa del musculo liso de las
vias aéreas e incremento del tono vagal. Los agonistas contractiles como metacolina pueden activar
directamente receptores en células del musculo liso de las vias aéreas, lo que inicia la contraccién
de los miocitos y una consecuente broncoconstriccidn. Esta es la base tedrica de exdmenes de reto
con metacolina usados para diagnosticar el asma. Los individuos que tienen asma, suelen responder
mas rapido a los retos de metacolina en comparacién con los individuos sanos. Actualmente, se
sabe que hay contribucién de mecanismos que incluyen un incremento en la disponibilidad de
mediadores contrdctiles como la histamina proveniente de mastocitos en las vias aéreas de
asmaticos, ademas de un incremento de la masa del musculo liso de las vias aéreas (Doeing C. and
Solway J., 2013). Otra explicacién para la hiperreactividad de las vias aéreas incluye el aumento en
el calcio libre intracelular que a su vez incrementa la contractilidad celular del musculo liso de las
vias aéreas (Hakonarson H. and Grunstein M., 1998), asi como la activacién de la via de la cinasa de
Rho (Schaafsma D. et al., 2008; Chiba Y. et al., 2010). El incremento en los niveles de proteina de
RhoA ha sido identificado en modelos animales de asma alérgica (Chiba Y. et al., 1999; Chiba Y. et
al., 2005; Schaafsma D. et al., 2004) y la inhibicién de la via de la cinasa de Rho-RhoA pueden
prevenir o revertir la hiperreactividad de las vias aéreas (Schaafsma D. et al., 2006; Schaafsma D. et

al., 2008).
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MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS

El musculo liso de las vias aéreas participa en varios procesos patolégicos del asma. La
contraccién exagerada de este tejido es el principal mecanismo para que se lleve a cabo la
hiperreactividad de las vias aéreas, ademas de participar en la perpetuacion de la inflamacién y en
la remodelacion de las vias aéreas (Moore C. et al., 2010; Cockroft D. and Davis B., 2006; Pelaia G.
et al., 2008). Las propiedades mecdnicas del musculo liso de las vias aéreas son fundamentales para
la regulacion de sus funciones, particularmente en el caso del asma, es importante entender el

proceso de contraccién del musculo liso.

CONTRACCION DEL MUSCULO LISO DE LAS VIAS AEREAS

La contraccion del musculo depende del incremento de la concentracidon de iones de Calcio
en el citoplasma ([Ca%]i). El mecanismo de contraccidn resulta de la despolarizaciéon de la
membrana plasmatica llevando a un flujo interno de Ca?* por medio de la via de canales de Ca®*
dependientes de voltaje. Se ha visto que el potencial de membrana de las células del musculo liso
de las vias aéreas oscila espontaneamente, generando las llamadas ondas lentas (Thirstrup S.,
2000). Las ondas lentas generalmente no llegan a un potencial de accién por una rectificacién muy
fuerte que contrarresta cualquier tendencia de despolarizacidn. Estas corrientes rectificantes estan
mediadas por la apertura de canales de gran conductancia de Ca?*y especialmente por canales de
Potasio rectificadores dependientes de voltaje, que son responsables de la repolarizacién e
hiperpolarizacién, lo que confiere una gran estabilidad eléctrica a esta célula muscular (Figura 5A)
(Pelaia G. et al, 2002). La generacién de potenciales de accidn en espiga y la consecuente activacion
de los canales de calcio operados por voltaje (VOCC) pueden ocurrir en estas células musculares

lisas sélo cuando se bloquean experimentalmente los rectificadores de potasio. De hecho, se ha

observado que el Ca** que proviene de los reservorios intracelulares es el principal contribuidor
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para el inicio de la contraccién del musculo liso de las vias aéreas (An S. et al., 2007; Pelaia G. et al,
2008; Kim H. et al., 2008).

En el musculo liso de las vias aéreas existen multiples vias para el incremento de la [Ca?*]i
(Figura 5B). Por ejemplo, el incremento de [Ca?*]i por la accidn de la acetilcolina (Liu X. and Farley
J., 1996; Pérez J. and Sanderson M., 2005), activa receptores acoplados a proteinas G (GPCR) que
estan asociadas a Gaq. La proteina Goug cargada con GTP activa a su efector rio abajo, la fosfolipasa
C-B (PLCP), que a su vez hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para producir inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (DAG). El IP; se une a los receptores de IP; (IP3R) del reticulo
sarcopldsmico para liberar al Ca?* hacia el citosol (Bergner A. and Sanderson M., 2002; Kannan M.
et al., 1997). Otro tipo de receptores del reticulo sarcopldsmico, los de rianodina (RyR), que son
activados por el incremento de [Ca?*]i. Ademas, se ha visto que la entrada de Ca?* a través de canales
de Ca?* tipo L permite que este ion se una a los RyR, liberando Ca%* y amplificando la sefial. A este
mecanismo se le ha llamado liberacién de Ca?* inducido por Ca?* (Figura 5B) (Dai J. et al., 2006; Kip
S. et al., 2006). En el musculo liso de las vias aéreas la apertura de los VOCC por la estimulacién con
agonistas no despolariza a la célula lo suficiente a la célula (Janssen L., 2002), por lo que existen
otros mecanismos que pueden contribuir al incremento de [Ca?']i. La entrada de Ca®* a la célula
puede ocurrir también como resultado del vaciado de los reservorios internos mediante canales de
Ca?* operados por almacén (SOCC) (Parekh A. and Putney J., 2005). El mecanismo que liga la
disminucion de Ca?* en el reticulo sarcopldasmico para la apertura de los SOCC no es claro, pero
recientes estudios han identificado un sensor de Ca%, el STIM1 que se encuentra en la membrana
del reticulo sarcoplasmico y tiene interaccidén con una proteina o canal de la membrana plasmatica
conocida como Orail (Parekh A., 2006; Smyth J. et al., 2006).

La entrada de Ca?* puede también estar influenciado por agonistas de la contraccién iniciando

tanto la activacion de canales operados por receptor o por segundos mensajeros (Figura 5B).
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Ademds, la participacion de corrientes catidnicas no especificas dependientes de Ca%* pueden llevar
a un incremento de Sodio intracelular, revirtiendo al intercambiador de Sodio/Calcio para
incrementar la entrada de Ca?* (Hirota S. et al., 2007). Por todo lo anterior, las células del musculo
liso de las vias aéreas cuentan con varias vias de Ca%* para asegurar la movilizacién de este ion
dentro de la célula y poder iniciar el proceso de contraccion muscular (Figura 5B).

Una vez que el Ca?* incrementa su concentracidn dentro de la célula, se une a la calmodulina.
Esta unién, incrementa la afinidad por la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera de
miosina. La formacién de este complejo permite la fosforilacién en la serina 19 de la ATPasa de
miosina, activandola y permitiendo la interaccion de los filamentos de actina y miosina para dar
inicio al desarrollo de la contraccién muscular. Una vez que el Ca?* disminuye, la cinasa de la cadena
ligera de miosina se inactiva, la miosina se desfosforila y el musculo liso se relaja (Gunst S. and Tang

D., 2000; Rodger I., 1985).
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Figura 5. Vias de movilizacién de Ca?* para el desarrollo de la contraccidon del musculo liso de las vias aéreas.
La célula muscular lisa de las vias aéreas tiene una gran estabilidad eléctrica dado que posee en su membrana
plasmatica rectificadores de K* que no permiten la generacidén de un potencial de accion (A). La entrada de



Ca?* a la célula puede iniciar por dos vias independientes. Una via es por la activacién de proteinas G a través
de receptores acoplados a proteinas G y la otra via por la activacién de diferentes canales de Ca?* que se
encuentran en la membrana plasmatica del miocito. La liberacién de Ca?* del reticulo sarcopldsmico es por la
activacién de los receptores de IP3 y de rianodina. Este Ultimo receptor se activa por el Ca** que entra a la
célula y a su vez permite la liberacidn de Ca?* del almacén, a lo que se conoce como incremento de Ca?*
inducido por Ca?*. STIM1 se encuentra en la membrana del reticulo sarcopldsmico y es el sensor de los niveles
de Ca?*. STIM1 se comunica con Orai 1, que se encuentra en la membrana plasmatica del miocito. Una vez
que las concentraciones de Ca?* estén elevadas en el citosol, inicia el proceso de contraccién del musculo liso
de las vias aéreas.

MECANISMO QUE SENSIBILIZA A LA MAQUINARIA CONTRACTIL DEL MUSCULO LISO

Un fendmeno interesante de la contraccidn del musculo liso de las vias aéreas es que su inicio
depende de un incremento importante de la [Ca?*]i, pero este incremento es siempre transitorio,
pues la contraccidn se sostiene hasta por mucho tiempo a bajas [Ca*]i, esto es, a niveles solo por
arriba de la [Ca?*]i basal (Somlyo A. and Somlyo A., 2003) (Figura 6A). En estas condiciones se ha
sugerido que existen mecanismos que sensibilizan la maquinaria contractil al Ca** para sostener la
contraccion (Murray R. et al., 1993).

Por ejemplo, las células del musculo liso tienen gran cantidad de interacciones de
entrecruzamiento de actina-miosina durante la contraccidn muscular. Esta actividad de
entrecruzamiento depende del estado de fosforilacion de la cadena ligera reguladora de la miosina,
la cual, estd determinada por las actividades antagonistas de la cinasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCK) y de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) (Figura 6B). La actividad
de la MLCK estd generalmente en funcién de la [Ca?*]i y la actividad de la MLCP depende de una
variedad de cinasas y fosfatasas, y su funcidn es independiente de Ca?* (An S. et al., 2007). En este
sentido, la sensibilizacién al Ca?* podria estar relacionada con la regulacién negativa de la MLCP, es
decir, a los diferentes sitios de fosforilacién que inhiben a la subunidad reguladora de la MLCP, lo
cual podria imposibilitar a la MLCP para cumplir la funcién de desfosforilar a la cadena reguladora

de la miosina generando una contraccidon muscular constante (Figura 6B).
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Figura 6. Mecanismo que sensibiliza a la maquinaria contrdctil del musculo liso. La estimulacién con un
agonista contréctil al musculo liso de las vias aéreas induce que las concentraciones de Ca?* intracelular [Ca®*]i
incrementen, aunque rapidamente bajan a un patrén estable tan sélo un poco mayor a los niveles basales de
Ca?*. La contraccidon del musculo liso de las vias aéreas permanece constante aun cuando las [Ca?*]i se
mantienen bajas (A). Un mecanismo que puede explicar la sensibilizacidn al Ca?* es la inhibicidn de la fosfatasa
de la cadena ligera de la miosina (MLCP) (B). P = fosforilacion.

Actualmente existe la propuesta que aspectos estructurales también pueden contribuir al
desarrollo de la sensibilizacidn al Ca?* como el reciente papel que tienen las caveolas y sus proteinas

regulatorias caveolinas y cavinas (Prakash Y., 2013).

CAVEOLAS

Las caveolas son invaginaciones de 50-60 nm en forma de matraz y son caracteristicas de las
membranas plasmaticas en muchos tipos celulares, incluyendo adipocitos, células endoteliales y
células musculares. Las caveolas generalmente muestran una distribucion celular desigual y las
proteinas asociadas a las caveolas tienen distintos perfiles de expresion, sugiriendo que poseen
funciones altamente especializadas. Varios estudios han revelado una gran diversidad de funciones
para la caveola, incluyendo el recambio de lipidos y la organizacion de la membrana plasmatica,
dando una plataforma para la regulacion de moléculas de sefializacién y enzimas (Parton R. and del
Pozo M., 2013). Las caveolas fueron observadas por microscopia electréonica en los afios 50’s,

mientras que su principal componente, la caveolina-1 (Cav-1) fue identificada 40 afios después.



Posteriormente se identificaron a caveolina-2 y caveolina-3 que es especifica del musculo. Por
ultimo, en la década pasada, se identificd un segundo componente abundante estructural y esencial
de las caveolas, las proteinas de la familia de las cavinas (Kovtun O., 2015).

En muchos musculos lisos, la caveola se encuentra en una cercana proximidad al reticulo
sarcoplasmico, lo cual puede ser de gran importancia funcional dado el papel principal de esta
estructura en la regulacion de las concentraciones de Ca?* intracelular. Ademas, la periferia del
reticulo sarcoplasmico puede formar una red continua tubular con la membrana nuclear y después
envolver completamente a la caveola (Taggart M., 2001). Estudios de microscopia
inmunoelectrdnica localizaron tanto a la ATPasa de Ca?* como al receptor IPs en las caveolas del
musculo liso (Fujimoto T. et al., 1992). El fraccionamiento subcelular y la inmunoprecipitacion de
células de musculo liso cultivadas, sugiere una acumulacion de receptores para agentes contractiles
en las caveolas (De Weerd W. and Leeb-Lundberg L., 1997). Ademas, la microscopia de luz de alta
resolucion sugiere que la actividad del intercambiador de Na*/Ca?, estd cercanamente influenciado
por el Ca?* liberado del reticulo sarcoplasmico, puede ser enriquecido en regiones caveolares de
membranas de células de musculo liso (Moore E. et al., 1993). Con esto, |la residencia de las caveolas
adyacentes al reticulo sarcopldsmico, separados por distancias de 10-40 nm, junto con la
localizacidn caveolar de proteinas importantes para la movilizacién y transporte de Ca%, apoya la
hipdtesis que estas estructuras plasmalemales pueden estar influenciando en la regulacion de la
homeostasis del Ca?* en el musculo liso (Isshiki M., 1998) (Figura 7). Por todo lo anterior, la caveola
podria ser una regiéon plasmalemal involucrada en la integracién de sefiales extracelulares
contractiles y efectores intracelulares en el musculo liso. Tal coordinaciéon localizada en la
membrana de los eventos de transduccién de sefiales permitiria un mecanismo eficiente para el

acople de excitacion-contraccion del musculo liso (Taggart M., 2001).
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De las tres isoformas de caveolina, Cav-1 podria facilitar el incremento de las concentraciones
de Ca?* intracelular y por tanto de las respuestas contractiles ante un evento inflamatorio (Sathish
V. et al, 2011). Por el contrario, una expresién reducida de Cav-1 podria facilitar la proliferacion del
musculo liso de las vias aéreas (Gosens R. et al., 2008). Por lo anterior, el posible que Cav-1
contribuya a un balance entre un fenotipo contractil contra un fenotipo proliferativo del mdsculo
liso de las vias aéreas en un contexto de inflamacidn, lo cual produciria cambios en las vias aéreas
como ocurre en el asma. Ademads, en virtud de su capacidad para interactuar con elementos
intracelulares del citoesqueleto, la caveola puede formar nexos o uniones entre estructuras
intracelulares y extracelulares (Prakash Y., 2013) y con ello facilitar eventos de sefializacién como

los que estan involucrados con las integrinas y con las adhesiones focales (Salanueva l. et al., 2007).

Membrana
plasmitica

Reticulo
sarcoplasmico

Figura 7. Representacion espacial de la caveola y el reticulo sarcopldsmico. Se observa la presencia en la
caveola de diferentes receptores que participan en la regulacién del Ca?*. GPCR, receptor acoplado a proteinas
G; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; IPsR, receptor de IP3; SERCA, ATPasa de Ca?* del reticulo sarcopldsmico; NCX,
intercambiador de Na*/Ca?*; TRPC1, receptor transitorio potencial canal 1. Tomado de Hardin C. and Vallejo
J. (2009).
ADHESIONES FOCALES

La dindmica de la adhesion celular a la matriz que la rodea es esencial para que ocurran

diversos procesos celulares, incluyendo migracidn, morfogénesis y contraccién muscular. Se han

descrito dos estados de adhesidén a la matriz. El primero es la formacion de adhesiones focales



nacientes y el segundo es la maduracién de los mismos. Las adhesiones focales nacientes entran
rapidamente en un recambio continuo de proteinas para llegar a su estado de maduracién, crecen
en tamafio e incrementan su fuerza para el anclaje con las fibras de estrés como la actina (Geiger B.
et al.,, 2009). La formacién de adhesiones focales es iniciada por interacciones entre integrinas
transmembrana y proteinas de la matriz extracelular que llevan a una acumulacién dinamica de
estructuras de proteinas que forman la adhesidn focal en el lado citoplasmico de la membrana.
Muchos factores influyen en la composiciéon de las adhesiones focales, incluyendo eventos de
sefializacion que regulan interacciones proteina-proteina involucradas en el ensamble de estos
complejos de adhesion focal y propiedades fisicas tales como rigidez de la matriz que regula la
tensién generada por la contraccidn. Las proteinas reclutadas a las adhesiones focales son
necesarias para transmitir y responder a complejos quimicos y sefiales topograficas de la matriz
(Gallegos L. et al., 2011).

Las integrinas orquestan el proceso de remodelacién del citoesqueleto que ocurre cuando
las células estan en movimiento (Wiesner S. et al, 2005). Hay evidencia que un proceso similar de
ensamble de complejos de adhesion focal ocurre en respuesta a la estimulaciéon contractil en
musculo liso, y que la formacién de este complejo es esencial para la regulacién de la polimerizacion
de actina y generacion de la tensidn inducida por estimulo (Gunst S. and Zhang D., 2008). Proteinas
de adhesidn, tales como las integrinas, son receptores que se encuentran dentro de plataformas
proteolipidicas en las membranas plasmaticas de las células del musculo liso. Recientemente se ha
observado que ocurren procesos de remodelacién molecular en las adhesiones focales y se ha
asociado con procesos altamente dindmicos donde hay una reorganizacion de moléculas de
adhesién, receptores y adaptadores que se relacionan directamente con la modulacién de la

estructura/funcién. El ensamble de estos complejos supramoleculares estd continuamente
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balanceado por eventos dindmicos, por adhesiones remodeladas en escalas de tiempo definidas,

notablemente por cambios de conformaciones moleculares, etc. (Sergé A., 2016).

INTEGRINAS

En musculo liso, las uniones de adhesién focal denimonadas “cuerpos densos asociados a
membrana” se forman cuando en el lado citopldsmico las integrinas se unen a filamentos de actina,
y de manera simultdnea, en el espacio extracelular a la matriz extracelular (Gunst S. and Zhang D.,
2008). En estas uniones, los filamentos de actina estan conectados a integrinas via proteinas
adaptadoras de los complejos de adhesidon focal tales como a-actinina, talina, paxilina, filamina, ILK
(cinasa ligada a integrina), entre otros. Estos complejos se unen con filamentos de actina que a su
vez se unen a la subunidad B de los heterodimeros de integrina (Critchley D., 2000). De esta forma,
las integrinas interaccionan con cuerpos densos citosélicos que estdn compuestos principalmente
de actina entrecruzada con a-actinina (Gunst S. and Zhang D., 2008).

En afios recientes se ha propuesto que los complejos de adhesidn del musculo liso no son
estructuras estaticas. Estudios en musculo liso de las vias aéreas y en células aisladas de musculo
liso muestran que la localizacion de proteinas del citoesqueleto a los complejos de adhesién esta
regulado de forma dindmica durante la estimulacion contractil (Kim H. et al., 2004; Opazo S. et al.,
2004; Zhang W. and Gunst S., 2006). Diversos estudios experimentales han demostrado que la
estimulacién de la contraccién produce el reclutamiento de proteinas estructurales y de
sefializacion hacia la membrana celular del musculo liso, y esto estimula la asociacién de proteinas
de adhesién con la subunidad B de los heterodimeros de integrina (Kim H. et al., 2004 and Zhang
W. and Gunst S., 2006).

La primera integrina descrita fue el receptor de la fibronectina (Pytela, 1985) que, junto con

los demds miembros de esta familia, muestran la misma estructura basica: glicoproteinas
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transmembranales constituidas por dos cadenas proteicas, o subunidades o y 3. De la subunidad o
se conocen hasta el momento 18 subunidades y 8 de la 3, que combinadas producen los 24
heterodimeros de integrina hasta ahora conocidos.

Las subunidades a y B son proteinas transmembrana tipo |, es decir, contienen un gran
dominio extracelular y un pequefio dominio citosdlico con 700-1100 y 30-50 residuos de
aminoacidos, respectivamente. Todos los dimeros de las integrinas se disocian por detergentes
idnicos, indicando que las subunidades estan unidas por interacciones no covalentes (Humphries
M., 2000). De las 18 subunidades o conocidas, sélo 8 tienen un dominio | que contiene
aproximadamente 200 residuos de aminodcidos y es el responsable de la unién a componentes de
la matriz extracelular (Pasqualini R. et al., 1995; Humphries M., 2000). Generalmente hay un exceso
de subunidad B en el reticulo endoplasmico y la cantidad de subunidad o determinara la cantidad
de receptor que puede ser transportado a la membrana plasmatica. Subunidades a y B libres no se
encuentran en la membrana plasmadtica (Barczyk M. et al., 2010).

La subunidad B de integrina tiene la capacidad de activarse por Mg?, lo que la lleva a un
cambio conformacional y son capaces de unirse a componentes del citoesqueleto. Por ejemplo, la
unién de talina a esta subunidad permite un cambio conformacional para su activacién, mientras
que la union de filamina A regula negativamente esta activacién (Barczyk M. et al., 2010). Ademas,
se ha observado que la subunidad 3 no sélo tiene capacidad para unirse a componentes del
citoesqueleto, sino también a proteinas citosélicas que estan implicadas en la regulacion de vias de
sefializacion como la ILK (Attwell S. et al., 2003).

La familia de integrinas 31 estd constituida por doce heterodimeros que incluyen dela al a
la all y la av. Cada una constituye una molécula distinta con diferentes propiedades y
caracteristicas. Las integrinas B1 estdn ampliamente distribuidas y predominantemente son

receptores de moléculas de la matriz extracelular como fibronectina, colageno, vitronectina y
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laminina (Takada Y. et al., 1988). Los dominios extracelular, transmembranal y citosdlico de la
subunidad 1 de integrina estan codificados en un tnico gen, ITGB1 en humanosy el locus se localiza
en el cromosoma 10 p11.22. En las vias aéreas la subunidad 1 de integrina se expresa en musculo
liso, fibroblastos, eosindfilos y linfocitos T (Abraham W. et al., 2004; Nguyen T. et al., 2005). La
activacion de la subunidad B1 de integrina en el musculo liso de las vias aéreas por coldgena
monomeérica tipo | y fibronectina regula la capacidad de diferenciacidn, secrecién y proliferacién del
musculo (Nguyen T. et al., 2005; Peng Q. et al., 2005). Ademas, en un modelo de asma alérgica en
oveja, el tratamiento con anticuerpos contra las integrinas a1p1 y a4p1 evita el desarrollo de la

hiperreactividad de las vias aéreas (Abraham W. et al., 2004).

ILK

La ILK es una proteina cinasa de serina/treonina que contiene repeticiones de ankirina. ILK
Interactua con el dominio citosélico de la subunidad 1 y B3 de integrina y regula las funciones
celulares dependientes de integrinas (Hannigan G. et al., 1996). La ILK se acopla a integrinas y a
factores de crecimiento para activar vias de sefializacidn rio abajo, aunque en el caso de integrinas,
puede ser rio arriba también. Estas vias de sefalizacidn llevan a la regulacién de procesos celulares
diversos como el progreso del ciclo celular, supervivencia, divisién celular y cambios en la
morfologia (Dedhar S., 2000 and Wu C. and Dedhar S., 2001). Se conoce que la adhesion celular a la
matriz extracelular mediada por integrinas induce una reorganizacién masiva del citoesqueleto de
actina, lo que resulta en la formacién de adhesiones focales (Petit V. and Thiery J., 2000). Muchas
proteinas, incluyendo la ILK asi como proteinas estructurales como talina, vinculina y paxilina son
reclutadas a las adhesiones focales en respuesta a la adhesién celular lo que lleva a cambios
morfoldgicos y a la activacidon de vias de sefalizacidon (Calderwood D. et al., 2000; Zamir E. and

Geiger B., 2001). Por otro lado, se ha observado que una de las vias de sefializacidn dirigidas por la
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ILK, es la contraccién del musculo liso por la sensibilizacién de la maquinaria contractil al Ca?*, esto,
mediante la fosforilacién de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP por sus siglas en

inglés) (Muranyi A. et al., 2002).

MLCP

La MLCP es un componente regulador clave del proceso de sensibilizacidon de la maquinaria
contractil al Ca?*. La caracterizacion inicial de MLCP fue reportada desde hace dos décadas a partir
de molleja de pollo (Alessi D. et al., 1992). La estructura de la MLCP consta de un heterotrimero
compuesto de una subunidad catalitica de fosfatasa tipo 1 (isoforma 8) de 38 kDa (PP1cd), una
subunidad reguladora (MYPT1, myosin phosphatase target subunit 1) de 110 kDa y una ultima
subunidad de 20 kDa de funcién desconocida (M20) (Ito M. et al.,, 2004; Matsumura F. and
Hartshorne D.J., 2008). La MYPT1 interactda con PP1cd en el amino terminal y con M20 en el
carboxilo terminal, formando una holoenzima (Somlyo A. and Somlyo A., 2003) (Figura 8). Uno de
los sitios mas importantes de la MLCP es la subunidad reguladora de MYPT1, ya que esta subunidad
esta conformada por varios aminodacidos que pueden ser fosforilados. Cuando esto ocurre, la MYPT1
es regulada de forma positiva o negativa de acuerdo a los sitios donde es fosforilada (Kim H. et al.,

2008).

MYPT1

La MYPT1 ha sido clonada en varias especies y se han identificado varias isoformas que
contienen cerca de 1000 aminodcidos con una masa aproximada de 110 kDa (Hartshorne D. et al.,
1998). Una estructura caracteristica de todas las isoformas de MYPT1 es la regién de 7 repeticiones

de ankirina en el amino terminal, que se encuentra cerca de un motivo de unién a PP1cd. En algunas
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isoformas se presentan agrupaciones de 6 o 7 motivos de zipper de leucina en el extremo carboxilo
terminal (Ito M. et al., 2004).

El gen de MYPT1 se ha descrito como un gen constitutivo que se expresa en muchos tejidos,
aunque se presenta a altos niveles en musculos lisos (Okubo S. et al., 1994, Boudrez A. et al., 1999).
MYPT1 esta codificado por un simple gen en el cromosoma de humano 12g15-q21.2 (Takahashi N.
et al.,, 1997). Las isoformas estdn dadas por eventos de empalme alternativo de dos exones
generando 4 isoformas principales, que difieren en la presencia de un inserto central y/o un motivo
de zipper de leucina en el carboxilo terminal de MYPT1 (isoformas LZ* y LZ") (Dirksen W. et al., 2000;
KhatriJ. et al., 2001). En la MYPT1 de pollo hay dos isoformas que difieren en la ausencia o presencia
de un exdn central de 123 nucleétidos. La denominada M130 corresponde a la ausencia del inserto
central, mientras que la M133 concierne a su presencia (Shimizu H. et al., 1994). En rata, el exén
alternativo encontrado en pollo es constitutivo y dos exones rio abajo de forma inmediata son
alternativos, resultando en 5 isoformas del inserto central (Dirksen W. et al., 2000). La isoforma que
contiene el inserto mas largo, originalmente reportada como rat3 es equivalente a MYPT1 de
humano (Johnson D. et al., 1997). Las otras variantes por empalme alternativo refleja la presencia
o ausencia de los motivos de zipper de leucina en el carboxilo terminal. En el pollo, el salto del
nucledtido 31 en el exdn 24 genera una isoforma positiva para el zipper, mientras que la inclusion
del nucledtido 31 cambia el marco de lectura induciendo un coddén de paro prematuro y resultando
en la isoforma negativa para el zipper (Dippold R. and Fisher S., 2014).

Uno de los aspectos importantes de MYPT1 es que es una plataforma de interaccién para
multiples ligandos. La interaccion mas conocida es la de MYPT1 con la miosina fosforilada, que
promueve el proceso de desfosforilacién de la misma miosina y por lo tanto la relajaciéon del
musculo liso. En este sentido, el sitio de unidn para miosina esta dentro del amino terminal donde

se encuentran las repeticiones de ankirina (Ichikawa K. et al., 1996; Hirano K. et al., 1997). Se ha
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sugerido que la unién de la cadena ligera de miosina fosforilada con esta regién podria reducir la
Km de PP1cd por su sustrato (Tanaka J. et al., 1998). Por otro lado, se ha propuesto que la
fosforilacién de Thr8>° (Thr8>3 en MYPT1 de humano) por la cinasa de Rho (ROK) reduce la unién a la
miosina (Velasco G. et al., 2002). Otras interacciones con MYPT1 incluyen la unién de RhoA activo
(unido a GTP) a la regidn carboxilo terminal de MYPT1 (Kimura K. et al., 1996). No se sabe si esta
unién tiene algln papel fisiolégico pero podria representar un sitio de unién alternativo en la
membrana plasmatica (Surks H. et al., 1999). La inhibicion de la MLCP se lleva a cabo a través de
varios mecanismos (Hartshorne D. et al., 1998; Somlyo A. and Somlyo A., 2003) siendo uno de los

principales la fosforilacién de la MYPT1.

FOSFORILACION DE LA MYPT1

La primera cinasa identificada que lleva a cabo la fosforilacion de MYPT1 y por tanto la
inhibicidon de la MLCP es la ROK (Kimura K. et al., 1996) (Figura 8), la cual es activada por RhoA
estando unida a GTP (Somlyo A. and Somlyo A., 2003). Hay dos sitios principales de fosforilacién
para ROK en la MYPT1 de aves, Thr®% y Thr®° (sitios equivalentes en la MYPT1 de humano, Thré®y
Thr®3). Thré%/%% son sitios de fosforilacién inhibitorias (Feng J. et al, 1999). Otras cinasas también
pueden fosforilar los sitios inhibitorios en la MYPT1, la cinasa MYPT1K (recientemente nombrada
cinasa de MYPT1) (MacDonald J. et al., 2001) y la ILK. La ILK nativa es efectiva inhibiendo la actividad
de la MLCP via fosforilacion de su sitio inhibitorio en la MYPT1 (Murdnyi A. et al., 2002) (Figura 8).
En citoesqueleto de plaquetas, la ILK se ha identificado como la principal cinasa que fosforila e
inhibe la actividad de la MLCP (Kiss E. et al., 2002). La inhibiciéon de la MLCP correlaciona con el
grado de fosforilacién en Thr®. Ademas, estas cinasas (ROK, MYPT1K e ILK) pueden fosforilar

directamente a la cadena ligera reguladora de la miosina en Ser?® (sitio fosforilado por MLCK) y estan
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implicadas en la contraccién independiente de Ca?* del musculo liso (Amano M. et al., 1996; Niiro

N. and lkebe M., 2001).
La MLCP también puede emplear un mecanismo de autoinhibiciéon. Cuando la MYPT1 esta
fosforilada en Thr®® o Thr®>3, los residuos fosforilados interactian con el sitio activo de PP1cd e

inhiben la actividad de la fosfatasa. Se ha observado que tanto la ROK como la ILK fosforilan a Thr®%®

7’

853

sin embargo, la fosforilacion en Thr®>° esta regulada exclusivamente por la ROK (Ramachandran C.

et al,, 2011).
MLCP
Repeticiones Thr5% Thr®s?
de ankirina
e ; .
s 3 Contraccién del miasculo

liso constante

Figura 8. Representacion esquematica de la estructura de la MLCP. Esta conformada por una subunidad
catalitica (PP1C3), una subunidad reguladora (MYPT1) y una ultima subunidad de 20 kDa (M20). La
fosforilacion en Thrb% y Thr®3 (en humano) sobre MYPT1 regula de forma negativa a la MLCP (fosfatasa de
la cadena ligera de la miosina), inhibiendo su actividad e impidiendo la desfosforilacién de la MLCK (cinasa
de la cadena ligera de la miosina), lo que llevaria a la contraccién del musculo liso de las vias aéreas en un
estado constante. La fosforilacidn se puede dar por ROK (cinasa de Rho), por MYPT1K (cinasa de MYPT1) y
por ILK (cinasa ligada a integrina). Por otro lado, la inhibicién de la MLCP se puede llevar a cabo por la
inhibicion de PP1cd (subunidad catalitica) mediada por CPI17 (inhibidor de la proteina fosfatasa 1
potenciada por la cinasa C) a través de PKC (proteina cinasa C).



JUSTIFICACION

El cobayo es un excelente modelo experimental para evaluar el desarrollo del asma, ya que las
caracteristicas fisioldgicas y patolégicas del asma estan bien representadas en este modelo animal.
La hiperreactividad de las vias aéreas es la caracteristica fisiopatoldgica mas importante del asma,
ya que todos los pacientes asmaticos que llegan a una unidad de urgencias es por un evento de
hiperreactividad. Sin embargo, hasta el momento no se conocen del todo los mecanismos que la
generan. Uno de los mecanismos que podrian explicar el fendmeno de hiperreactividad de las vias
aéreas podria ser la remodelacion tanto estructural como molecular. En este estudio se evaluardn
diferentes mecanismos de remodelacién, tanto de cambios estructurales en las vias aéreas como
de cambios moleculares en las adhesiones focales en los miocitos en un modelo de asma alérgica

en el cobayo.
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HIPOTESIS

La remodelacidn de las vias aéreas podria estar relacionada con el desarrollo de

hiperreactividad en un modelo de asma alérgica.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la remodelacion a nivel estructural y/o molecular en miocitos esta relacionada

con el desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en el cobayo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Remodelacidon estructural de las vias aéreas de cobayos del modelo de asma

Determinar el grado de broncoobstruccion y de reactividad de las vias aéreas de cobayos del

modelo de asma.
En estos cobayos evaluar los cambios estructurales en las vias aéreas.

2. Remodelacion molecular de las adhesiones focales en miocitos de cobayos del modelo de

asma

Determinar la expresién de Caveolina-1, subunidad B1 de integrina, ILK, paxilina, talina, a-actina

y MYPT1 en miocitos traqueales en cobayos del modelo de asma.
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METODOLOGIA

A continuacién, se muestra el esquema general del desarrollo experimental para la realizacién de

este proyecto.

Cobayo controly
de modelo de asma

Musculo liso
traqueal

l

Citometria de flujo
Precipitacion de proteinas
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Inmunoelectroforesis
Microscopia electronica de transmision
Extraccion de RNA
PCR cuantitativa en tiempo real
RACE_PCR

Obtencion de
muestras

24 hrs después
de lacurva
dosis-respuesta
de histamina

Pulmén

l

Histologia convencional
Andlisis morfométrico automatizado
Inmunofluorescencia



ANIMALES

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa HsdPoc:DH de Harlan México con
pesos aproximados de 350 a 400 g que se mantuvieron en condiciones convencionales de humedad,
temperatura y alimentacion en el bioterio del INER: 12/12 de ciclo luz y oscuridad, aire filtrado a 21
+1°C, 50-70 % humedad y cama esterilizada. Se alimentaron con croquetas para cobayo (Harlan S.A.
de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Se emplearon dos grupos de cobayos: controles y modelo de
asma. Este proyecto fue aprobado por el Comité Etico y Cientifico del INER (B37-12, DI/CCB/344/12,

29 de noviembre de 2012).

SENSIBILIZACION ANTIGENICA

Se prepard una solucién con ovoalbimina (OVA; 0.06 mg/ml, Sigma St Louis, EU) e hidroxido
de aluminio como adyuvante (1 mg/ml; J.T. Baker, NJ, EU), disueltos en 30 ml de solucidn salina
fisiologica (SSF). En el dia 1, se inyectaron a 6 cobayos con 1 ml de la solucién de OVA por via
subdérmica e intraperitoneal, mientras que a 6 cobayos controles se les administrdé una inyeccién

con el mismo volumen, pero Unicamente con SSF (Figura 9).

Sensibilizacion Refuerzo Reto
antigénica antigénico antigénico

5 .~ o
@\ :ﬁ
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Figura 9. Modelo de sensibilizacion y administracion de retos antigénicos en cobayos.



PLETISMOGRAFIA BAROMETRICA

En el dia 8 se reforzé la sensibilizacion de los cobayos con OVA (Figura 9). Para esto, se coloco
al cobayo dentro de una cdmara donde se registré el indice de broncoobstruccion (iB) basal con la
ayuda de un pletismégrafo barométrico (Figura 10) para animales en libre movimiento (Buxco
Electronics Inc., Troy, NY, USA). Posteriormente se les suministré aerosoles de OVA (3 mg/ml SSF)
durante 5 min con un nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min). Este nebulizador produce una
mezcla de particulas con la siguiente distribucion: el 44% es menor a 4 um de didmetro, el 38% de
4 a2 10 um, y el 18% mayor a 10 um. La camara fue provista de un flujo de aire continuo (10 ml/s),
gue no modifica la sefal respiratoria durante el experimento. Posteriormente se realiz6 el registro
pletismografico durante una hora para obtener la respuesta de broncoobstruccién maxima.

El sistema de pletismografia barométrica se basé en la medicidn directa de las fluctuaciones
de presidn que se presentan dentro de la camara y las compara con una cdmara de referencia.
Dichas fluctuaciones se registraron con un transductor de presion diferencial (SCXLO0O4DN SenSym,
Milpitas, CA, EU) conectado a un preamplificador. La sefial generada fue procesada y analizada
continuamente por un programa (Buxco Biosystem XA v1.1). Este programa fue ajustado para incluir
solamente volumenes corrientes de 1 ml o mas, con un tiempo espiratorio minimo de 0.15 s, tiempo
inspiratorio de 3 sy una diferencia maxima entre los volUmenes inspiratorios y espiratorios del 10%.
El ajuste de estos parametros en el programa se realizd con el fin de no incluir artefactos en los
registros. De esta forma aproximadamente del 7 al 10% de las ventilaciones de cada periodo fueron
eliminadas principalmente por movimientos del cobayo. Cada valor del iB fue el promedio de 15 s
de lecturasy, de éstas, el promedio de los ultimos 5 min de cada periodo.

El iB se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que esta dentro del
pulmén del cobayo, debido a que el aire ambiental se calienta de ~25 °C a 37 °C una vez que estd

dentro de los pulmones, ademds también se humidifica al 100%. Los sensores de la camara de
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pletismografia detectan este cambio en el volumen como un aumento en la presién en el interior
de la cdmara. Este incremento en la presidn es transitorio, pues disminuye conforme el cobayo
exhala el aire. Debido a que el aire exhalado pierde humedad y temperatura rdpidamente, durante
la exhalacién baja el volumen del aire dentro de la cdmara y esto se registra como una disminucién
en la presion. De esta manera, aunque el transductor no mide directamente los flujos espiratorios
e inspiratorios, el programa de la computadora puede calcular el flujo de manera indirecta
evaluando los cambios de presidn durante la inspiracidn y espiracién en el equipo previamente
calibrado (Hamelmann E. et al, 1997). La informacidn es procesada para dar el valor del iB que es
obtenido con la siguiente formula:
iB = [(Te-Tr)/Tr] [PFE/PFI]

donde:
Te = Tiempo total espiratorio (s)
Tr = Tiempo total de relajacion (s)
PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH-0)
PFI = Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)

Los dias 15, 25 y 35 se aplicaron tres retos con el antigeno, el dia 15 se administré una
solucion de 20 mg de OVA disuelto en 20 ml de SSF. Los dias 25 y 35 con se administrd una solucién
de 10 mg de OVA disuelto en 20 ml de SSF. Todos los retos duraron un minuto y el iB fue registrado

durante una hora. Los cobayos control solo recibieron SSF durante los retos.
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Figura 10. Equipo de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. En la figura se ejemplifica
a un cobayo dentro de una camara de pletismografia barométrica. Para medir los cambios de presion
generados dentro de la camara se utiliza un transductor de presidon diferencial que registrara dichos cambios
con relacidn a la presién atmosférica que es constante. La sefial generada por los transductores es transferida
a un amplificador y posteriormente hacia una computadora para su procesamiento.

REACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS

La reactividad de las vias aéreas fue evaluada en los grupos controles y en el grupo
experimental en el tercer reto con OVA (dia 35), comparando las curvas dosis respuesta a la
histamina antes y después de la administracidon de OVA. Para esto, inicialmente se obtuvo el iB basal
y posteriormente se nebulizaron dosis no acumulativas de histamina (desde 0.01 hasta 0.32 mg/ml;
Sigma St Louis, EU) durante 1 min. Para cada dosis se registré el iB durante 5 min continuos y se
obtuvo el valor promedio. El intervalo entre la administracién de cada dosis fue de 10 min. La curva
dosis-respuesta se termind una vez que la histamina produjo una broncoobstruccién que triplicé el
valor basal del iB (Dosis provocativa 200 o PD2go). Después se esperd a que la broncoobstruccion
disminuyera a un iB aproximado al 50% del valor basal (Bazan-Perkins B. et al, 2004), y se retd con
aerosoles de OVA (0.5 mg/ mL SSF, 1 min). La segunda curva de histamina se realiz6 tres horas

después de la administracién de OVA siguiendo el mismo protocolo de la primera curva.

EUTANASIA DE LOS COBAYOS Y EXTRACCION DE TRAQUEA Y PULMON
Veinticuatro horas después de terminada la segunda curva de histamina, los cobayos se

eutanasiaron mediante una sobredosis con pentobarbital sédico (28 mg/Kg). Una vez que los



cobayos tuvieron paro cardiorespiratorio, se les realizd una incisién en el cuello para disecar la
trdquea, a la cual se le elimind la fascia superficial. El musculo liso traqueal obtenido se procesd para
obtener RNA y proteinas. Por otro lado, se obtuvo el pulmdn inferior izquierdo para hacer analisis

histoldgicos.

HISTOLOGIA CONVENCIONAL Y ANALISIS MORFOMETRICO AUTOMATIZADO.

El I6bulo pulmonar inferior izquierdo de los cobayos fue obtenido y fijado por perfusion
manual con soluciéon de formaldehido al 10 % via intra arterial hasta que el |8bulo pulmonar
estuviera libre de sangre. Los fragmentos pulmonares obtenidos por corte sagital fueron embebidos
en parafina. Algunas secciones pulmonares de 4 um de grosor fueron tefiidas con PAS para hacer
determinacién de niumero de células caliciformes, mientras que otras secciones pulmonares fueron
tefiidas con Tricrdmica de Masson para el analisis de morfometria.

Las dreas de superficie um? de musculo liso de las vias aéreas y lamina propia fueron determinadas
mediante el uso de morfometria automatizada (Qwin, Leica Microsystems Imaging Solutions,
Cambridge, UK). Los datos fueron ajustados por el perimetro de la membrana basal correspondiente
y su promedio fue considerado el resultado final. Todas las mediciones fueron realizadas en seis
bronquios y seis bronquiolos (~100 um de didmetro) elegidos aleatoriamente en cada cobayo. El
total de células epiteliales totales en seis bronquios de cada cobayo se contd y el porcentaje de
células caliciformes se obtuvo. Los bronquios y bronquiolos fueron identificados por la presencia o

ausencia de cartilago en la pared de las vias aéreas, respectivamente.

INMUNOFLUORESCENCIA
Para la deteccidén de caspasa 3 por inmunofluorescencia, el lI6bulo pulmonar inferior

izquierdo embebido en parafina se corté en secciones de 4-6 um de grosor que fueron incubadas
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por 30 min a 55 °C. Las laminillas con el tejido fueron desparafinadas en xileno 2 veces por 10 min
cada vez. Las secciones fueron hidratadas gradualmente mediante alcoholes graduados usando 2
cambios por 10 min en cada una de las siguientes soluciones: etanol 100 %, etanol 95 % y agua
desionizada. Para la recuperacidn antigénica, las laminillas fueron cubiertas con 10 mM con buffer
de citrato de sodio, pH 6.0 a 95 °C por 5 min. Las laminillas fueron enfriadas en buffer TBS-T por 20
min a temperatura ambiente. Para inhibir la unidn no especifica del anticuerpo, las laminillas fueron
incubadas con 0.2 % de albumina sérica bovina en PBS por 20 min a 4 °C. Después, la
inmunofluorescencia se llevé a cabo por el cubrimiento de cada laminilla con 20 pl de anticuerpo
policlonal de conejo anti-caspasa 3 (Abcam, San Francisco, CA, USA) por 2 h a 4 °C. Después de lavar
en buffer de TBS-T por 5 min, se llevd a cabo la incubacién del anticuerpo secundario IgG de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado con FITC (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
Amish Country, PA, USA) por 30 min a 4 °C. Después de lavar dos veces, las laminillas fueron
contratenidas con medio de montaje y DAPI (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, USA) para identificar
en azul los nucleos celulares. Todas las incubaciones se llevaron a cabo en una cdmara himeda
oscura. En otros experimentos, las laminillas fueron incubadas sélo con el anticuerpo secundario
conjugado con FITC, el cual fue usado como control de tincién. Finalmente, las laminillas fueron
examinadas por microscopia de fluorescencia con filtros apropiados (Leica DM-LS 2000, Mannheim,

Germany) y analizados con el software Imagel64 (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

CITOMETRIA DE FLUJO

Para la deteccidn de produccidn de Caveolina-1y los dominios intracelular y extracelular de
la subunidad B1 de integrina en células de musculo liso de las vias aéreas aisladas se empled triple
inmunofluorescencia. Los miocitos aislados fueron incubados con 10 ug/ml de brefeldina A (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, US) por 4 h para inhibir la liberacién de citocinas. Después, las células
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fueron lavadas, fijadas con p-formaldehido al 4 % por 10 min a 4 °C, lavadas y permeabilizadas con
0.1 % de saponina en PBS con BSA al 10 % y NaNs; al 1%. Posteriormente, las células fueron agitadas
suavemente en oscuridad por 15 min a temperatura ambiente y 1 x 10° células fueron separadas
para ser incubadas 30 min con los anticuerpos contra caveolina-1 (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA, US), Integrina B1 intracelular (Millipore, Temecula, CA, US) e Integrina 31 extracelular
(Millipore, Temecula, CA, US). Luego de lavar, las células fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios anti-IgG de ratén conjugado a FITC (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, US) y
anti-lgG de rata conjugado a PE (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, US). Finalmente, las
células fueron lavadas y 10,000 eventos fueron adquiridos en un citémetro de flujo FACScan (Becton
Dickinson, San Diego, CA, US) analizando mediante el software CellQuest. La intensidad de
fluorescencia fue medida en unidades de media de fluorescencia. La fluorescencia inespecifica de
cada incubacién (tinciéon de fondo) fue obtenida usando anticuerpos del mismo isotipo dirigidos
contra antigenos irrelevantes y conjugados con el mismo fluorocromo. La tincidn de fondo fue <1 %

y extraida de los valores experimentales.

PROTEINAS

El musculo liso traqueal fue homogenizado (PRO200; Pro Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en
buffer de fosfatos (PO, 6.7 mM a un pH de 7.4 con KCL 0.04 M y MgCl> 1 mM) a 4 °Cy sonicado tres
veces a 30 U de amplitud por 30 segundos con intervalos de 1 minuto en hielo (Vibra-cell 75185;
Sonics and Materials Inc. Newtown, CT, USA). La suspension fue desalinizada y precipitada a -20 °C
en una solucidn que contiene acetona, 10% TCA y 20 mM de ditiotreitol (DTT). Los botones celulares
fueron resuspendidos en buffer de fosfatos a 4 °C. La concentracidn de proteinas fue determinada
con un Kit de ensayo de proteinas DC (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El extracto de proteinas fue

dividido en alicuotas y almacenado a -70 °C hasta su uso.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Se obtuvieron los perfiles de proteinas con electroforesis de una dimensién (1D) usando los
reactivos y los geles preparados en condiciones reductoras con 2.5% de 2-mercaptoetanol en los
geles electroforéticos de 1D, como estd recomendado por Laemmli (1970). Las proteinas (30
ug/carril) fueron separadas con un mini-sistema comercial (Mini-Protean IlI; Bio-Rad) usando 10%
de acrilamida/bis-acrilamida (30% T, 2.67% C) a 80 V para concentracidon y 120 V para separacion,
usando un Power Pack 3000 (Bio-Rad) de acuerdo con las especificaciones de Harlow and Lane
(1999). La electroforesis 1D incluyé marcadores de peso molecular comerciales (Precision Plus
Protein All Blue; Bio-Rad) y los geles usados para transferir las proteinas a membranas de PVDF
incluyé un marcador de peso molecular estandar (Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards;
Bio-Rad). Después de la separacion electroforética, los geles se retiraron de la placa de acetato
usando una placa (GE Healthcare Bio-Sciences AB) y las proteinas fueron transferidas a membranas
PVDF con una camara humeda (XCell SureLock™ Mini-Cell Device) dentro de XCell II™ Blot Module,
y NUPAGE Transfer Buffer con NUPAGE Antioxidant por 1 h a 30 V. Las proteinas transferidas a PVDF

fueron analizadas mediante western blot.

INMUNOELECTROFORESIS
La inmunoelectroforesis fue realizada con membranas activadas de PVDF Immobilon-P
(Millipore, Bedford, MA, USA) siguiendo instrucciones de manufacturacion. Después de transferir,
las membranas fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas a — 20 °C hasta su uso.
Para el reconocimiento de caveolina- 1 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, US) se
empled una dilucién de 1:1000, para las subunidades B1 de integrina intracelular y extracelular asi
como ILK y paxilina (Millipore, Temecula, CA, US) se emplearon diluciones de 1:500. Para el

reconocimiento de talina (Millipore, Temecula, CA, US) se empled una dilucién 1:1000 y finalmente

- 39 -



para MYPT1 (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA) fue una dilucidon de 1:500. Todos los
anticuerpos primarios se incubaron a 37 °C por 1 h. Se lavaron las membranas con TBS-T por 5 min
5 veces. Posteriormente se incubaron las membranas por 1 h a 37 °C con anticuerpos secundarios
anti-lgG de conejo diluido 1:1000 (Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA), anti-ratén diluido
1:3000 (Millipore, Temecula, CA, US) y anti-cabra diluido 1:1000 (Millipore, Temecula, CA, US)
conjugados con HRP. Después, las membranas se lavaron con TBS-T por 5 min, 5 veces. Finalmente,
el ensayo de quimioluminiscencia fue realizado con 20X LumiGLO (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA). Después de cada reaccion, las membranas PVDF fueron desnudadas a

temperatura ambiente.

ANALISIS COMPUTACIONAL DE EXPRESION DE PROTEINAS
Imagenes de geles y reacciones inmunoquimicas de electroforesis 1D fueron registradas y
procesadas con Chemidoc XRS Device (Bio-Rad Laboratories, Segrate, Milan, Italy) usando el

Software Quantity One 1D Analysis version 4.6 (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Se realizd microscopia electrénica para la localizacidn subcelular de la subunidad 1 de
integrina en la pared de las vias aéreas. Para esto, cinco animales de modelo de asma se
eutanasiarony se disecaron pequefios fragmentos de la traquea para ser deshidratados en alcoholes
graduados y embebidos en resina hidrosoluble LR-White (London Resin Co., Hampshire, UK).
Secciones de 1 um se obtuvieron de 5 bloques diferentes por animal y se tifieron con azul de
toloudina y se revisaron las distintas estructuras que conforman la traquea usando microscopia
convencional. Los tejidos seleccionados fueron ajustados a 70-90 nm de ancho para reducir el area

seleccionada de las secciones, colocados en rejillas de Niquel e incubados toda la noche a 4°C con
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los mismos anticuerpos especificos para la subunidad 31 de integrina diluidos 1/5 en PBS. Las rejillas
fueron incubadas por 1 h a temperatura ambiente con los respectivos anticuerpos secundarios
conjugados a particulas de oro de 5 nm o 10 nm (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, USA) diluidos 1/20
en PBS. Las rejillas fueron contrastadas con sales de Uranio (Electron Microscopy Sciences, Fort
Washington, PA, USA) y examinadas con un microscopio electronico M-10 Zeiss (Karl Zeiss, Jena,
Germany). Como control negativo, el suero normal de conejo fue sustituido por el anticuerpo

primario.

EXTRACCION DE RNA

Una vez obtenida la banda de musculo liso traqueal, se dejo secar y se obtuvo su peso. Por
cada 50 mg de muestra se agregd 1 ml de trizol y se homogenizé en hielo. Por cada ml de trizol, se
agregaron 200 ul de cloroformo y se centrifugé a 10,000 rpm por 16 min a 4 °C. En tubos cdnicos
marca eppendorf nuevos, se agregaron 500 ul de isopropanol por cada ml de trizol. En estos tubos
se agregd la primera fase de lo obtenido en la centrifugacidon que corresponde al RNA. Se dejé
reposar a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugé a 10,000 rpm por 11 min a 4 °C. Se
desechd el isopropanol y se agregd 1 ml de etanol por cada 1 ml de trizol. Se centrifugd a 7500 rpm
por 6 min a 4 °C. Se desech¢ el etanol y se dejo evaporar el etanol que quedd sobre las paredes del
tubo por 10 min. Se agregaron 10 ul de agua libre de RNAsas y se mantuvo en hielo para su posterior

cuantificacion.

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL
Una vez que se cuantificd el RNA, se evalud la calidad del RNA mediante su resolucion en geles
de agarosa al 1 % y por la medicion de la relacién de absorbancia 260/280 nm. 1 ug de RNA total se

transcribié de forma reversa usando DNasa, buffer DNasa, EDTA (FERMENTAS, Waltham,
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Massachusetts), buffer RT 10x, dNTP’s 25, iniciadores al azar 10x, inhibidor RNasa y transcriptasa
reversa (High-Capacity cDNA reverse Transcription Kits with RNase Inhibitor, Applied Biosystems,
Grand Island, NY) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La amplificacién por PCR cuantitativa
en tiempo real se realizé usando un equipo i-Cycler iQ Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA). La
PCR se efectud con una mezcla de trabajo de cDNA en un volumen de reaccién de 15 pl conteniendo
2 pl de cDNA, MgCl; 50 mM, buffer MgCl, 10x, dNTP’s 2 mM, 10 uM de iniciadores especificos 5" y
3’, 0.15 pl Tag DNA (Invitrogen, Grand Island, NY), y 10 nM de fluoresceina y tincion SYBR green |
diluida 1:50,000 (Roche, Indianapolis, IN). Un par de oligonucledtidos para los genes de ITGB1 e ILK

fueron disefiados en Primer BLAST (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la RT-PCR cuantitativa

Gen Oligonucleétido sentido Oligonucleétido anti-sentido
ITGB1 GAGAGTGTATCCAAGCGGGG ACCCTCAGCACATCCTTCAG
ILK TGTCACTTGCCACAAGGTGT AGCCGCACTATTTCACCTGAT

Todas las PCRs se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como 2 en
donde la ACT se obtuvo CTgen-CTrRil8s. La prueba estadistica que se realizé fue t de Student no

pareada.

RACE-PCR
Se incubaron 10 pg de RNA total con CIP a 37 °C por 1 h. Posteriormente se extrajo el RNA
con fenol:cloroformo y después con cloroformo Unicamente. Se precipitd con 150 pl de isopropanol

en hielo por 10 min y el botén celular se lavd con etanol al 70 % en frio. EIl RNA se resuspendié en
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agua libre de RNAsa y fue tratado con TAP a 37 °C por 1 h. Se ligé un adaptador en el extremo 5’ y
se incubd a 37 °C por 1 h. Se realizé una reaccién Transcriptasa Reversa y se incub6 a 42 °C por 1 h.
Se ensamblé un oligonucledtido externo al extremo 5’ y un oligonucledtido especifico para ITGB1
en el extremo 5’ a una concentraciéon de 10 uM. Posteriormente se ensambld un oligonucleétido
externo al extremo 3’ y un oligonucleétido especifico para ITGB1 en el extremo 3’ a una
concentracién de 10 uM. Finalmente se analizaron los productos mediante un gel de agarosa con 1

pg/ml de bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador UV.

MATERIALES
Ovoalbuimina (chicken egg albumin) grado Il fue comprado de Sigma Chemical Co. (US). El
hidroxido de aluminio fue comprado de J.T. Baker, US. El pentobarbital sédico fue adquirido de

Pfizer, México.

ANALISIS ESTADISTICO

La hiperreactividad de las vias aéreas a la histamina fue evaluada por el promedio de la dosis
provocativa 200 % (DP.go), obtenido a partir del valor de la DPyg después del reto con la DPygo
obtenido antes del reto. El cambio en la reactividad a la histamina inducida por reto antigénico fue
evaluado por el cociente de DP2go. La comparacidn entre los grupos control y modelo de asma fue
evaluado por las medias mediante la prueba de t de Student no pareada. Las relaciones entre dos
variables independientes fueron evaluadas mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La
significancia estadistica fue asignada como P<0.05 a dos colas. Los datos en el texto y figuras estan

expresados como media + error estandar.
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RESULTADOS

1. Obstruccidén y reactividad de las vias aéreas en cobayos con modelo de asma.
Se evalud la obstruccion y la reactividad de las vias aéreas en todos los cobayos. En los cobayos con
modelo de asma se observé un incremento en la respuesta de obstruccion mdaxima ante la
administracién del reto antigénico de OVA (Figura 11A) en comparacion con los cobayos controles.
Ademas, mediante la administracién de histamina, los cobayos con modelo de asma necesitaron
una menor dosis en la segunda curva-respuesta de histamina en comparacién con la primera curva-
respuesta. Esto sugiere que los cobayos con modelo de asma presentan una mayor reactividad de

las vias aéreas en comparacion con los cobayos controles (Figura 11B).
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Figura 11. Obstruccién e hiperreactividad de las vias aéreas inducida por reto antigénico en cobayos
sensibilizados. A) Promedio de indice de broncoobstruccion mdxima (Rmax) inducido por la
administracion de ovoalbimina en cobayos del modelo de asma (barra negra) y con solucién salina en los
cobayos controles (barra blanca). B) el cociente de la DP20o que corresponde al valor de DP20o observado
después del reto antigénico dividido entre el valor DP20o antes del reto antigénico. La linea discontinua
sefiala el limite entre la hiporreactividad e hiperreactividad. Las barras corresponden a promedios * error
estandar de n=6 cobayos por grupo. **P<0.01, *P<0.05; prueba no pareada de t de Student.



2. Remodelacion de las vias aéreas de cobayos con modelo de asma.

Para evaluar la remodelacién epitelial de bronquios se realizé histologia convencional mediante la
tincidn de PAS. Se determiné que hay un incremento estadisticamente significativo en el nimero de
células caliciformes del epitelio bronquial de cobayos con modelo de asma en comparacion con los
cobayos controles (Figura 12A). Por otro lado, se realizaron tinciones de tricrdmica de Masson para
distinguir la capa de musculo liso basado en la tincion rojo fuerte que corresponde al citoplasma y
azul que indica fibras de la matriz extracelular (Figura 12B). El analisis morfométrico automatizado
de la masa del musculo liso (Figura 12C) y de la fibrosis subepitelial (Figura 12D) de bronquios y

bronquiolos no mostraron diferencias significativas entre cobayos controles y con modelo de asma.

A)

o 5 3 Modelo de asma
£ : ) - AN
5 g 50 A i T
T2 a0
£3 30 Musculo liso
8y de las vias aéreas
e

0

Contral Nodeio de
asma

C) 50+ D) _ 0y
2 :
£ 5
E~ a0 3 — 84
g ¥ %
2= =
o 2 7 g%
S
28 25
g T 204 £ g 44
1] E f E
2 g 10+ = g 24
0+ 04
Control Modelo Control  Modelo
de asma de asma

Figura 12. Remodelacién de las vias aéreas de cobayos del modelo de asma. A) Porcentaje de células
caliciformes en epitelio bronquial. B) Cortes histolégicos de bronquios de cobayos controles y con modelo de
asma tefiidos mediante la técnica de tricrdmica de Masson para diferenciar nucleos, citoplasma y fibras de
colagena. El asterisco rojo se sefiala la banda que corresponde al musculo liso de las vias aéreas y las barras
negras indican una observacién a 40x. C) Area de capa de musculo liso y D) Ldmina propia de bronquiolos
(barras blancas) y bronquios (barras negras) ajustados por el perimetro de la membrana basal (MB) y medidos
por morfometria automatizada. Las barras corresponden a la media + error estandar de n=6 cobayos por
grupo. *P<0.05 comparado con el control (prueba de t de Student no pareada).



3. Expresién de caspasa 3 en musculo liso de cobayos del modelo de asma.

Cortes de tejido pulmonar de cobayos fueron incubados con el anticuerpo contra caspasa 3. Los
nucleos fueron contratefiidos con DAPI que se muestran en azul. Las células positivas para caspasa
3 (células apoptéticas), que se muestran en verde, estan distribuidas uniformemente en los
bronquios de cobayos controles y con modelo de asma (panel superior observado a una
magnificacion de 40x). Por el contrario, se observa una disminucion significativa de células
apoptoéticas en vasos pulmonares en cobayos con modelo de asma (panel inferior observado a una

magnificacién de 20x) (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de caspasa 3 en musculo liso de cobayos del modelo de asma. Imagenes representativas
de al menos dos experimentos independientes. * corresponde a las bandas de musculo liso en bronquios y
vasos pulmonares.



4. Expresidn de caveolina-1 en cobayos con modelo de asma.

El andlisis de la expresion de caveolina-1 en miocitos traqueales mediante citometria de flujo,
mostré que hay un incremento significativo en la expresién de caveolina-1 en los miocitos de
cobayos con modelo de asma en comparacion con los cobayos controles (Figura 14A). Ademas, por
medio de inmunoelectroforesis se observaron dos isoformas de caveolina-1, una de 20 y la otra de
18 kDa. Esta ultima mostré una disminucion en su expresién en cobayos con modelo de asma con
respecto al control que fue evaluado mediante densitometria (Figura 14B). Por otro lado,
observamos que cambios funcionales en el modelo de asma correlaciond con el nimero de células
de musculo liso que expresaron caveolina-1. Por ejemplo, la hiperreactividad de las vias aéreas
mostré una correlacion inversa con la caveolina-1 que se expresa en el musculo liso (r=-0.517, P <
0.05, n=13) (Figura 14C) y la Rmax correlaciond con el numero de células positivas para Caveolina-1
(r=0.691, P < 0.01, n=13) (Figura 14D).
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Figura 14. Expresion de caveolina-1 en miocitos traqueales de cobayos del modelo de asma. A) La expresion
de caveolina-1 en miocitos traqueales de las vias aéreas evaluado por citometria de flujo (n = 6 por grupo). B)
Inmunoelectroforesis representativa de caveolina-1 de miocitos traqueales de las vias aéreas (n = 3 por
grupo). Las barras corresponden al promedio + error estandar. *P < 0.01 comparado con el control mediante
la prueba de t de Student no pareada. C) Grafico de dispersidn mostrando una correlacién directa entre la
Rmax y la expresion de caveolina-1. D) Correlacién entre el grado de hiperreactividad de las vias aéreas y la
expresion de caveolina-1. r = coeficiente de correlacién de Spearman.



5. Localizacién de los dominios citosélico y extracelular de la subunidad B1 de integrina en la
pared de las vias aéreas.

La distribucidn de los dominios citosolico y extracelular en el musculo liso de las vias aéreas y
en el epitelio fue similar en los cobayos con modelo de asma y en los controles.
Inesperadamente, el dominio citosélico compartié la misma localizacion que el dominio
extracelular, encontrandose en la capa adventicia y la lamina propia (flecha negra, Figura 15A).
Mediante la microscopia electrénica de transmisidn, se confirmé que el reconocimiento
inmunolégico para los dominios citosodlico (flechas rojas) y extracelular (flechas blancas) se
encuentra asociado a las fibras de colagena que rodean el musculo liso (Figura 15B) y la capa

adventicia (Figura 15C).
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Figura 15. Determinacion de los dominios citosélico y extracelular de la subunidad B1 de integrina en la
pared de las vias aéreas. A) Secciones representativas de la pared de bronquiolos mostrando la tincién
del dominio citosdlico y extracelular en cobayos con modelo de asma y en controles. La distribucién de la
tincion entre los grupos fue similar (flechas negras). Las barras corresponden a 10 um. ML: musculo liso
y E: epitelio. B-C) Micrografias representativas de la localizacién del dominio citosélico (flechas rojas) y
extracelular (flechas blancas) determinado por microscopia electrénica después de tres retos de
ovoalbumina. EE: espacio extracelular, Cit: citoplasma de una célula de musculo liso. C) Tejido fibroso de
adventicia. Las flechas azules muestran la membrana plasmatica de la célula de musculo liso. La
magnificacion electroscépica corresponde a B) x 31,000 y C) x 80,000.



6. Expresidn de B1 integrina en miocitos traqueales aislados y en tejido conectivo.

Para determinar la expresién de los dominios de la subunidad 1 de integrinas en el musculo
liso se realizé citometria de flujo. En el grupo de cobayos con modelo de asmay en los controles
el nimero de células de musculo liso de las vias aéreas que expresan el dominio citosdlico de la
subunidad B1 de integrina fue similar al nimero de células que expresan el dominio extracelular
(Figura 16A). No se observd correlacién entre las variables funcionales con los dominios
extracelular o citosdlico de la subunidad 1 de integrina (dominio citosdlico vs. Rmax y cociente
DPygo: r=0.31, P=0.13, y r =-0.30, P = 0.14 respectivamente; dominio extracelular vs. Rmax y
cociente DPygo: r =0.41, P=0.07,y r=-0.34, P = 0.11 respectivamente, n = 15).

En células de musculo liso aislado y tejido conectivo que rodea el musculo liso traqueal en
cobayos controles y con modelo de asma, se usaron anticuerpos dirigidos contra el dominio
citosélico y extracelular de la subunidad B1 de integrina detectando bandas que corresponden
a polipéptidos de 130 y 100 kDa (Figura 16B). La intensidad relativa de las bandas del dominio
extracelular y citosélico fue similar en células y tejido conectivo en todos los grupos. En tejido
conectivo, los fragmentos polipeptidicos del dominio extracelular con pesos moleculares
correspondientes a 50, 55 y 60 kDa incrementaron significativamente en comparacién con los
fragmentos con pesos moleculares similares detectados para el dominio citosélico en los grupos
controles (P < 0.05; n = 4 en cada grupo; Tabla 1). Ademas, la expresion del polipéptido del
dominio extracelular de la subunidad B1 integrina con peso molecular de 100 kDa fue mas

abundante en musculo liso que en tejido conectivo (P < 0.01, n = 4 en cada grupo; Tabla 1).

Figura 16. Expresion de la subunidad f1 de integrina en miocitos y tejido conectivo de las vias aéreas. A)
Expresion de B1 integrina citosdlico y extracelular en miocitos aislados de las vias aéreas evaluados por
citometria de flujo en cobayos con modelo de asma (barras negras) y control (barras blancas), n =9y 6,
respectivamente. Las barras representan la media + error estandar. B) Las inmunoelectroforesis
representativas de los dominios citosdlico y extracelular de la subunidad B1 de integrina en células de
musculo liso aisladas y tejido conectivo de adventicia de cobayos con modelo de asma y controles.



Tabla 2. Intensidad relativa de los fragmentos polipeptidicos de la subunidad 1 de integrina.

Dominio citosélicode 1 integrina Dominio extracellular de 1 integrina
Musculo liso Tejido conectivo Musculo liso Tejido conectivo
kDa Control | Modelode | | Modelode Control Modelo de Control Modelo de
asma asma asma asma
138 - - 22107 24+ 08 20+ 05 23+ 05 3.8+ 08 1.5+ 03
100 - - 1.7+ 05 | 1.5+ 04 69+ 1.3 89+ 08 23+ 0.7% 1.5+ 0.3

100-138 183+ 66 | 146+ 56| 38+ 08 | 43+ 12 95+ 20 113+12 73+ 17 3.7t 06

60 12+ 04 | 12£03 | 20+ 06 | 1.5+ 06 3.4L 01 43103 49+ 08 | 3.0+ 0.7
55 16+£03 |21+ 11| 38+ 13 | 27+ 15 7.8+ 20 105 £ 1.8 (140 £ 27| 861 1.6
50 16+02 [ 1604 [ 1603 | 1.5+ 06 26+ 06 37+ 07 44+ 07" | 32+ 05

*P<0.05, **P<0.01 comparado con la expression del dominio citosélico de B1 integrina en tejido conetivo del grupo control; ¥ P<0.01 comparado con
la expression del dominio extracelular de 31 integrina en musculo liso del grupo control (ANOVA de una via con la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples). Los valores en la tabla corresponden al promedio + error estandar.

Se determind la intensidad relativa de los fragmentos polipeptidicos de los dominios citosodlico y
extracelular de la subunidad 1 de integrina en musculo liso y en tejido conectivo de cobayos con modelo
de asma y controles.




7. Expresién de ITGB1 en miocitos traqueales de cobayo con modelo de asma.
Se evalud la expresidn de la subunidad B1 de integrina a nivel génico (/ITGB1) en el musculo liso de
las vias aéreas. Mediante RT-PCR cuantitativa se mostré un incremento en la expresion del gen
ITGB1 en cobayos con modelo de asma comparado con los controles (P < 0.001; n =6 en cada grupo;
Figura 17A). Para determinar la existencia de variantes transcripcionales de /ITGB1, el mRNA de
ITGB1 fue analizado por RACE-PCR. Los productos fueron evaluados en un gel de agarosa y solo se
observé una banda de peso molecular aproximado de 2000 pares de bases tanto en cobayos con
modelo de asma como en controles (n =5 en cada grupo; Figura 17B). Esta banda podria representar

la longitud total del gen ITGB1 que corresponde al reportado en la literatura.
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Figura 17. Expresidon de ITGB1 en miocitos traqueales de cobayo. A) RT-PCR. Las barras corresponden al
promedio t el error estandar en cobayos con modelo de asma (barra negra) y cobayos controles (barra
blanca); n = 6 respectivamente. *P < 0.001 comparado con el grupo control (prueba t de Student no pareada).
B) Productos del RACE-PCR del gen ITGB1 evaluados en un gel de agarosa en miocitos traqueales. La figura es
representativa de cinco animales por grupo.



8. Expresién de paxilina, talina y a-actina en miocitos traqueales en un modelo de asma.

Por medio de western blot y con anticuerpos especificos contra Paxilina, se identificaron dos bandas
con pesos moleculares de 68 y 50 kDa (Figura 18A). La intensidad relativa de ambos polipéptidos
disminuyd significativamente en el grupo de cobayos con modelo de asma (P < 0.05; n = 4; Figura
18A). Por otro lado, talina también mostré dos bandas, de 270y 250 kDa y la intensidad relativa fue
similar entre los grupos (n = 4; Figura 18B). Finalmente, a-actina con un peso de 40 kDa, no mostré
cambios en su expresion en cobayos del modelo de asma en comparacién con los controles (n = 3;

Figura 18C).
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Figura 18. Expresion de paxilina, talina y a-actina en miocitos traqueales en un modelo de asma. Intensidad
relativa obtenida de western blot de A) paxilina (bandas de 68 y 50 kDa) y B) talina (bandas de 270y 250 kDa).
Los western blots de paxilina y talina son representativos de cuatro cobayos con modelo de asma y cuatro
controles. En C) se muestran los resultados para o-actina y el western blot es representativo de tres cobayos
controles y tres cobayos con modelo de asma. Las barras representan el promedio + el error estandar en
modelo de asma (barras negras) y controles (barras blancas). **P <0.001 y *P < 0.05 comparado con su grupo
control (prueba t de Student no pareada).



9. Expresidn de ILK en miocitos traqueales en un modelo de asma.

La técnica de western blot empleando un anticuerpo especifico dirigido contra ILK mostré una banda
de 50 kDa (Figura 19A). La intensidad relativa de esta banda fue significativamente mas alta en el
grupo de cobayos controles con respecto a los cobayos con modelo de asma (P < 0.001; n = 6; Figura
19A). La disminucién de ILK también se observé a nivel gene (P < 0.05; n = 5; Figura 18B). Como se
observa en la Figura 19C y 19D, los niveles proteicos de ILK tuvieron una relacién inversa con la

broncoobstruccién y el grado de hiperreactividad (P < 0.01, n = 10).
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Figura 19. Expresion de ILK en miocitos traqueales en cobayos con modelo de asma. A) Intensidad relativa de
la banda de ILK de 50 kDa observada mediante western blot en cobayos controles y con modelo de asma (n =
6). B) RT-PCR del gene ILK. Las barras representan el promedio * el error estandar en cobayos con modelo de
asma (barras negras) y controles (barras blancas) (n = 5). **P <0.001 y *P < 0.05 comparado con su respectivo
grupo control (prueba t de Student no pareada). C) Grafico de dispersion mostrando la intensidad relativa de
ILK correlacionada con el grado de hiperreactividad de las vias aéreas (cociente DP2oo) (n = 10) y D) se muestra
una correlacién inversa con el grado de Rmax (promedio de retos de OVA) (n = 10). r = coeficiente de
correlacion de Spearman.



10. Expresion de MYPT1 fosforilada en el residuo Thr696 en miocitos traqueales en un modelo

de asma.
La expresién de MYPT1 fosforilada en el residuo Thr696 fue evaluada mediante western blot. El
western blot mostré un polipéptido con peso molecular de 130 kDa que incrementa su expresion

en el grupo de cobayos del modelo de asma comparado con el grupo control (P<0.05, n = 6, Figura

20).
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Figura 20. Expresion de MYPT1 fosforilada en el residuo Thr696 en miocitos traqueales de cobayos con modelo
de asma. Western blot representativo de seis cobayos para cada grupo. Las barras representan el promedio +
el error estandar. *P < 0.05 comparado con su grupo control (prueba t de Student no pareada).



DISCUSION

El cobayo ha sido un modelo animal util en el estudio del asma, ya que presenta algunas
ventajas con respecto a otros modelos animales como la rata o el ratdn. El cobayo comparte varias
caracteristicas farmacoldgicas que se observan en un individuo humano con asma, ademads de la
fuerte respuesta obstructiva de las vias aéreas después de la estimulacién con agonistas (Canning
B. and Chou Y., 2008). La respuesta fisioldgica al reto antigénico en cobayo con modelo de asma
estd caracterizada por una obstruccion de las vias aéreas rapida y transitoria en animales
sensibilizados (Bazan-Perkins B. et al., 2009; Ramos-Ramirez P. et al., 2013). En este estudio, el reto
con solucidn salina no modifico el indice de broncoobstruccién basal en el grupo control, pero el
reto con OVA provocé un incremento transitorio en el mismo indice que alcanzd significancia
estadistica en comparacion con el grupo control. Otra caracteristica importante del asma es el
desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas, que se refiere a la capacidad de las vias aéreas de
acercarse de una forma exagerada a un estimulo que no resulta comparable al grado de
acercamiento en individuos sanos (Lauzon A. and Martin J.,, 2016). En este estudio, la
hiperreactividad de las vias aéreas fue evaluada mediante curvas de respuesta a la histamina,
mostrando que los cobayos sensibilizados con el antigeno presentan hiperreactividad a la histamina.

Se ha propuesto que el desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas tiene un
componente persistente, el cual se ha relacionado a cambios estructurales de las vias aéreas que en
conjunto se ha llamado remodelacién estructural de las vias aéreas. Los mecanismos no se conocen
del todo, pero el calibre reducido de las vias aéreas, el incremento en el grosor de la pared de las
vias aéreas, el incremento en la masa del musculo liso de las vias aéreas y la contractilidad pueden
estar participando (Cockcroft D. and Davis B., 2006). En este estudio, encontramos un incremento

significativo de células caliciformes en epitelio bronquial de cobayos del modelo de asma en
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comparacién con los cobayos controles, lo que sugiere que este modelo de asma aguda induce
cambios estructurales en el epitelio de las vias aéreas. Para evaluar la remodelacién de las vias
aéreas en los cobayos, se tiferon cortes pulmonares con Tricrdmica de Masson para distinguir las
capas de musculo liso pulmonar basadas en la tincién del citoplasma en color rojo intenso. A pesar
gue no se observaron cambios en la masa del musculo liso ni en [dmina propia de bronquios ni
bronquiolos, se detectdé ensanchamiento de los vasos sanguineos pulmonares de las vias aéreas
adyacentes fue observado. También observamos una disminucidon evidente de la expresion de
Caspasa 3 en musculo liso pulmonar de vasos sanguineos en los cobayos de modelo de asma, lo que
sugiere que la apoptosis es inhibida en musculo liso vascular. Estos resultados sugieren que el
musculo liso pulmonar de vasos sanguineos, pero no el musculo liso de las vias aéreas, es capaz de
generar cambios de remodelacién estructural en el modelo de asma aguda en cobayos.

En comparaciéon con otras células, el musculo liso de las vias aéreas expresa mayor
cantidad de Caveolina-1 en la membrana plasmatica (Gabella G., 1976). En musculo liso de las vias
aéreas, la plataforma de sefalizacién asociada a Caveolina-1 tiene un papel fundamental en el
reclutamiento de varias proteinas de sefializacidn que estan involucradas en la contraccién muscular
(Darby P. et al., 2000). En este estudio, los experimentos de citometria de flujo demostraron que el
numero de células que expresaron Caveolina-1 incrementd significativamente en los cobayos del
modelo de asma comparados con los cobayos controles. En las bandas del musculo liso de vias
aéreas de animales experimentales se han observado resultados similares por medio de
inmunohistoquimica (Gosens R. et al., 2011). Por otro lado, en nuestro estudio se observaron por
inmunoelectroforesis dos bandas especificas para Caveolina-1 de aproximadamente de 18 y 20 kDa
respectivamente, las cuales podrian ser las dos isoformas que se han descrito en la literatura, la
isoforma a (de migracién lenta) que corresponde a la de 20 kDa y la isoforma [3 (de migracidn rapida)

qgue corresponde a la de 18 kDa (Cohen A. et al., 2004). En nuestro andlisis de densitometria, la
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isoforma o tiende a incrementar en los cobayos del modelo de asma, aunque, la isoforma [ es
similar en ambos grupos. Se ha reportado que la expresién de estas dos isoformas es diferencial en
distintos tipos celulares y en determinados estadios de la vida de un organismo. Por ejemplo,
durante el desarrollo embrionario en ratones, ambas isoformas pueden ser detectadas en el pulmén
a las 12.5 semanas, pero después del nacimiento la isoforma o sélo se detecta hasta pasados dos
meses de vida en vasos sanguineos y en células alveolares tipo | (Maniatis N. et al., 2012). Ademas,
se ha observado que ambas isoformas presentan la capacidad de fosforilarse en residuos de serina
in vitro, pero sélo la isoforma 3 lo hace in vivo. Esto sugiere, que las isoformas correspondientes a
Caveolina-1 podrian tener funciones bioldgicas distintas y por tanto una expresién diferencial en los
tejidos (Gupta R. et al., 2014). En este estudio también observamos cambios funcionales en los
cobayos del modelo de asma que correlacionaron con el nimero de células de musculo liso que
expresaron Caveolina-1. Esto sugiere que a mayor nimero de células que expresan Caveolina-1 hay
mayor hiperreactividad de las vias aéreas de los cobayos del modelo de asma. Ademads, la
obstruccion de las vias aéreas inducida por antigeno esta asociada directamente con las células del
musculo de las vias aéreas que expresan Caveolina-1. Cabe recordar que las plataformas de
sefializacion que se encuentran en la membrana plasmatica de las células del musculo liso de las
vias aéreas contienen Caveolina-1 entre otras proteinas como las integrinas.

Las integrinas son sensores clave de los componentes de la matriz extracelular y se
encuentran alojadas en las adhesiones focales (Hynes R., 2002). Aunque se sabe que los
componentes de la matriz extracelular se modifican en el asma, poco se sabe sobre el papel de las
integrinas. Previamente, usando el mismo modelo de asma que en este estudio observamos que la
acumulacion del dominio extracelular de la subunidad 1 integrinas en fibras de colageno y en las
bandas de musculo liso se asociaron con el grado de fibrosis de las vias aéreas, inflamacién e

hiperreactividad (Bazan-Perkins B. et al., 2009). En este estudio empleamos microscopia electrénica
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de transmision para evaluar la expresion de ambos dominios de 1 integrinas. Confirmamos que el
dominio citosdlico y extracelular de la subunidad B1 de integrina estd localizado sobre fibras de
colagena que no contienen restos celulares en la zona. La subunidad B1 de integrina no es capaz de
interactuar con componentes de la matriz extracelular, por tanto, la unidn de B1 integrina a la
colagena puede ocurrir a través del dominio | que se encuentra en la subunidad o de las integrinas
(Popova et al., 2007). Algunas B1 integrinas como a1B1, a2f1, o101y al1f1 son receptores de
colagena. De acuerdo con lo mencionado, la subunidad B1 de integrina que se encuentra cercana a
las fibras de coldgena podria estar asociada con una subunidad o de integrina. La presencia de las
subunidades a1 y a2 de integrinas en las mismas areas fue descrita previamente (Bazan-Perkins B.
et al., 2009). Las integrinas encontradas en este estudio en dareas de matriz extracelular
probablemente sean al31y o231 sin descartar a otras posibles integrinas. Por otro lado, también
encontramos que los niveles de los dominios extracelular y citosélico de la subunidad B1 de
integrina en las células del musculo liso de las vias aéreas son iguales en cobayos del modelo de
asma y de controles, lo que sugiere que el musculo liso de las vias aéreas no sea el tejido que esté
sobre produciendo ni escindiendo a la subunidad 31 integrina.

La subunidad B1 de integrina en humano y cobayo es un polipéptido de 88 kDa con
aproximadamente 92.6 % grado de homologia a nivel de secuencia de aminoacidos (BLAST at Swiss
Institute of Bioinformatics), sugiriendo una cercana similitud bioquimica entre especies. Las
modificaciones post-traduccionales tales como glicosilacion y fosforilacion podrian inducir cambios
en el peso molecular de los polipéptidos. La subunidad 1 de integrina tiene 12 sitios de glicosilacién
y 5 posibles sitios de fosforilacidn (Zheng M. et al., 1994; Mulrooney J. et al., 2001). En humano, la
glicosilacion parcial en el reticulo endoplasmico y en aparato de Golgi genera un polipéptido
inmaduro de 105-110 kDa que no se encuentra en la membrana plasmatica. La forma madura

funcional de B1 integrina en la superficie celular es aproximadamente de 125-130 kDa (Argraves W.
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etal.,1987; She S. et al., 2010). En nuestro estudio, encontramos que los anticuerpos que reconocen
al dominio citosodlico y al extracelular reconocieron polipéptidos de 100 y 130 kDa en musculo liso,
lo que sugiere que algunos de estos polipéptidos corresponden a la subunidad de integrina madura
e inmadura. Sorprendentemente, los dos polipéptidos (100 y 130 kDa) también fueron detectados
en tejido conectivo, donde el componente mas abundante es la colagena (Gelse et al., 2003). Hasta
el momento, se desconoce si los dominios citoplasmicos de las integrinas se encuentran de manera
extracelular. Sin embargo, hay evidencia documentada de integrinas solubles empleando
anticuerpos que reconocen el dominio extracelular. En sitios inflamatorios, el flujo de macréfagos
en raton es promovido por el corte de 2 integrinas por metaloproteasas, un proceso que limita la
inflamacidn local (Gémez |. et al., 2012). Ademas, la subunidad a1 de integrina se ha encontrado en
plasma de humano (Bank I. et al., 1999). Por otro lado, se ha observado que la secrecion de
receptores es un fenémeno comun, por ejemplo, el receptor de insulina soluble fue encontrado en
plasma como una proteina funcional (Papa V. et al.,, 1993). Por todo esto, es probable que las
integrinas pudieran ser producidas como proteinas solubles, al menos en cobayo.

Un papel principal de la fragmentacion del dominio extracelular de receptores de
membrana en células estimuladas y no estimuladas es la modulacién de la funcién del receptor y el
recambio de la proteina (Arribas J. and Borroto A., 2002). Ademas, en cancer de colon, el corte de
la subunidad B1 de integrinas induce otros efectos como la disminucién de la adhesion celular e
incrementa la motilidad (Kryczka J. et al., 2012). De hecho, los fragmentos solubles de 1 integrinas
pueden alterar la interaccién celular con componentes de la matriz extracelular, luego estos
fragmentos en miocitos inducen el anclaje a colagena pero no a fibronectina o laminina (Goldsmith
E. et al., 2003). Es posible que los fragmentos solubles de 31 integrinas tengan funciones similares
que las descritas con los fragmentos de integrinas cortados actuando como ligandos solubles en las

vias aéreas.
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La inmunoelectroforesis detectd un incremento en el dominio extracelular de B1 integrina
solo en tejido conectivo en el grupo control. Dos mecanismos que podrian inducir este incremento
es el corte de la proteina o un empalme alternativo del mRNA. Para evaluar la segunda posibilidad,
el mMRNA de ITGB1 (gen de B1 integrina) se evalud en miocitos. La expresién del ITGB1 incrementd
en el grupo del modelo de asma. El mRNA de ITGB1 fue sobre producido en el modelo de asma, pero
mediante la técnica de RACE-PCR sélo encontramos una banda correspondiente a 2000 pares de
bases, lo que indica que posiblemente el mMARN de ITGB1 no produzca variantes por empalme
alternativo. Con todo lo anterior, la integrina podria ser modificada post-traduccionalmente.

En términos generales, la contraccion muscular es el resultado de rearreglos del
citoesqueleto asociado a integrinas en el musculo liso. Un efector citopldsmico importante de las
integrinas es una molécula Ilamada ILK, una pseudocinasa involucrada en el rearreglo de los
filamentos de actina, ensamble de adhesiones focales y la conduccion de fuerzas a la matriz
extracelular (Qian Y. et al., 2005; Eckes B. et al., 2014). Algunos autores han sugerido la importancia
de la expresién de ILK en el musculo liso. Por ejemplo, se sabe que ILK es capaz de fosforilar
directamente a MYPT1 en Thr%®. MYPT1 es la subunidad reguladora de la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina (MLCP), una proteina principal en la relajacién del musculo liso. La fosforilacion de
sitios especificos en MYPT1 puede inducir a la inhibicidén o estimulacidn de la actividad de MYPT1.
En particular la fosforilacién en Thr® de MYPT1 inhibe la actividad de MLCP y promueve la
contraccion (Feng J. et al.,, 1999; Velasco G. et al, 2002). Por medio de PCR y por
inmunoelectroforesis encontramos que la expresién de ILK en los cobayos del modelo de asma
disminuyd con respecto a los controles. Por lo anterior, esperabamos una disminucion en la
fosforilacién de Thr®®® en MYPT1, pero encontramos lo opuesto. Es posible que esto se deba a que
la ILK no es la principal cinasa que participa en la fosforilacién de esta proteina, se sabe que otras

cinasas como ROK fosforilan este sitio. Otros estudios sugieren que ILK tiene otras funciones. Se ha
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demostrado que la deplecidon de ILK en células de musculo liso traqueal de perros mestizos
incremento la expresiéon de genes de diferenciacion (Wu Y. et al., 2008). De manera interesante, se
ha mostrado que la disminucién de ILK conlleva a un fenotipo hipercontractil en células de musculo
liso vascular (Montanez E. et al., 2009). Los datos mostrados en este estudio, concuerdan con este
ultimo hallazgo, ya que el grado de hiperreactividad y broncoobstruccién de las vias aéreas estan
inversamente relacionadas a los niveles de ILK en el musculo liso de las vias aéreas. Ademas, el
ensamble apropiado de la organizacidn del complejo de la sefializacién de 1 integrina in vivo esta
asociado con la expresion de ILK (Zong H. et al., 2009). Por esto, nuestros hallazgos sugieren que la
disminucién de ILK podria reflejar un ensamble alterado de 31 integrina en el musculo liso de las
vias aéreas de cobayos del modelo de asma.

Otras proteinas involucradas en el ensamble de adhesiones focales son Paxilina y Talina. Se
ha visto que ambas proteinas estan involucradas en funciones diferentes en las adhesiones focales.
Por ejemplo, se sabe que la Paxilina es fundamental en el inicio de la polimerizacién de actina
durante la activacidn contractil del musculo liso y estd asociada al complejo de ILK (ILK/PINCH/a-
parvina) (Zhang W. et al.,, 2007; Gunst S. and Zhang W., 2008). Talina es necesaria para el
mantenimiento de la expresién de B1 integrina, pero no para su activacidn. Ademads, la unién de 1
integrina a Talina previene su degradacion (Liu J. et al., 2011). En nuestro estudio, observamos una
disminucién en la expresion de Paxilina que fue similar a la disminucidn de ILK, lo que sugiere que
ambas podrian estar asociadas en musculo liso de cobayo, sin embargo, los niveles de expresidn de
Talina no fueron modificados en el modelo de asma. Se ha sugerido que hay diferentes tipos de
adhesiones focales definidas por su localizacion subcelular, tamafio y composicién (Wozniak M. et
al., 2004). También, parece que las adhesiones focales asociadas con Talina no estan alteradas en el

modelo de asma, pero aquéllas donde ILK y Paxilina estan involucradas, disminuyen o estan
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desensambladas. Por todo lo anterior, es posible que las adhesiones focales de miocitos de cobayo
del modelo de asma tengan un proceso de remodelacidn molecular.
Finalmente, en la Figura 21 mostramos un modelo molecular que sintetiza algunos de los

resultados expuestos en este estudio.

Matriz

Integrinas extracelular

Caveolina -1

Filamentos de Actina

? Fosfoglicerolipidos

Q Membrana caveolar enriquecida @-ﬂ"m Miosina
y con colesterol y esfingomielina

Contraccion muscular

Figura 21. Modelo de remodelacién molecular de las adhesiones focales y el desarrollo de la contraccidn
muscular. El incremento en la expresién de Cav-1 en miocitos, podria favorecer el reclutamiento de proteinas
de sefializacidn involucradas en la contraccién. Por otro lado, la subunidad b1 de integrinas recluta moléculas
pertenecientes a las adhesiones focales que podrian estar participando en el desarrollo de un fenotipo
hipercontractil, tales como ILK, Paxilina y MLCP (Fosfatasa de la cadena ligera de la miosina). Finalmente, la
fosforilacion en Thr®%® de la subunidad catalitica de MLCP, MYPT1Thr®®, evita la desfosforilacion de la Miosina,
manteniendo asi la contraccion del musculo liso de las vias aéreas. Se muestran las proteinas que incrementan
(rojo), las que disminuyen (azul) y las que no se modifica (negro) su expresidn en las adhesiones focales de
miocitos del modelo de asma. Las proteinas mostradas en gris no fueron evaluadas en este estudio.



CONCLUSION

Nuestros datos sugieren que el modelo de asma en cobayo parece inducir un fenotipo contractil en
el masculo liso de las vias aéreas y un fenotipo proliferativo del musculo liso en vasos pulmonares.
Ademas, 1 integrina es secretada en la pared de las vias aéreas de cobayos, y estas proteinas son
capaces de anclarse a la colagena. Es posible que 31 integrina no esté debidamente ensamblada en
las adhesiones focales que contienen ILK y Paxilina en el musculo liso de las vias aéreas en el modelo
de asma. Ademas, ILK no esta involucrada en el desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas. Es
posible que los fragmentos de 1 integrina sean cortados de otras células y no del musculo liso de
las vias aéreas de cobayo. Un mecanismo importante que podria contribuir a la hiperreactividad de
las vias aéreas en el modelo de asma es la regulacién positiva de la fosfoliracién de MYPT1Thr®% y

la remodelacion molecular de las adhesiones focales.
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PERSPECTIVAS

1. Mediante secuenciacion, determinar las posibles modificaciones que tienen los
dominios citosélico y extracelular de la subunidad 1 de integrina.

2. Evaluar qué tipos celulares son los que estan liberando los fragmentos de la
subunidad B1 de integrina y depositandolos en la pared de las vias aéreas.

3. Determinar qué cinasa puede estar regulando la actividad de MYPT1 fosforilada en
Thr%% para desarrollar el fenotipo hipercontractil del musculo liso de las vias
aéreas.

4. Profundizar mas en el estudio de la remodelacién molecular de las adhesiones
focales en el modelo de asma y su relacion con el desarrollo de la contraccidn del
musculo liso de las vias aéreas.
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Abstract

Background: Caveolin-1 is a fundamental signalling scaffold protein invoheed in contraction; however, the robe of
caveolin:1 in airway responsiveness remains unclear, We evaluated the relationship beteesn caveolin-1 expression in
alrway smiooth muscle (ASM) and antigen-induced ainaay responsivenecs and obstruction in 3 guinea pig asthma model,
Methods: Airway abstruction in sensitised guinea pigs, induced by antigenic (ovalbumin) challenges administered
every 10 days, was measured. Antigen-induced responsiveness to histamine and the expression of cavealin-1 and
cavin 1, 2 and 3 were evaluated at the third ovalbumin challenge. The control group eceived saline solution instead of
ovalbumin.

Results: After the first challenge, antigen exposure induced a transient ainway obstruction and ainvay
hyperresponsvenes, high levels of IL-4 and IL-5 in lung and airvay globet colls probifiration at the third antigenic
challenge. Caveolin-1 mRNA levels in total lung decreased in the experimental group companed with controls. Flow
cytometric analysis of ASM from the experimental group showed a high number of cells expressing caveolin-1
compared with controls. This increase was confirmed by western blot. Airwary obstruction and hypemesponsivencss
cormelated with the degree of increased caveolin-] expression in ASM cells (P < 005 r = 069 and —052. respectively).
The expression of cavins 1. 2 and 3 in ASM also increased in the experimental group compared 1o controls.
Immunchistoechemical findings reveal thar differences in ASM caveolin-1 were not evident between groups.
Meverheless, a marked decrease in caveolin-1 and caspase 3 was observed in the pulmonary vascular smooth
muscle of asthma model compared with controls. Histological analysis did not reveal differences in smooth
miscles mass or subepithelial fibrosis levels in ainvays between groups, However, an enlargement of smooth
muscle mass was observed in the pulmonary microvessels of experimental animals. This enlargement did not
induce changes in pulmonary or systemic arerial pressures.

Condusions: Our data suggest that caveolin-1 expression in ASM has a crucial role in the development of
antigen-induced airway obstruction and hypemresponsiveness in a guinea pig asthma maodel. In addition, the
asthma model in quinea pigs appears to induce a contractile smooth muscle phenotype in the ainvays and a
profiferative smooth muscle phenatype in pulmonany vesseds.

Keywords: Airway hypemesponsiveness, Airway obstruction, Ainway smooth musde, Asthima, caspase 3, Caveolin-1,
Cavin, Pulmonary artedal smooth muscle
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Background

Airway smooth muscle is a central structure in asthma
pathogenesis. An important characteristic of asthma is
that numerous stimuli can trigger intense and rapid
bronchospasm in a phenomenon called airway hyperre-
sponsiveness [1,2]. Currently, the precise mechanism by
which the development of hyperresponsiveness is induced
remains unknown. Nevertheless, airway remodelling fea-
tures such as fibrosis and smooth muscle hypertrophy/
hyperplasia have been recognised as playing a part [2].

Caveolin-1 is a hairpin-loop protein that forms omega-
shape invaginations in the plasma membrane, which are
known as caweola [3]. In asthma, a shortage of caveolin-1
has been observed in the airways of asthmatic patients [4].
Similar results have been noted in the lungs of ovalbumin-
challenged mice, where a reduction of caveolin-1 mRNA
expression has been observed [5,6]. In contrast, increased
levels of caveolin-1 are found in the airway smooth muscle
of antigen-challenged in mice [7] and the lungs of guinea
pigs subjected to an asthma model [8].

In airways, caveolin-1 is involved in the downregula-
tion of fibrosis and smooth muscle proliferation [9,10].
However, the role of caveolin-1 in airway hyper-
responsiveness is unclear. The development of airway
hyperresponsiveness in allergen (ovalbumin)-challenged
mice without caveolin-1 has been observed [7,11], and
Hsia and colleagues [12] have found the absence of
caveolin-1 induced airway hyperresponsiveness in endo-
toxin (lipopolysaccharide)-challenged mice. Moreover,
the role of caveolin-1 in airway hyperresponsiveness has
become highly controversial due to the view that
caveolin-1 is related to the regulation of contractile
mechanisms [9,13,14], including, proteins that partici-
pate in intracellular Ca®* mobilisation [15,16]. For ex-
ample, M3 muscarinic, bradykinin, and H1 histamine
receptors and store-operated Ca®" entry-regulatory
mechanisms colocalise with caveolin-1 [17]. Addition-
ally, the recruitment of Ca®" sensitisation components
such as RhoA and PKCa is caveolin-1-dependent
[18,19]. Furthermore, caveolin-1 is a key regulator of
store-operated Ca”* entry by increasing Orail expression
in airway smooth muscle [20].

Since 2005 some proteins named cavins has been asso-
ciated with caveola biogenesis and organization [21]. In
particular, cavin 1 (RNA pol I transcription factor), cavin
2 (serum deprivation protein response) and cavin 3
(SDR- related gene product that binds to C kinase) are
widely expressed in tissues, included smooth muscles
[22]. Recently, it has been observed a decrease in expres-
sion of cavins in airways of caveolin-1 knock-out mice,
although its role in airway contraction its unknown [7].

Experimental asthma models are fundamental in
asthma research. Particularly, guinea pigs asthma model
are susceptible to develop early and late allergic
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responses after allergen challenge and also can be used
as a model for chronic allergic asthma [23,24]. Asthma
model in guinea pig is useful since the lung pharmacology
and the response to inflammatory mediators is similar to
humans in comparison to rats and mouse [25,26].

In the current study, we determined the relationship
between caveolin-1 expression and the pathophysio-
logical characteristics of asthma and found that
caveolin-1 expression increases in airway smooth
muscle and that this increase is related to antigen-
induced obstruction and hyperresponsiveness. In con-
trast, pulmonary vascular smooth muscle showed low
expression of caveolin-1, which was accompanied by
smooth muscle cell proliferation.

Methods

We used outbred male guinea pigs weighing 0.35-0.4 kg
from Harlan Mexico (strain HsdPoc:DH). The animals
were maintained in our institutional laboratory animal
facilities with filtered air conditioned at 21 + 1°C and 50-
70% humidity, 12/12-h light/dark cycles, sterilised pellets
(2040 Harlan Teklad Guinea Pig Diet) and water avail-
able ad libitum. All animals were handled according to
protocols approved by the Scientific and Bioethics Com-
mittee of the Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias.

Study design

T'o determinate the role of caveolin-1 in airway smooth
muscle pathophysiology during asthma, ovalbumin sen-
sitised guinea pigs were exposed to three antigenic
challenges, each administrated every 10 days (Figure 1).
During each challenge, the broncho-obstructive index
was measured. At the third antigenic challenge, the de-
velopment of antigen-induced airway hyperresponsive-
ness was evaluated by performing dose—response
curves to histamine before and after an antigenic chal-
lenge. Animals were then sacrificed to obtain lung and
tracheal samples. In lung samples, caveolin-1 mRNA
was measured by RT-PCR. Additionally, changes in the
amount of collagen in the airway lamina propria and
the extent of airway and pulmonary microvessel
smooth muscle layers were analysed via light micros-
copy. Caveolin-1 expression was examined using immu-
nohistochemistry. Caveolin-1 expression in smooth
muscle cells from tracheae was measured by flow cy-
tometry. Tracheal smooth muscle strips were used to
evaluate the expression of caveolin-1 and cavins 1, 2
and 3 by western blot. Systemic and pulmonary arterial
pressures were measured at the third challenge. Control
animals received sham manoeuvres performed with sa-
line solution,
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Figure 1 Experimental design. After initial immunisation and reinforcement with antigen (ovalbumin), guinea pigs received three antigen
challenges. At third challenge the evaluation of broncho-obstructive index, dose-response curves to histamine as well as immunological,

Asthma model

Guinea pigs were sensitised and challenges were per-
formed according to previously described methods
[23,27]. The antigen sensitisation of guinea pigs was
performed by intraperitoneal (0.5 mg/ml) and subder-
mal (0.5 mg/ml) injections with a combination of
60 pg/ml ovalbumin plus 1 mg/ml aluminium hydrox-
ide dispersed in saline solution (Figure 1). The doses
used in sensitisation and challenges in this asthma
model were adjusted to reduce anaphylactic shock dur-
ing challenges. Antigen sensitisation was reinforced eight
days later with ovalbumin aerosol (3 mg/ml saline) deliv-
ered over five minutes. Aerosols were produced by a US-1
Bennett nebuliser (flow, 2 ml/min; Multistage liquid
impinger, Burkard Manufacturing Co., Rickmansworth,
Hertfordshire, UK) releasing mixed particles with sizes
of <4 pm (44%), 4-10 pm (38%), and >10 pm (18%).
From day 15 onward, guinea pigs were challenged over
one minute with an ovalbumin aerosol every 10 days
(1 mg/ml during the first challenge and 0.5 mg/ml in
subsequent challenges) (Figure 1).

Acute airway obstructive responses after ovalbumin
inhalation challenges were recorder using a baromet-
ric plethysmograph. A whole-body single-chamber
plethysmograph for freely moving animals was used
(Buxco Electronics Inc., Troy, NY, USA) to evaluate
pulmonary function. The signal from the chamber was
processed with computer-installed software (Buxco
Bio System XA v1.1) to calculate several respiratory
parameters, including the broncho-obstructive index,
Penh. We calculated this index using the following
equation [28]:

Penh = ((Te-Rt)/Rt) (PEP/PIP)

where Te = expiratory time (s), Rt=relaxation time (s),
PEP = peak expiratory pressure (cmH,0), and PIP = peak
inspiratory pressure (cmH,0). The software was
adjusted to include only breaths with a tidal volume of 1
millilitre or more, with minimal inspiratory time of 0.15 sec-
onds, maximal inspiratory time of 3 seconds, and maximal
difference between inspiratory and expiratory volumes of
10%. This guinea pig model of allergic asthma does not
develop a noticeable late airway response. We corroborated
that this sensitisation procedure induces the increment of
Th2 (CD4 + IL13+) lymphocytes in bronchoalveolar lavage.

Antigen-induced airway responsiveness

In guinea pigs, airway hyperresponsiveness was mea-
sured after antigen challenge in sensitised (n=18;
asthma model) and non-sensitised (n=13; control
group) animals [27]. Airway responsiveness was evalu-
ated on day 35 (third ovalbumin challenge) by exposing
each animal to increasing non-cumulative doses of hista-
mine aerosols (0.001 to 0.32 mg/ml; Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, US) after an initial broncho-
obstructive index acquisition before and after ovalbumin
administration. Each histamine dose was delivered over
1 minute, and the average of the broncho-obstructive
index over the following 10 min was obtained. The inter-
val between doses was 10 min. The dose—response curve
finished when the broncho-obstructive index reached
three times its baseline level. Once the index returned to
the initial baseline value (<50% increment), the ovalbumin
challenge was administered. A second curve was measured
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three hours later. Control group received saline instead
ovalbumin administration.

Dissection of airway smooth muscle strips for flow
cytometry and Western blot studies

Twenty-four hours after concluding histamine curves,
some sensitised (=10) and non-sensitised (n=19)
guinea pigs were overdosed with an intraperitoneal in-
jection of pentobarbital sodium (65 mg/kg), and their
tracheae were dissected to obtain airway smooth muscle
strips.

Isolation of airway smooth muscle cells

The strips of 7 sensitised and 6 non-sensitised guinea
pigs were incubated at 37°C for 10 min in 5 ml of Hanks'
solution (Gibco, Gaithersburg, MD, US) with 2 mg cyst-
eine and 0.05 U/ml papain (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, US). The strips were then washed in Leibovitz’s solu-
tion (Gibco, Gaithersburg, MD, US) and placed in a
physiological saline solution (PSS, mM) containing 118
NaCl, 25 NaHCO,, 4.6 KCl, 1.2 MgSO,, 1.2 KHPO, and
11 glucose (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, US).
Smooth muscle strips were cut (0.5 x 5 mm), and frag-
ments weighing 200 mg total were placed in 2.5 ml PSS
with collagenase type I (1 mg/ml; Sigma Chemical Co,,
US) and dispase I (4 mg/ml; Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, US) at 37°C. Ten minutes later, the fragments
were transferred to similar PSS containing fresh enzymes.
Tissue was dispersed mechanically until isolated cells were
observed. Leibovitzs solution was added to stop the en-
zymatic activity.

Flow cytometry

For the detection of caveolin-1 production in the iso-
lated airway smooth muscle cells, a three-color immuno-
fluorescence approach was used following a previously
described method [29]. Isolated myocytes were incu-
bated with 10 pg/ml brefeldin-A (Sigma Chemical Co.;
St. Louis, MO, US) for four hours to inhibit new cyto-
kine release. After staining, cells were washed, fixed with
4% p-formaldehyde for 10 min at 4°C, washed, and per-
meabilised with 0.1% saponin in PBS with 10% BSA and
1% NaNi. Afterwards, cells were gently shaken in the
dark for 15 min at room temperature and 1 pl/1x10°
cells were labelled with caveolin-1 antibody (BD Biosci-
ences Pharmingen, San Diego, CA, US). Then, cells were
incubated during 30 min with secondary antibody FITC
mouse (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, US).
Finally, cells were analysed for the expression of markers,
on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San
Diego, CA, US) using software, and 10,000 events were
counted. To analyse the staining of intracellular caveolin-
1, the blasts were initially gated by their physical proper-
ties (forward and side scatter). A second gate was then
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drawn based on the fluorescence characteristics of the
gated cells, assessing fluorescence intensity by histograms.
Intensity of fluorescence staining is expressed as the mean
fluorescence intensity. Control stains were performed
using fluorochrome-conjugated isotype-matched anti-
bodies. Background staining was <1% and subtracted from
experimental values.

Western blot analysis

Smooth muscle strips from guinea pig tracheae (n=3,
each group) were placed in lysis buffer (1% Triton X-
100, 50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA
and EGTA, 1.0 mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
10 pg/ml aprotinin and leupeptin, 1.0 mM NazVO,, and
50 mM NaF; Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO, US)
and homogenised (Polytron PT3100, Kinematica,
Switzerland). Tissue protein (40 pg) from each sample
was loaded in different lanes of a 12% SDS-polyacrylamide
gel. In an additional lane, a control protein (GAPDH;
Sigma Chemical Co.; US) was also added. After electro-
phoretic separation under reducing conditions, proteins
were transferred to a nitrocellulose membrane and
quenched with Tris-buffered saline (TBS) containing 5%
non-fat milk and 0.1% Tween-20. Membranes were sub-
jected to overnight incubation (12 h, 4°C) with rabbit poly-
clonal antibodies raised against caveolin-1 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego CA, US), cavin-1 (Anti/PTRE/
Cavin-1, Millipore, Billerica MA, USA), cavin-2 (SDR,
Thermo Scientific, Rockford 1L, USA) and cavin-3
(PRKCDBE, Thermo Scientific, Rockford IL, USA), and
then washed three times with TBS-Tween-20 (0.1%). Cav-
eolin and cavins were detected by adding horseradish
peroxidase-labelled anti-mouse antibodies. Immunoblots
were developed using an enhanced chemiluminescent
reactant (LumiGLO, Cell Signalling; US) and an optimal
exposition of the nitrocellulose sheets to X-ray films (Bio-
max ML Film, Kodak, Rochester, NY US). Caveolin-1 and
cavin immunoblots were analysed by densitometry using
Kodak digital science 1D software version 2.03 (Eastman
Kodak, Rochester, NY, US).

RNA isolation

Total RNA from the right lung of some sensitised and
non-sensitised (# = 3, each group) guinea pigs was isolated
following the guanidine isothiocyanate-caesium chloride
method [30]. Total RNA was examined by 1% agarose gel
electrophoresis, and the RNA concentration was deter-
mined by UV light absorbance at 260 nm to evaluate the
integrity of RNA (Beckman DU640, Fullerton, CA, US).

RT-PCR
The relative level of caveolin-1 mRNA expression was
assessed in left lung homogenates by semiquantitative
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RT-PCR, as previously described [31]. Briefly, all pri-
mer sequences were custom ordered from GIBCO
BRL (Gaithersburg, MD, US). Sense caveolin-1
primers were amplified to obtain a fragment of 230 bp,
bases 1 to 230 (sense 5'-ATG TCT GGG GGT AAA
TAC GT-3" and antisense: 5'-CCT TCT GGT TCC
GCA ATC AC-3). A fragment of GAPDH was also
amplified to evaluate or reduce nonspecific effects of
experimental treatment and to semi-quantify caveolin-
1 expression. RNA samples were treated with DNAse
to evaluate genomic DNA contamination relative to
samples passed through a PCR procedure without
adding reverse transcriptase. RT-PCR was carried out
using 2.5 pg of total RNA from lung homogenate. Be-
fore the RT-PCR reaction, total RNA was heated at 65°
C for 10 min. RT-PCR was performed at 37°C for
60 min in a total volume of 20 pl using 200 U of the
Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase
(GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, US), 100 pM of ran-
dom hexamers (GIBCO, BRL Gaithersburg, MD, US),
0.5 mM of each dNTP (Sigma, St. Louis, MO, US),
and 1x RT buffer (75 mM KCI, 50 mM Tris- HCI,
3 mM MgCl,, 10 mM DTT, pH 8.3). Samples were
heated at 95°C for 5 min to inactivate the reverse tran-
scriptase and diluted to 40 pl with PCR-grade water.
One-tenth of RT-PCR individual samples from each
group was used for caveolin-1 or GAPDH amplifica-
tion in 20-pl final volume reactions containing 1x
PCR buffer (10 mM Tris - HCl, 1.5 mM MgCl,, 50 mM
KCl, pH 8.3), 01 mM of each dNTP, 0.2 pCi of
[«32P]-dCTP (3,000 Ci/mmol, 9.25 MBq, 250 uCi),
10 pM of each primer, and one unit of Tag DNA
polymerase (GIBCO, BRL Gaithersburg, MD, US).
Samples were overlaid with 30 pl of mineral oil and
PCR cycles were performed in a DNA thermal cycler
(M.]. Research, Watertown, MA, US), with the fol-
lowing profile: denaturation for 1 min at 94°C; an-
nealing for 1 min at 55°C and a l-min extension
step at 72°C. The last cycle was followed by a final
extension step of 5 min at 72°C. Control gene was
co-amplified simultaneously in each reaction. Ampli-
fication kinetics were performed following our stand-
ard procedure [31]. To analyse PCR products, one-
half of each reaction was electrophoresed in a 5%
acrylamide gel. Bands were stained with ethidium
bromide, visualised under UV light, cut out, sus-
pended in 1 ml of scintillation cocktail (Ecolume,
ICN, Aurora, OH, US), and counted by liquid scin-
tillation (Beckman LS6500, Fullerton, CA, US). The
amount of radioactivity recovered from the excised
bands was plotted in a log scale against the number
of cycles. To semi-quantify caveolin-1 and the con-
trol gene, all reactions were performed at least in
quadruplicate.
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Conventional histology and automated morphometry
analysis

Left caudal lung lobes of some guinea pigs (n = 6, each
group) were dissected and fixed by manual perfusion of
10% neutral buffered formaldehyde solution via intra-
arterial route until the lung lobe was exsanguinated.
Lung fragments obtained by sagittal cutting were em-
bedded in paraffin, and 4 pm-thick lung sections were
stained with Masson trichrome stain. The surface areas
(um?) of airway smooth muscle and lamina propria, as
well as the vascular smooth muscle of adjacent vessels,
were determined through the use of automated morph-
ometry (Qwin, Leica Microsystems Imaging Solutions,
Cambridge, UK). Data were adjusted by length of the
corresponding basement membrane, and their average
was considered the final result. All measurements were
conducted in six bronchi, six bronchioles and six arteri-
oles (~100 pm diameter) chosen randomly from each
animal. Total epithelial cells in six bronchi of each
guinea pig were counted and the percentage of globet
cell was obtained. The bronchus and bronchiole were
identified by the presence or absence of cartilage in the
airway wall, respectively.

ELISA

Anti-human interferon-y (IFN-y; R&D System, Minneapolis,
USA), interleukin4 (IL-4; R&D System, Minneapolis, USA)
and IL-5 (clone TRFKS; BD Pharmingen, USA), antibodics
were used m lung homogenates of sensitized and non sensitised
guinea pigs (= 6, each group) lo measure cylokines by ELISA
as previously described [27].

Immunohistochemistry and immunoflucrescence

The same paraffin-embedded lung tissue blocks used for
the morphometric study were used for immunohisto-
chemistry (1 =6, each group) and immunofluorescence
(11 =2, each group). Sections (3 pm) were deparaffinised
(55°C, 30 min) and rehydrated through submersion in
graded alcohols (xylene, 1:1 xylene-alcohol, alcohol, and
70% alcohol for 10 min each, followed by rinsing in dis-
tilled water). Antigen retrieval was performed with
10 mM citrate buffer, pH 6, for 5 min in a microwave
oven. Samples were treated with hydrogen peroxide (3%)
to quench endogenous peroxidase, and nonspecific sites
were blocked later with horse serum (2%). Sections were
incubated at 4°C overnight with an antibody to caveolin-
1 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego CA, US). To
detect the specific binding of this primary antibody, an
R.T.U. Vectastain Universal Quick Kit was used (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) in which tissues
were incubated sequentially with blocking serum, a pan-
specific secondary antibody, and streptavidin/peroxidase
complex. Finally, 3-amino-9-ethyl-carbazole (BioGenex,
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For the detection of caspase 3 by immunofluores-
cence, paraffin-embedded tissue was cut 4-6 m thick
and tissue sections were placed in slides and incubated
for 30 min at 55°C. Tissue slides were deparaffinized in
xylenes twice for 10 min each. Hydrate sections grad-
ually through graded alcohols using 2 changes for
10 min each of the following solutions: 100% ethanol,
95% ethanol, and deionized water. For antigen unmask-
ing, slides were covered with 10 mM sodium citrate
buffer, pH 6.0, and heat at 95°C for 5 min. Slides were
then cooled in TBS-T buffer for 20 min at room
temperature. To suppress non-specific binding of anti-
bodies, tissue slides were incubated with 0.2% BSA in
PBS for 20 min at 4°C. After that, immunofluorescence
staining was carried out by overlaying each slide with
20 pl of rabbit polyclonal anti-caspase 3 antibody
(Abcam, San Francisco, CA, USA) for 2 h at 4°C. After
washing in TBS-T buffer for 5 min, a secondary incuba-
tion was performed with fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labeled goat anti-rabbit IgG (Jackson Immu-
noResearch Laboratories Inc. Amish Country, PA,
USA) for 30 min at 4°C. After twice washing, slides
were counterstained with fluoroshield mounting
medium with DAPI (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
USA) for nuclei staining (blue channel). All incuba-
tions were carried out in a humidified dark chamber.
In other experiments, tissue slides were incubated
only with FITC-labeled secondary antibody, which was
used as background staining control. Finally, tissue
slides were examined by fluorescence microscope with

appropriate filters (Leica DM-LS 2000, Mannheim,
Germany), and analyzed by Image]64 software (http://
rsb.info.nih.gov/ij/).

Hemodynamic

After 12 h of fasting, some guinea pigs (n=28 for sensi-
tised, and #=4 for non-sensitised) were anaesthetised
with isofluorane (1.5%, Sofloran, México, DF) delivered by
a precision vaporiser (Isotec 3, Ohmeda, Steeton, West
Yorkshire, UK) carried in oxygen. Their heart rates were
monitored with an automatic non-invasive device Data-
scope Passport Model EL (Datascope Corp, Mahwah, NJ,
USA), and after deep anaesthesia, animals were wentilated
through a trachea cannula that was connected to both, a
ventilator (Harvard, Rodent Model Ventilator 683) and
the vaporiser, Then, the right carotid artery was dissected,
and a catheter was introduced to measure the systemic ar-
terial pressure and diastolic arterial pressure. A similar
procedure was performed to introduce a catheter into the
pulmonary artery through the right ventricle to determine
the pulmonary arterial pressure. Datascope Passport mon-
itored all pressures.

Materials

Ovalbumin (chicken egg albumin) grade II and all stains for
microscopy were purchased from Sigma Chemical Co. (US).
Aluminium hydroxide was purchased from ].T. Baker, USA.
Pentobarbital sodium was acquired from Pfizer, Mexico.
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(dx) are representative sections of control and asthma model guinea pigs exhibiting caveolin-1 immunostaining In an ainway (A) and lung vessel
(V). An amplification of airway and lung vascular smooth muscles is shown in bottorm images with arrows. Figures are representative of 6 guinea
pigs in each group.

Statistical analysis

Airway responsiveness to histamine was evaluated by means
of the provocative dose 200% (PDag), ie, the interpolated
histamine dose that caused a three-fold increase of basal
broncho-obstructive index. Change in histamine responsive-
ness induced by antigen challenge was evaluated by the
PDygg ratio, ie, PDygg value observed after OVA challenge
divided by PDyy, value before challenge. In multiple compar-
isons, one-way or repeated-measure ANOVA followed by
Dunnett’s tests was used. Comparison between control and
asthma model groups was evaluated by means of Student’s
unpaired #-test. Associations between caveolin-1 and air-
way responsiveness and obstruction were assessed
through Spearman’s correlation coefficient. Statistical
significance was set at two-tailed P <0.05. Data in the
text and figures are expressed as the mean + SEM.

Results and discussion

Antigen-induced airway obstruction and responsiveness
The guinea pig has served as a helpful model in the
study of asthma, with some advantages over other

models such as the rat and mouse, because it shares
various pharmacological characteristics of human
asthma, besides the strong airway obstructive response
that guinea pigs exhibit after agonist stimulation [32].
Responses to antigen challenge in guinea pig asthma
models are characterised by a rapid and transient airway
obstruction in sensitised animals [23,27]. In the current
study, the values of basal airway obstruction index were
similar between control and experimental groups (data
not shown). Saline challenge did not modify the basal
obstruction index in the control group, but ovalbumin
challenge induced a transient increase in the index that
reached statistical significance in comparison with the
control group (P <0.05; # = 18 asthma model, and n =13
control group; Figure 2A).

An important pathophysiological feature of asthma is
the development of airway hyperresponsiveness. In this
study, the basal histamine PD.g, value was similar be-
tween the control and experimental groups (data not
shown). In the control group, the histamine PDyqq value
after saline challenge was similar to the basal PDygy
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value. In the experimental group, the PDyy, value after
ovalbumin challenge was lower than the basal PDyg
value. In the control group, the PDyy, ratio was signifi-
cantly lower than that obtained in the control group (P<
0.05; n=18 asthma model, and n =13 control group;
Figure 2B), implying that all guinea pigs sensitised with
the antigen showed hyperresponsiveness to histamine.

Inflammatory markers in asthma as the Th2 cytokines
IL-4 and IL-5 [33] significantly increases in lung homog-
enates of asthma model guinea pigs in comparison with
controls (P < 0.05; n = 6 each group; Figure 3A). In contrast
IFN-y, a Thl cytokine, has similar levels in both groups
(Figure 3A). In addition, a significantly increment of globet
cells was observed in bronchi epithelium of asthma model
group (P<0.05 n=6 each group; Figure 3B) suggesting
that this model of acute asthma induces structural changes
in airway epithelium.

Caveolin-1 expression in asthma model

In comparison with other cells, smooth muscle expresses
high levels of caveolin-1 in the plasma membrane [34].
In airway smooth muscle, the signalling platform associated
with caveolin- 1 takes important roles in the recruitment of
various signalling proteins involved in contraction. For ex-
ample, caveolin-1 is involved in Ca®" homeostasis via the
presence of voltage gated L-type Ca>' channels, the plasma
membrane Ca” ATPase, calsequestrin and calreticulin in
caveolin-enriched membranes [15]. Other components that
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play a role in airway smooth muscle contraction, such as
M3 muscarinic, bradykinin, H1 histamine, phospholipase
CB1, Gaq and store-operated Ca® entry-regulatory mecha-
nisms, co-localise with caveolin-1 [17,35]. Moreover, TNF-
o, a fundamental cytokine in asthma pathogenesis [36], in-
duces RhoA activation, enhances force responses to
acetylcholine, and increases Ca®* responses to acetyl-
choline, histamine and bradykinin through caveolin-1
upregulation [18,37,38]. Certainly, caveolin-1 is associ-
ated with key molecules that participate in airway
smooth muscle contraction.

In agreement with other studies [4-6], we found that
caveolin-1 is downregulated in the lung homogenates of
experimental animals, as shown in Figure 4A. The level
of caveolin-1 mRNA in the lung homogenate of controls
was significantly higher in comparison to the experimen-
tal group (P<0.01; »=3 in all groups); nevertheless,
flow cytometric studies in isolated myocytes demon-
strated that the number of cells that express caveolin-1
increased significantly in the experimental group com-
pared to controls (P<0.01; n=6 and 7 for control and
asthma model groups, respectively; Figure 4B). Similar
results in the airway smooth muscle bundles of experi-
mental group animals obtained by immunohistochem-
istry analysis have been described previously [8]. In
our study, we observed that functional changes in the
asthma model correlated with the number of smooth
muscle cells that expressed caveolin-1. The PD.g, ratio
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was inversely correlated with airway smooth muscle
caveolin-1 (r=-0.517, P<0.05; n = 13), implying that a
greater number of cells positive for caveolin-1 corre-
sponded to greater antigen-induced airway responsive-
ness. In addition, the Rmax correlated with the number of
cells positive for caveolin-1 (r = 0.691, P < 0.01; n =13), in-
dicating that antigen-induced airway obstruction is dir-
ectly associated with caveolin-1 in airway smooth muscle
cells.

Western blot analysis detected two specific bands for
caveolin-1 at approximately 18 to 20 kDa, and the ex-
pression of both bands increased in the experimental
group (Figure 4C; n =3 all groups). In addition, cavins 1,
2 and 3, a group of proteins that, along with caveolin-1,
regulates caveolae organisation and function [3], were
found in controls but were more highly expressed in the
experimental group (Figure 4C; n =3 in all groups). Pre-
viously, cavins 1, 2 and 3 have been found to increase in
the airway smooth muscle of ovalbumin-sensitised mice
[7]. Although the role of cavins in asthma is unknown,
TNF-a induced the upregulation of cavins in airway

smooth muscle, suggesting that inflammation may regu-
late cavin expression [39].

Immunohistochemical images did not reveal notice-
able changes in caveolin-1 staining between controls and
asthma model groups in airway smooth muscle or par-
enchyma (Figure 5; n=6 all groups); nevertheless a
strong reduction of caveolin-1 expression in vascular
smooth muscle of the experimental group was observed
in comparison with controls (Figure 5). In view that only
pulmonary vascular smooth muscle showed a strong re-
duction in caveolin-1 expression in asthma model, and
the other structures did not exhibit changes, it is pos-
sible that the intense decrease in caveolin-1 mRNA
levels in total lung homogenates (Figure 4A) of the
asthma model was likely produced by the downregulation
of caveolin-1 in this smooth muscle.

Airway and lung vascular smooth muscle structure
Airway remodelling has been proposed as an important
factor associated with caveolin in the development of
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airway hyperresponsiveness. For example, in a previous
study [23] of a model of chronic asthma in guinea pigs
(nine antigen challenges), we found an association
between subepithelial fibrosis and airway hyperre-
sponsiveness. Caveolin-1 contributes to remodelling
by producing suppressive effects in airway smooth
muscle proliferation [9], likely through the inhibition of
constitutive p42/p44 MAPK activity [40] and by inducing
type I collagen in lung tissue [5]. Airway hyperresponsive-
ness is a consequence of airway remodelling induced by
the lack of caveolin-1 in knock-out mice [7,11].

To evaluate airway remodelling in guinea pigs, Masson
trichrome staining was used to distinguish airway and lung
vascular smooth muscle layers based on their strong red
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cytoplasmic staining (Figures 6A and 7A). Automated
morphometric analysis of smooth muscle mass and sube-
pithelial fibrosis of bronchioles and bronchi did not show
significant differences between control and asthma models
(Figure 6B and C; n=6 in control and n=7 in asthma
model groups). In addition, we did not observe an associ-
ation between the degree of hyperresponsiveness and the
level of subepithelial fibrosis (r=0.25; n=13) or airway
smooth muscle mass (r=0.18; m=13). Nevertheless,
widening of the airway adjacent vessels was observed
(P<0.05; m =6 per group; Figure 7A and B). The total
numbers of smooth muscle nuclei in bronchioles in the
experimental and control groups were similar (29 +2.3
and 28 + 2.5 nuclei, respectively; # = 6 per group, data

model
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Figure 8 Immunofluorescence microscopy showed a significant reduced fluorescent staining for caspase 3 in smooth muscle from
blood vessels. | ung tissue sections from guinea pig were incubated with rabbit polyclonal anti-caspase 3 antibody, followed by FITCabeled

~

goat anti-rabbit IgG. Muclel were counterstained with DAP and they are shown in blue. Caspase 3 positive (apoptotic) cells are uniformly distributed in
bronchi either in samples from model asthma or control (upper panels observed by 40x magnification) as well as in blood vessel from contral {medium
panel, 20x magnification). In contrast, a significant decrease of apoptotic cells in blood vessel smoath muscle cells is observed in asthrma

maodel. Representative images of at least two independent experiments, * corresponds to smooth muscle bands in bronchi and lung vessels,
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not illustrated); however, an increase in the number of
total smooth muscle cell nuclei from airway adjacent ves-
sels was observed in experimental guinea pigs compared
with controls (514 10.4 and 12+ 1.2 nuclei, respect-
ively; P<0.01; m=6 per group, data mot shown). In
addition, caspase 3 expression determinate by immuno-
fluorescence in bronchi smooth muscle did not show
noticeable change in asthma model and control groups;
nevertheless, an evident diminution of caspase 3 ex-
pression was observed in lung smooth muscle from
vessels in asthma model group (n = 2; Figure 8). It sug-
gests that apoptosis is inhibited in vascular smooth
muscle in asthma model, a tissue that also shows a dec-
rement of caveolin-1 expression (Figure 5) and an enlarge-
ment of tissue area (Figure 7B). According to the above,
these findings are in agreement with the antiprolifera-
tive and proapoptotic effects induced by caveolin-1 ob-
served in almost cell types [41]. Then, in conclusion
these results suggest that pulmonary vascular smooth
muscle, but not airway smooth muscle, is capable to
show remodelling changes in acute asthma model in
guinea pigs and that caveolin-1 is associated with this
phenomenom.

Arterial pressure in asthma model

A feature of the contractile, but not proliferative, airway
smooth muscle phenotype is the abundance of caveolae,
suggesting that caveolin-1 may have an inhibitory role in
airway smooth muscle proliferation [9]. In contrast, the
intense diminution of caveolin-1 observed in smooth
muscle from airway adjacent vessels in experimental
guinea pigs appears to be related to the increase in pro-
liferation. In this sense, it is known that caveolin-1 has
a fundamental role in regulating the proliferation of
vascular smooth muscle [42]. In mice, the absence of
caveolin-1 has been shown to modify arterial filling and
increase pulmonary vascular resistance [43]. To deter-
minate the putative physiopathological effect of vascu-
lar smooth muscle hyperplasia on our experimental
guinea pigs, systemic and pulmonary arterial pressures
were evaluated. The experimental and control groups
did mot show differences in systemic or pulmonary ar-
terial pressures (n=4 in control, and » =8 in asthma
group; Figure 7C and D). Vascular smooth muscle
hyperplasia is observed in asthma patients [44], but this
hyperplasia is unrelated to pulmonary hypertension be-
cause it includes not only hyperplasia of the smooth
muscle but also enhanced vascular contractility and im-
paired vasodilation [45].

Conclusions

Our results suggest that the development of antigen-
induced airway obstruction and hyperresponsiveness is
associated with caveolin-1 expression in airway smooth
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muscle in a guinea pig model of asthma. It appears that
the model induces the development of two different
phenotypes, one contractile in airway smooth muscle
and the other proliferative in pulmonary vessels, In
addition, although the asthma model induced a strong
caveolin-1 downregulation in vascular smooth muscle ac-
companied by myocyte proliferation, this phenomenon
did not induce pathophysiological consequences such as
changes in arterial pressure.
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ANEXO II: ARTICULO REQUISITO 1I
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ABSTRACT

The exiracellular domains of some membrane proteins can be shed from the cell, A similar phenomenon occurs with B1 integrins (w11
and a2f1) in guinea pig. The putative role of {1 integrin subunit alterations due to shedding in airway smooth muscle (ASM) in an
allergic asthma model was evaluated, Guinea pigs were sensitized and challenged with antigen. Antigenic challenges induced
bronchoobstruction and hyperresponsiveness at the third antigenic challenge. Immunohistochemistry and immunoelectronmicroscopy
studics showed that the cytosolic and extracellular domains of the (31 integrin subunit shared the same distribution in airway structures
in both groups. Various polypeptides with similar molecular weights were detected with both the cytosolic and extracellular g1
integrin subunit antibodics in isolated airway myocytes and the connective tissue that surrounds the ASM bundle. Flow cytometry and
Western blot studics showed that the expression of cytosolic and extracellular B1 integrin subunit domains in ASM was similar
hetween groups, An increment of [TGHE T mENA in ASM was observed in the asthma model group, RACE-PCR of ITGR T in ASM did not
show splicing variants. The expression levels of integrin-linked kinase {ILK) and paxillin diminished in the asthma model, but not talin.
The levels of phospharylation of myosin phosphatase targiet subunit 1 (MYPT1) at The®™ increased in asthma model, Our work suggesis
that B1 integrin is secreted in guinca pig airway wall. This secretion is not altered in asthma moedel; nevertheless, B1 integrin
cytodomain assembly proteins in focal cell adhesions in which ILK and paxillin are involved are altered in asthma model, J. Cell,
Biochem. 9999: 1-12, 2016. ® 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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Asrhma is an heterogeneous and chronic inflammatory  mechanisms, called airway remodeling, arc a consequence of chronic
diseasc that is defined by a history of respiratory symptoms  inflammation and mechanical forees in alrways produced by asthma
and variable expiratory flow limitation [Global Initiative for  exacerbations [Manuyakorn, 2014]. The structural changes observed
Asthma, 2014). Structural changes induced by pathological repair  in remodeled airways include the accumulation and alteration of
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extracellular matrix components, epithelial damage, and goblct ccll,
airway and vascular smooth muscle hyperplasia [Manuyakomn,
2014; Gosens and Grainge, 2015),

Animal models of asthma are helpful in the understanding of the
discase. Previous studies from our laboratory have shown that the
guinca pig allengic asthma model gencrates airway obstruction
and hyperresponsiveness, high ovalbumin-IgE and -IgGl levels,
granulocyte infiltration, increascd lung levels of TNF-a, [1L-4, and
IL-5, remodeling featurcs of asthma such as goblet cell and vasoular
smooth muscle hyperplasia, and accumulation and alteration of
extracellular matrix components [Bazan-Perkins o al, 2009;
Morcno-Alvarez ot al, 2010; Ramos-Ramirez e al, 2013;
Alvarcz-Santos ef al., 201%],

The integring are important cell surface adhesion receptors that
recoggnize extracellular matrix components. They comprise a family
of 24 ebligate dimers consisting of non-covalently linked a and
{3 subunits. Integrins are involved in most cell functions, and signals
induced by integrins are hidirectional across the plasma membrane.
The 1 integrin subunit is particularly important among the cight
{3 subunits duc to its capability to assockate with at least 12 (@l-al 1,
and aV) of the 18 @ Integrin subunits [Davignon et al., 1981; Heino
and Kapyla, 2009; Barczyk e al., 2010, B integrins are widely
expressed in airways, and their expression changes in asthma,
particularly in airway smooth muscle [Teoh et al, 2012]. In this
thssue, 1 integgring are involved in cell differentiation, secretion and
proliferation, and in the development of airway remodeling,
obstruction and hyperresponsiveness [Abraham et al, 2004;
Fernandes of al., 2006; Bazan-Perkins of al, 2009].

In airway smooth muscle fi integrins has imporant roles
connociing membrane focal adhesion with actin filaments in dense
bodics [Gunst and Zhang, 2008]. This focal adhesions requires the
assembly and organization of ondered structures which depend on
the binding to cytoplasmic adapicr proicins fo infegrins cytodo-
mains such as talin, paxillin, and integrin-linked kinasc (ILK) that
directly or indirectly connect to the actin cytoskelcion. A major role
of focal adhesion is to stabilize contraction or tension through the
extraccllular matrix/integrin/focal adhesion proteinsfactin connee-
tions [Wehre-Haller, 2012). In addition, some focal adhesion
proteing, as LK, have additional roles phosphorylate some protcins
associate 1o contraction like myosin phosphatase rarget 1 (MYPT1)
that regulates the myosin phosphatase [Muranyi et al., 2002].

Some studics have sugigesied that integrins can be shed from
the cells. For example, in the mouse heart confinuous exposure to
[-adrenergic stimulation induced 31 integrin cleavage [Menon
el al, 2006). Another study in mice demonsirated that B integrin
fragments increascd the attachment of heart myocytes to extracel-
lular matrix [Goldsmith et al,, 2003]. In mouse embryo limb buds, o1
and ol integrin subunits are expressed in the cartilage matrix
[Shakibaei et al, 199%], In humans, inflammatory cells lost alfj2
integrin when they transmigrated from blood to inflamed tissues in
experimentally induced skin-blister Muid [Fvans e al, 2006].
Remarkably, recombinant soluble integring without cytosolic and
transmembrane domains can assemble to form stable, soluble
heterodimers that preserve the same ligand binding, functionality,
and antigenic activity of the transmembrane integrin [Clark et al,
2000; Fujita et al., 2015]. In other shed receptors such as [L-2f, the

cytoplasmic domain has biological functions [Montes de Oca et al,
2010). In a guinca pig asthma model, a1 1 and a2f31 intcgrins arc
deposited in airway wall collagenous fibers and myocyte interceliu-
lar spaces. The degree of accumulation of these acellular integrins
was associated with inflammation, fibrosis, and airway obstruction
[Bazan-Perkins o al, 2009). Nevertheless, it is unknown whether
these integrins wore shed or seoreted. In the present study, we
cvaluated whether 31 integrins are shed or seoreted in airway
smooth muscle, and cxplore the possible effects of this phenomenon
in assoctated integrin cytosolic tail focal adhesion proteins, as talin,
paxillin, and [LK, in the asthma pathophysiology in guinca pig.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS

Iicalthy male guinca pigs wore originally purchased from Harlan,
Mexico (sirain sdPoc:DH) and reproduced at our institutional
laboratory animal facilities. Animals were bred in a filtered, abr-
conditioned environment at 214+ 1°C, 50-70% humidity, and
12/12-h light/dark cycles and fed with sterilized pellets (2040
Harian Teklad Guinea-Pig Dict, Madison, WI) and water ad lbvitum.
The protocol was revised and approved by the Scientific and
Biocthics Committees of the Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias in Mexico City and in accordance with the Guide for
the Carc and Use of Laboratory Animals of the NIH (Guide for the
Care and Use of Labaratory Animals, 1996),

EXPERIMENTAL DESIGN

The guinca pig asthma model was developed by sensitization o
ovalbumin and cxpostre to the acrosolized antigen forup to 35 days,
with a total of three allergen challengies (Fig. 1). The guinca pig
bronchial obstruction was measured in all challenges. At the third
antigen challenge, the development of antigen-induced airway
responsivencss was cvaluated by performing dose-response curves
to histamine before and after the antigenic challenge. The guinea
pigs were cuthanized 24 h later, and lung and trachea samples were
obtained. The cytosolic and cxtraccllular domain  expression

of the 1 integrin subunit was explored through fiow eytomery,

;% ?E L,

Fig. 1. Experimental design. Guinea pigs were immunized at day 1. Eighl days
Later, this (memunization was reinfurced by aerasaliond antigen (ovalbumin).
From day 15-35, quinea pigs recelved an antigen challenge every 10 days
(three challenges in fotal). At the thind challenge, arway responsivencss wis
evaluated and biological samgles were faken for further snalysis.

. 2 N B - A

Joniesind. O ChuLinak BOCimssTEr

- 89 -



immunohistochcmistry, cloctron microscopy, westorn blot, RT-PCR,
and RACE-PCR. Integrin-linked kinase (ILK), talin, paxillin, and
phosphor-MYPT1 expression were also evaluated. Control animals
received sham manoeuvres with saline solution,

ASTHMA MODEL
Giuinea pigs were sensitized, and challenges were performed
according to previously described methods [Bazan-Perkins et al,
2009; Ramos-Ramirez ct al., 2013]. Antigen sensitization was done
by intraperitoneal (0.5 mg/ml) and subdermal (0.5 mg/ml) injections
with a combination of 60 pg/ml ovalbumin (chicken egg albumin,
grade [I; Sigma Chemical Co., S5t. Louis, MO) combined with
aluminum hydroxide (1 mg/ml; T. Baker, Center Valley, PA)
dispersed in saline solufion (Fig. 1). Anfigen sensitization was
reinforced & days later with acrosols of ovalbumin (3 mg/ml saline)
delivered over Smin. Acrosols were produced by a US-1 Bennett
ncbulizer (flow, 2mlfmin; Multistage liquid impinger, Burkard
Manufacturing Co., Rickmansworth, Hertfordshire, UK) releasing
mixed particles whose size was <4 um [44%), 4-10 pm (38%), and
=10 um (18%). From day 15 onward, guinca pigs were challenged
over | min with ovalbumin acrosol every 10 days (1 mg/ml in the
first challenge and 0.5 mg/ml in the subsequent challenges; Fig, 1),
A whole-body single-chamber  plethysmography for frecly
moving animals was uscd (Buxco Electronies Ine, Troy, NY) to
evaluate pulmonary function in each antigenic challenge and during
histamine dosc curves, The signal was processed from the chamber
with computer-installed software [Buxco Bio System XA v1.1, Troy,
NY) to calculaic soveral respiratory parameters, including the index
of airway obstruction Penh. We obtained this index by the following
equation [Hamclmann ot al., 1997]:

Penh = ((Te ~ Rt)/Ri)(PEP/PIP)

where Te = expiratory time (s), Rt = relaxation time (s), PEP = peak
expiratory pressure (cmil0), and PIP = peak inspiratory pressurc
[emll1,0). The software was adjusted to include only hreaths with a
tidal volume of 1ml or more, with a minimal inspiratory time of
0.1% 8, maximal inspiratory time of 3s, and maximal difference
between inspirntory and expimtory volumes of 10/,

ANTIGEN-INDUCED AIRWAY RESPONSIVENESS

Alrway responsiveness was cvaluated at the third antigenic
challenge by the adminisiration of non-cumulative doses of
acrosolized histamine (0.001-0.32 mg/ml; Sigma) before and after
antigen exposition. Histamine doses were delivered over | min, and
the airway obstructive index over the following 10min was
obtaincd. The histamine dosc intcrval was 10min. The dose-
responsc curve finished when the airway obstructive index reached
three times its bascline level. The second histamine curve was
performed 3 h later.

ISOLATION OF AIRWAY SMOOTH MUSCLE CELLS

Twenty hours after concluding the second histamine curve, animals
were overdosed with an intraperitoneal injection of pentobarhital
sodium (6% mglkg; Phzer, Toluca, Mexico) and the trachea and left
lung were obtained. In some tracheas, airway smooth muascle was
dissceted and incubated for 10min at 37°C in & ml of Hanks® solution

(Gibes, Grand Island, NY) containing 2 mg of cystcine and 0.0% Uj/ml
papain [Sigma Aldrich Corp., 51. Louis, M0O). Then, tissuc was washod
in Leibovitz's solution and placed in physiological saline solution
(PSS, mM): 118 NaCl, 25 NallCO,, 4.6 KCI, 1.2 MgS0,, 1.2 KI,PO,,
and 11 glucose (Sigma Aldrich Corp,, St. Louis, MOJ. Smooth muscle
was cul into strips (0.5 % % mm) weighing 200 mg total and placed in
2.5ml PSS containing collagenase type 1 {1 mg/ml) and dispase 11
(4 mg/ml) for 10min at 37°C (Sigma Aldrich Corp., 5t. Lowis, MO).
Strips were transferred to PSS containing fresh enzymes. The tissue
was dispersed mechanically until solated cells were obscrved.
Leibovitz's solution was added to stop the enzymatic activity.

FLOW CYTOMETRY

To detect B1 infegrin subunit production in isolated airway smooth
muscle cells, immunofluorescence was used following a method
described previously [Lecocur et al, 1998). Isolated myocytes were
incubated with 10 g/ml brefeldin-A (Sigma) for 4h to inhibit new
cytokine release. Afier staining, cells were washed, ficed with 4%
p-formaldchyde for 10 min at 4°C, washed, and permeabilized with
0.1% saponin in PBS with 10% BSA and 1% NaN,. Cells then
underwent gentle shaking in the dark for 1% min at room temperature
and were labelled with surface marker (1l /1 3 10° cells) antibodies
to the B1 integrin extracellular subunit (1:7%, clone P4G11 mouse
monoclonal [gG, raised against calcium -dependent epitopes on the
human B1 integrin subunit; Chemicon Int, Temecula, CA) and
inrracellular subumit (corresponding to the C-terminus of human B1
integrin (a.a. CTTVVNPKYEGK), not reactive with other integrins;
Chemicon Int., Temecula, CA). Then, cells were incubated for 30 min
with the secondary antibodies FITC (BD Biosciences Pharmingen,
San Dicgo, CA) and PE rat (BD Biosciences Pharmingen, Sand Dicgo,
CA). Finally, all cells were analyzed for marker expression on a
FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) using
Cellguest software, and 10,000 events were counted. To analyse the
staining, the blasts were first galed by their physical propertics
[forward and side scatter). Next, a sccond gate was drawn based on
the fluorescenee characteristics of the gated cells, asscssing
fluorcscence intensity by histograms. Intensity of fluorescence
saining, in ewpresoed oo the mean Muorescence intensity. Control
stains were performed using  (uorochrome-conjugated  isotype-
matched antibodies. Background staining was <1% and was
subtracted from experimental values,

IMMUNDHISTOCHEMISTRY

In some guinca pigs, the lefi coudal lung lobe and trachea were
dissected and fixed by manually perfusing 10% ncutral buffored
formaldchyde solution via an intra-arerial route until the lung lobe
was cxsanguinated. Sagittal fragments were embedded in paraffin,
and sections (3 jum) were deparaffimised (55°C, 30 min), rehydrated
through submersion in graded alcohols (xylene, 1:1 xylene-aloohol,
alcohol, and 70% alcobol for 10min cach) and finally rinsed in
distilled water. Antigen reirieval was performed with 10 mM citrate
buffer, pll &, for Smin in a microwave oven, Samples were treated
with hydrogen peroxide [1%) to quench endogenous peroxidase, and
nonspecific sites were later blocked with horse serum (2%). Sections
were incubated ab 4°C overnight with an appropriate dilution of the
same antibody used to recognize the 1 integrin subunit described in
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Flow cytometry section, To detect the specific binding ol these
primary antibodies, the RTU Vectastain Universal Quick Kit
was used (Vector Laboratarics, Inc., Burlingame, CA). Tissues were
incubated sequentially with blocking serum, a pan-specific second-
ary antibody, and a streptavidin/peroxidase complex. Finally,
J-amino-9-cthyl-carbazole [BioGenex, Premont, CA) or diamino-
benzidine (Vector Laboratorics Ine., Burlingame, CA) was used as the
chromogen. Sections were counterstained with Mayers hacmatox-
ylin (Sigma Aldrich Corp,, St. Louis, MO). Slides were rinsed twice
with 0, 1% phosphate-huffered saline and Tween 20 during the whole
process. As a control Tor the non-speeific binding of the secondary
antibody, sections from the same lung were processed without the
primary antibody. No positive staining was observed in non-specific
binding controls. Rabbit g6 (Southem Biotech, Birmingham, AL)
and mouse [gG, (Clone DDY, Chemicon Int, Temecula, CA) Isotype
controls were negative.

ELECTRON MICROSCOPFY

We performed immunoclectronmicroscopy to determine the f1
integrin subcellular localization in the trachea and lung. Briefly, five
animals were killed at the last ovalbumin challenge and their lungs
were perfused with 4% (viv) paraformaldehyde dissolved in 0.2 M
Strensen buffer for 4h at 4°C. Then, small tissue fragments were
dehydrated in graded ethyl alcohols and embedded in LR-White
hydrosoluble resin (London Resin Co., Hampshire, UK]. Sections
(1 pm) were taken from five different tissue blocks per animal,
stained with toluidine blue and checked for adventita layers using
conventional light microscopy. Sclected tissue blocks were trimmed
to reduce the sclected area from which 70-90 nm thin sections were
abtained and then placed on nickel grids, incubated overnight at 4°C
with the same specific antibodies to the cytosolic and extracellular
domains of 1 integrin as described in Flow eylometry section, and
diluted 1:5 in PBS. After extensive washing with PBS, the grids
were incubated for 1h at room temperature with their respective
secondary antibodics conjugated to 5 and 10nm gold particles
(Sigma Aldrich Corp., 5t. Louis, MO) diluted 1:20 in PRS. The grids
were contrasied with uranium salts (Electron Microscopy Scicnees,
Fort Washington, PA) and examined with an M-10 Zeiss electron
microscope (Karl Zeiss, Jena, Germany). As a negative control,
normal rabhit serum was substitated for primary antibody,

WESTERN BLOT ASSAY

Tracheal smooth muscle strips without epithelium and connective
from control and sensitized guinea pigs were collected  and
immediately frozen in Hguid nitrogen. To  determine integrin
B intracellular domain, integrin B extracellular domain, phos-
pho-MYPT1 The*™ and LK, cach tissue was homogenized (Omni
TH, Omni-International, Kennesaw, GA), in 250p] of lysis
solution containing: S0mM Tris-HCL (pHl 7.4), D4 mM EDTA,
150 mM NaCl, 1% [gepal, 0.4 mM Na VO, 1 mM phenylmethylsul-
fonyl Muoride (PMSF), aprotinin 10 ugdfml, pepstatin 10 pg/ml, and
a protease inhibitor cocktail (Set [, cat, 539134; Calbiochem, La
Jolla, CA, 1:250w/v). In the case of talin and paxillin samples, we
used another lysis solution containing: 50mM Tris-HC1 (pll 7.4),
ImM EDTA, 150mM NaCl, | % Igepal, | mM Na,V0,, 0.25 %
sodium deoxycholate, 1 mM phenylmethylsulfony] fluoride (PMSF),

aprotinin 10 pgfml, pepstatin 10 pgfml, and a protease inhibitor
cocktail (Set 11, cat, 539134 ; Calbiochem, La Jolla, CA, 1:250v]v).
Samples were centrifuged at 4°C and 3,000 mpm - during 5 min,
Total protein conten! was determined in the supermatant using a
commercial kit (Picree BCA Protein Assay, cat. 2322%; Thermao-
seientilic, Rockford, 1L). Bighty micrograms of cach sample were
loaded into different lanes of 8% and 6% SDS-polyacrylamide
gels and subjected to electrophoresis under reducing conditions,
Afterwards, proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
and hlocked with %% non-fat dry milk in TBS-Tween (Tween 20,
0.1%) during 1h at room temperature, Membranes were incubated
overnight at 4°C with rabbir polyclonal antibody mised against
integrin P1 extracellular domain (M-106, cat. sc-B978, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX) 1:1000v/v, anti-human integrin
p1 cytosolic domain (cat. AB19%2P, Millipore, Temecula, CA)
1:1000 vjv and monoclonal antibody raised against anti-Talin and
anti-Paxillin (cat. 0%-1 144 and cat, 05-417, Millipore, Temecula, CA,
respectively) 1:500vfv, anti-ILK (cat, WHOO03611M1, Sigma-
Aldrich, 5t Louis, M) 1:5%00vfv, and anti-phospho-MYPTI
Thi™™ (cat. 5163P, MYPT1 antibody sampler kit, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA). Finally, membranes were incubated with
a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 1gG (eat. 12
348; Millipore, CA) 1:5000 vfv or goat anti-mouse [gG (cat. 626520,
Invitrogen, Frederick, MD) 1:2000 v/v secondary antibodies during
1 b, at 37°C. Immunoblots were developed employing an enhanced
chemiluminescent reactant (Super Signal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate, cat. 34096; Thermo Scientific, Rockford, IL).
GAPDIT was blotted as a control for protein load by using a mouse
monoclonal antibody (eat. 39-8600, Invitrogen, Frederick, MD)
11000y, These membrancs were incubated with a horseradish
peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse [gG secondary antibody
(cat. ah97046, Abcam, Cambridge, MA) 1:10 000 v/v. To determine
immunolabeling specihicity For integrin B1 we used recombinant
human integrin a2 1 (cat. 5698-A2, R&D systems, Minncapolis,
MN) 3 g, In the case of LK, paxillin, and talin we used guinea pig
tracheal cpithelium as positive control. Integrins 1, paxillin, talin,
phospho-MYPTL The*™, and ILK immunoblots were analyzed by
densitometry using a Imagel, 1.5, National Institutes of Health,
Bethesa, MD, http:/fimagej.nih.gov/fiif, 1997-2015.

REAL-TIME QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTION

In some guinea pigs, total RNA was extracted from tracheal smooth
musele strips using TREzol reagent (Life Technologics, Grand [sland,
NY). KNA quality was assessed by resolution on denatured 1%
agarose gels and measurement of absorbance ratios at 260/ 280 nm.
One milligram of total RNA was reverse transcribed using 2 pg of
random primers and Moloney murine leukacmia virus reverse
transcriptase according to the manufacturer's protocol (Advantage
RT-for-PCR Kit; Clontech, Pale Alto, CA). Quantitative real-time PCR
amplification was performed asing the iCyeler i Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA). PCR was performed with the cDNA working
mixture in a 20 ml reaction volume containing 2 gl of cDNA, 20 mM
Tras-HCL, pll 8.3, 50mM KCl, 2mM MgCly, 200 uM dNTP, 1 uM
specific 5 and 3 primers, 1.25U of Tag DNA polymerase (Roche,
Branchburg, NJ), 10nM fluorescein and  1:50,000 SYBER green
(Roche, Indianapolis, IN). Primer pairs for ITGBI and LK mRNA
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were  designed im0 Primer BLAST. The  sequences were %'

GTGTCTGAAAGCCAATGOCA-T and S-ACCAGTTAACCCTCAG-
CACA-F Tor ITGHI and S-TGTCACTTGCCACAAGGTGT-3" and
S-AGCCGCACTATTICACCTGAT-3' for JLK (Invitrogen a part of i fe
Tech Corp, Carlshad, CA). PCR cycling conditions were 95°C for
10 min followed by 40 cycles of 95°C for 155 and 60°C for | min. The
185 gene was used as an endogenous gene o normalize the
cxpression (Applicd F!ims:,l'*ih'nl.*..‘Im FEukaryatic 185 rRNA Endogenous
Control (FAM™ MGE Probe, Non-Primer Limited), Thermofisher
Scientific, Waltham, MA). After 40 cycles, the delta-Ct method was
performed 1o compare the levels of transeripts, The resulis were
expressed as two elevated to the negative power of the difference
between each gene's CT minus the CT from 185 (2-Det).

RACE-PCR

Bricfly, 10 g of total RNA was incubated Tor 1 h at 37°C with call’

intestinal phosphatase (CIP) and 10X CIP buffer to remove the &
phosphate. Then, the BNA was incubated with a phenol:chloroform
mixture and ammonium acctate solution and was centrifuged for
Smin al room temperature at fop specd. The agueous phase was
transferred to a mew tube and add chloroform. This tube was
centrifuged for % min at room temperature at top speed. The aqueous
phase was transferred fo o new tube and add isopropanol to allow 1o
cool on ice for 10min. Then, this tube was centrifuged at maximum
speed for 20min. The peller was rinsed with 0.5 ml of cold 70%
ethanol and was centrifuged for S min at maximum speed. Finally,
ethanol was removed carcfully and allow pellet to air dry. The RNA
was resuspended in RNAse free water and treated with TAP a1 37°C
for 1 h. Then, was added T4 RNA ligase and 5' RACE adapter at 37°
C for 1h, The RNA was resuspended in RNAse free water and
was added dNTP Mix, Random decamers, 10X RT buffer, RNAsc
inhibitor and M-MLV Reverse Transcriptase and was incubated
for 1h to 42°C, This reaction was added % RACE ITGRI specific
outer primer (10 uM), 5 -GAGAGTGTATCCAAGCGGGG-3' &' RACE

outer primer (Invitrogen a part of life Tech Corp) and 1.25U of

Thermostable DNA polymerase and PCR cycling conditions were 94°
C for 3min followed by 40 cycles of 94°C for 305 and 60°C for 30
and 72°C for 7 min. Finally, to this reaction was added 5" RACE
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Conbrol Asthma model

ITGH1 specilic inner primer (10 pM) S -ACCCTCAGCACATCCTT-
CAG-3', 5 RACE inner primer (Invitrogen a part of life Tech Corp,
Carlsbad, CA) and 1,250 of Thermostable DNA polymerase and
PCR cycling conditions were the same PCR cycling profile outer &'
RLM-RACE PCR (FirtsChoice™RLM-RACE kit, Waltham, MA), The
products obtained were analyzed with an agarose gel with | pgfml
cthidium bromide and visualized in an UV transilluminator

STATISTICAL ANALYSIS

Adrway responsivencss to histamine was cvaluated by means of
the provocative dose 200% (PDuga), that is, the interpolated
histamine dose that caused a threefold increase of the basal
hronchoobstructive index. Changes in histamine responsivencss
induced by antigen challenge were evaluated by the PD gy ratio, that
is; the PDygq value abserved after the ovalbumin challenge divided
by the PDyge value before the challenge. Assoclations between [LK
amid B1 integrin domains with antigen-induced airway obstruction
and responsiveness were assessed through Spearman'’s comelation
coellicient. Comparison between the different molecular weights of
1 integrin domains in smooth muscle and connective fissue were
eviluated by means one way ANOVA with Bonferroni multiple
comparisons test. Comparisons between control and asthma model
groups were evaluated by means of unpaired Student’s f-resis,
Statistical significance was set at two-tailed P < 0.05. Data in figures
are expressed as the mean b standarnd error mean [SEM).

AIRWAY OBSTRUCTION AND RESPONSIVENESS INDUCED BY
ALLERGEN
In all antigenic challenges, ovalbumin induced a transicnt airway
obstruction in the asthma model group, and the average of maximal
responses (Rmax) was significantly higher in the asthma model
group than the control group (P < 0.01; n =6 and 9 for control and
asthma model groups, respectively; Fig. 2A).

Adrway responsivencss was evaluated by comparing histamine
responses before and after antigenic challenges. The PD,g, value
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{bcssmnaubssnnsanssncnmssmnamans
i X:]
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02

0

Contral Asthma madel

Fig- 2. Amtigen=induced airway obsiruction and responsiveness in avalbsumin sensitized guinea plgs. (A) Rmax corresponeds to the maximal respanse to antigen (asthma model]
or saline [cantrol} challenges. Data are the average of the three antigen challenges. (B) PO o ratio cormesponds to PDygy value alseneed after antigen challenge divided by PO,
value befare challenge. Bars represent mean | SEM (conirol n — &, black ars; asthma model n — 1), white bars), ** P < (U071, * P< 0U05 compared with control {unpaired Student's

i=test). Destbed lne in B shows the border b

hypo- and hyperrespons
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after saline challenge was similar to the pre-challenge Plogg in
the control group, while the asthma model PDyy, after the thind
ovalbumin challenge was lower than the PD oo value obtained before
the challenge. The PD g ratio was close to one in the control group,
which was significantly higher than that obtained in the asthma
mode group (P<0.05; n=6 and 9 for control and asthma modcl
groups, respectively; Fig. 2B).

1 INTEGRIN CYTOSOLIC AND EXTRACELLULAR DOMAIN
IMMUNOLOCALIZATION

In a previous study, we observed that the B1 integrin extracellular
domain was located not only in cells but also in connective tissue
in guinca pigs [Bazan-Perkins cf al., 2006]. Here, we evaluated the
immunolocalization of the B1 integrin cytosolic domain in
the airway wall. The distribution of both B1 integrin domains in
the airway smooth muscle and epitheliom was similar in the asthma
model and the controls. Unexpectedly, the cytosolic domain shared
the same localization as the extracellular domain in the acellular
arcas of the adventitia layer and the lamina propria (black arrow,
Fig. 3A). Using immunoclectronmicroscopy, we confirmed that the
B integrin cytosalic and extracellular domain immunolabelling was
associated with the collagen fibers that sumound the smooth muscle
(Fig. 3B) and the adventitia layer (Fig. 3C).

Cantral

— ke

Fig. 3. Determis

af the [11 integrin suhunit oy

i in the aineay wall. (A) Rep of b

PB1 INTEGRIN EXPRESSION IN ISOLATED TRACHEAL MYOCYTES AND
CONNECTIVE TISSUE

In control and asthma model groups the number of airway smoath
muscle cells that express the cytosolic §1 integrin subunit domain
was similar to the number of cells expressing the extracellular
domain (Fig. 4A). No correlation was observed between these
pathofunctional variables and the extracellular or cytosolic Bi1
integrin subunit (Cytosolic domain vs. Rmax and PDage matio:
r=0.31, P=0.13, and r= —0.30, P=0.14, respectively; extracellu-
lar domain vs. Emax and PDuy, ratio: r—0.41, P=0.07, and
r=—0.34, P=0.11, respectively, n= 15).

In isolated smooth muscle cells and connective tissue that
surrounds frachea smooth muscle in control and asthma model
guinea pigs, antibodies directed against the B1 integrin cytosolic and
exiracellular domains detected bands corresponding to 130 and
100kDa polypeptides (Fig. 4B). The relative intensity of cytosolic
and extracellular domain bands was similar in cells and connective
tissue in all groups. In connective tissue, significantly increased
extracellular domain polypeptides fragments with molecular
weights corresponding to 50, 55, and 60kDa in comparison with
the similar molecular weights fragments detected with the
cytoplasmic domain antibody in the conirol groups (P<0.05;
n — 4 cach group; Table I). In addition, the expression of B1 integrin

Ficle wall ing 31 integrin

cytosalic and extracellular domain immunostaining in asthesa model and control geinea pigs. The distribution of the staining was Smilar betweoen the grosps [black arrows), Bar

cormesponds 1o 10 pm. SM: smooth muscle snd E: epithelium. Representative

qraphs (B-C) af [51 integrin extr
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grin d by antibodies iabelled with colisidal gold (black dots) directed to the

extracellular domain [big dots, white arrows) and to the cytosalic domain (=mall dots, red arrows) s=on in collagen fbers from the extracefislar space (ES) and the optoplasm (Cy)
of a smooth muscle cell (B) and fibrous tissee from sdventitia (L. Blue arrows show the plasma membrane of the smooth muscle. Immasnocl ectronmicrascopy magnification
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Fig. 4. P17 integrin expression im sirway myocytes and connective tissue, (A) Cytosolic and extracellular (11 integrin expression in isolated airway myacytes measured by flow
cytomeiry in asthma model guines pigs (n— !--iﬁ,lsltlr-mndd[hh:khlsl and controd (white bars), respectively). Bars represent mean -+ SEM. [B) Representative Western

blods of the jB1 integrin oytosolic and

extracellalar domain polypeptide with molecnlar weight of 100 kDa
wis higher in smooth moscle than in comnective tissue (P G0,
n = 4 cach group; Table 1),

To determinate if the different bands found in the clectrophoresis
were produced by aliernative splicing of the B1 integrin subunit in
airway smooth muscle cells, we studied the protein at the gene level.
(uantitative RT-PCR showed increased [TGHI geme expression in
the asthma model compared with controls (P< 0.001; n—=6 cach
group; Fig. 5A). To determinate the putative transcriptional variants
of [TGA 1, smooth muscle mRNA was analyzed by RACE-PCR. In this
study, only one band with a molecular weight of approximatcly
2,000 Basc pairs was obtained in both control and asthma model
guinea pigs (n =5, cach group; Fig. 5B). This band could represent
the whole length of the ITGEIT gene.

ILK, PAXILLIN, TALIN, AND PHOSPHO-MYPT1 EXPRESSION IN
SMOOTH MUSCLE

Electrophoresis with an antibody against ILK shows a band at 50kDa
[insert, Fig, 6A). The relative intensity of this band was significantly
higher in the control group than in the asthma model animals

d smooth musche eells and connective tisse of the adventitia of the guinea pig asthma model.

[P 0.001; n=6; Fig. 6A). This decreased [LK expression was also
afiserved at thic gene fevel (P< .05 n=45; Fig. 68]. As seen it
Figures 6C and D, ILK protein levels had an inverse relation with
bronchoobstruction and  airway hyperresponsiveness  degree
[P= 001, n=10).

Paxillin showed two bands with molecular weights at 68 and
S0kDa (inset in Fig. 7A). The relative intensity of the both
polypeptides significantly diminished in asthma model group
[P= 0.0%; n—=4; Fig. 7A). Talin also showed two bands (270 and
250kDa) and the relative intensity was similar between groups
[m = 4; Fig. 7B).

Phospho-MYFT1 Thr™® polypeptide had molecular weight of
130kDa that increase its expression in asthma model group in
comparison with controls (P < 0.05; n=6; Fig. 7C).

Among cell adhesins, integring are key ool sensors of extracellular
matrx components [Hynes, 2002]. Although it is recognized that the
extracellular matrix components are modificd in asthma, linle is
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TABLE L Relative Intensity of (B Integrin Cytosolic and Extracellular Domain Bands in Smooth Muscle and Connective Tissue in Asthma Model

Guinca Pigs
31 integrin cylosolic domain B1 integrin extracellular domain
Smooth muscle Connective lissue Smooth muscle Connective lissue

kDa Control Asthma model Control Asthma model Control Asthma model Control Asthma model
130 — - F RSNy AAL0E PRSI FEES LY IBL08 (IEER K

100 = = 17406 154 04 [TERR 8.9 b 08 23 407" 1.5 0.0
100- 130 1811 b6 161 56 18408 1412 95430 13k12 TA11T 1L Ok

&0 12104 12103 20 106 LS4 (L6 1440010 43403 4.5 1087, EHUES

5 LG 0 21411 184 1.3 17415 7.8 4 2.0 1054 L8 14.0 £ 2.7 6L 1.6

) 1L6loz 1.6k 04 164 03 154 06 L6 G 17 0T aaioy E i LY

Relative infensity of (1 integrin subunit hands.
‘P o,

“P<0.01 compared with B 1 integrin cytosolic domain expression in connective tissue of control group.
AP 0,00 eompared with B1 integrin extracellular domain expresion in smooth muscle of contml group (one way ANOVA with Bonferroni’s selected comparisons tes).

=4 each group. Values cormespands to mean - SEM.

known about the role of integring in asthma. Recently, using the
same asthma model as this study we observed that the accumulation
of B1 integrin in collagen fibers and airway smooth muscle bundles
was associated with the degree of airway Nibrosis, inflammation, and
hyperresponsiveness [Bazan-Perkins et al., 2009]. In this scenario,
integrin overproduction and shedding in smooth muscle is a putative
mechanism that could contribute to this accumulation. However, in
our current study we found that the @1 integrin extracellular and
cytosolic domain levels in airway smooth muscle cells were alike in
control and asthma modcl guinea pigs, suggesting that B 1 integrinis
neither overproduced at the protein level nor shed from the smooth
muscle.

Smooth muscle is the main airway tone controller as well as the
principal actor in comtraction. In general terms, contraction is
the result of integrin associated cytoskelcton rearrangements in the
smooth muscle. Because the Bl integrin cytoplasmic tail lacks
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cnzymatic activity, during contraction the cytoskeleton rearrange-
menis or cell signaling depend on the recruitment of effector and
adaptor proteins to the integrin tail. An important integrin
cytoplasmic effector molecule is ILK, a pseudokinase involved in
actin filament rearrangement, focal adhesion assembly, and the
conduction of forces to the extracellular matrix [Qian et al., 2005;
Eckes et al., 2014]. Some authors have suggested the impontance of
ILK expression in smooth muscle. For example, itis known that ILK is
capable to phosphorylate directly by MYFPT1 at Thr™™, MYPT1 is the
regulatory subunit myosin light chain phosphatase (MLCF), a pivotal
protein involved in smooth muscle relaxation. Phosphorylation of
specific sites in MYPT1 can induced inhibition or stimulation
of MYFT1 activity. In particular, the phosphorylation of Thi™® of
MYPT1 inhibits the activity of MLCP and promotes the contraction
[Feng et al., 1999; Vielasco et al., 2002]. We expected that decrement
of expression of ILK induced a decrement in phospho-MYFPT1 at
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Fig.5. ITGB1 expression in tracheal myocytes of asthma madel guinea pigs. (A) RT-PCR bars nepresent mean ¢ SEM in asthma model (black bars) and contral (white bars) (n— 6,
respectively) * P < 0.001 compared with control {unpaired Student’s t-test). B) RACE-PCR of ITGB 1 gene in airway smooth muscle of the trachea. Figure is representative of five

animals per group.
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Thr™", but was the opposite. Then ILK is not a main kinase in the
phosphorylation of this protein, and it is known that other kinascs as
ROK phosphorylates this site.

Other studies suggest that ILK has other roles. Wu and co-workers
demonstrated that ILK depletion in the tracheal smooth muscle cells
of mongrel dogs increased the expression of differentiation
genes [Wu et al, 2008]. Interestingly, Montancz and co-workers
demonstrated  that ILK depletion  displays a  hypercontractile
phenotype in vascular smooth muscle cells [Montanez ot al,
2009]. Our current data agree with this last finding, in that airway
hyperresponsivencss and bronchoobstruction degree are inverscly
related o the ILE level in airway smooth muscle. In addition, the
appropriate asscmbly of integrin B 1 signaling complex organisation
in vivo is associated with ILK cxpression [Zong et al, 2009)
Therefore, our findings suggest that the decrcased 1LK could reflect
altered B integrin asscmbly in airway smooth muscle of asthma
model guinca pigs.

Other proteins involved in focal adhesion assembly are paxillin
and talin. It scems that both proteins arc involved in different roles in
focal adhesions. For cxample, it is known that paxillin is
fundamental for the initiatton of actin polymerization during the
contractile activation of smooth muscle, and is associated to ILK
complex ([ILK/PINCH/a-parvin) [Zhang ct al, 2007; Gunst and

Zhang, 2008]. Talin is needed for the maintenance of the B1 integrin
expression, but not its activation, and also talin binding to the
integrin B1 prevents its degradation [Liu et al., 2011]. In our study,
we observed a decrement in paxillin expression was similar to the
decrement of ILK, suggesting that both might be associated in guinca
pig smooth muscle; nevertheless, talin cxpression levels was not
modificd in asthma model. It has boen suggested that there are
differemt types of focal adhesions defined by their subcellular
lncation, size, and composition [Wozniak ct al., 2004). Then, it scems
that the focal adhesions associated with talin were not altered in
asthma model, but the oncs in which ILK and paxillin are involved
diminished or are disasscmbled.,

The B1 intcgrin subunit in human and guinca pig is an 88 kDa
polypeptide with approximately 92.6% degree of homology at the
amino acid level [BLAST network service at Swiss [nstitute of
Bioinformatics), suggesting a closc immunochemical similarity
between the specics. Posi-transcriptional modifications such as
glycosylation and phosphorylation could induce polypeptide
molccular weight modifications. The Bl intcgrin subumit has 12
and 5 putative ghycosylation and phosphorylation sites, respectively,
[Zheng ot al, 1994; Mulmooncy ot al, 2001] In human, partial
glycosylation in the cndoplasmic reticulum and Golgi apparatus
grnerates an immatune prevalent polypeptide of 105-110kDa that is
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represertative of Western blot fram six control and asthena model guines plgs, respeetively. Bars represent mean | SEM in ssthma model (black baes) and controls (white bars).
P 0001 and * P 0,06 compared with its respective contral group (snpaired Student’s i-test].

not found in the plasma membrane, The functional mature form of
B1 integrin at the cell surface is approximately 125-130kDa
[Argraves of al., 1987; She et al,, 2010]. In our study, we found that
both antibodics recognized the 100 and 130kDa polypeptides in
smooth muscle, suggesting that some of these polypeptides
correspond to the immature and the mature integrin, Surprisingly,
the two polypeptides (100 and 130kDa) were also detected in
connective tissue, where the most abundant component is collagen
[Gelse et al,, 2003, Using clectronimmunomicroscopy we confirmed
that both the extracellular and the cytosolic domains of 1 integrin
are located over collagen fibers, and no cell membranes debris was
found in this location,

The 1 integrin subumit is unable to interact with extracellular
matrix components, and the binding of B 1 integrin to collagen must
oceur through the l-domain found in the o integrin subunits
[Fopova et al, 2007]. Some {1 integring, such as alfil, a?2f1,
alOpt, and ol 1f1, are collagen receptors. Accordingly, the fi1
integrin subunit near collagen was likely associated with an
integrin subunit. The presence of al and o integrin subunits in
these same arcas was previously described [Bazan-Perkins et al,

2009). The integrins found in these acellular arcas are likely al f1
and a2p 1, without discarding other integrins.

Until now, we have ignored whether the cytosolic domains of
integrins have heen found extracellulardy, However, evidence
regarding shed and soluble integring has been documented using
integrin extraccllular domain antibodics. In inflammatory sites,
macrophage cfflux in mice is promoted by B2 integrin shedding
by melalloproteinases, a process that limits local inflammation
[Gomez et al., 2002], In addition, the soluble o1 integrin subunit has
been found in human plasma [Bank cf al., 1999]. In contrast, the
seeretion of receptors is an extremely uncommon phenomenon,
Secreted insulin receptor was found in plasma as a soluble functional
protein [Papa et al, 1993). Therefore, it is probable that integrins
could also be produced as sccreted proteins, at least in guinea
Pig.

A main recognized role of membrane receptor ectodomain
fragmentation in stimulated and non-stimulated cells s the
modulation of receptor function and protein turnover |Arribas
and Rorroto, 2002]. In addition, incolon cancer shedded B1 integrins
induce other cffects as the decrement of cell adhesion and the
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enhanced of cell motility [Kryceka et al, 2002). In Fact 1 integrin
shed Fragments may alter cellular interaction with extracellular
matix components, then (hese fragments in myocytes induced the
attachment to collagen but not to other ligands as ibronectin or
laminin [Goldsmith et al,, 2003]. 1t is possible that the soluble 31
integrin fragments has similar roles that the deseribed with the
shedded integring fragments acting as soluble ligands in airways.

Western blotting detected an increase in the extracellular domain
of B1 integrin enly in cornective tissue in the control group. Two
mechanisms that could induce this inerease are protein shedding or
mRNA alternative splicing. To evaluate the second possibility,
ITGHR! mRNA was measured in myocytes, and increased gene
expression was detected in the asthma model group. [TGB 1 mRNA
wis highly produced in the asthma model, but the RACE-PCR only
shows a 2,000 base pair band, indicating that the [TGET mENA did
not have splicing variants, The protein may be post-translationally
modified.

In conclusion, our datz suggest that {1 integrin is secreted in
Buinca pig airway wall, and these proteins are capable of attaching to
collagen. f#1 integrin was likely not properly assembled in the focal
adhesions that containg ILK and paxillin in the airway smooth
muscle in the asthma model. In addition, ILK is not involved in the
development of airway hyperresponsivencss, It is possible that p1
integrin subunit polypeptides are shed by cells other than smooth
muscle in the guinea pig airways, An important mechanism that
could contribute to airway hyperresponsiveness in asthma model is
the up regulation of phospho-MYPTT The™",
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