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RESUMEN

La laminina es una glicoproteina heterotrimérica, abundante en membrana basal (MB),
compuesta por una cadena a, de la cual hay 5 isoformas: LNa1, LNa2, LNa3, LNa4 y
LNa5, una cadena 3 y una cadenay, con tres isoformas cada una: LNB1, LNB2 y LNB3,
y LNy1, LNy2 y LNy3 respectivamente. En el pulmén la laminina se encuentra,
principalmente en la MB subepitelial y en el intersticio que rodea al musculo liso de la
via aérea (MLVA) y al masculo liso vascular intrapulmonar (MLVI), donde interactia con
receptores celulares regulando diversas funciones, como la supervivencia y la
contraccion. Los pacientes y animales modelos de asma, se caracterizan por presentar
modificaciones de elementos de la MB y cambios fisiologicos en el MLVA y en el MLVI.
AUn es poco conocido como los elementos de la MB modifican el comportamiento del
musculo liso, los cambios en alguna isoforma de laminina podrian estar asociada con
cambios fisioldgicos del musculo.

Para evaluar la expresion de laminina y los cambios en el musculo liso, se usaron
cobayos, los cuales fueron sensibilizados con ovoalbumina (OVA) y expuestos a doce
retos antigénicos con OVA nebulizada. Los animales fueron separados en dos grupos
(n=6, por grupo, incluyendo el grupo control) de acuerdo con la respuesta obstructiva
desarrollada después del reto antigénico: los cobayos respondedores (R, modelo de
asma) que se caracterizan por presentar bronco-obstruccion después del reto
antigénico, hiperreactividad del musculo liso a la histamina, remodelacién del MLVI y
respuestas de linfocitos Th2 y eosindfilos, y los cobayos no respondedores (NR), que
no presentan respuestas bronco-obstructivas ante el reto antigénico, hiperreactividad,
ni inflamacion Th2, pero si remodelacion del MLVI y presencia de neutréfilos. De estos
grupos se obtuvo tejido pulmonar, donde se analizé la presencia de las distintas
isoformas de laminina en el MLVA y MLVI mediante inmunohistoquimicas (IHC). La
intensidad de tincion generada por la IHC fue analizada de manera semicuantitativa con
el programa ImageJ. Los cobayos del grupo R, principalmente presentaron incremento
en la intensidad de tincion de isoformas LNal (p<0.01), LN a2 (p<0.05) en ambos
musculos lisos, y LN yl1 (p<0.05) en MLVI. Por otro lado, en los cobayos NR,
principalmente se observd un incremento en la intensidad de tincion de LN B2y LN B3

(p<0.01) en MLVA y MLVI. EIl incremento en la intensidad de tincion de distintas



isoformas de laminina en MLVA y MLVI en los grupos R y NR, sugiere que puede haber
un incremento en la expresion (cuantificable) de la cantidad de laminina en los musculos
lisos, aunque es necesario realizar otros estudios para asegurarlo. Por otra parte, el
MLVA y MLVI de cobayos R y NR, que presentan diferencias fisiologicas, tiene
incrementos en la tincién para distintas isoformas de laminina; esto sugiere que las
isoformas de laminina pueden estar relacionada con las distintas respuestas fisiolégicas
de contraccion que se observan en estos grupos. LNal y LN a2 han sido relacionadas
con la supervivencia y contraccién, por lo que la sobre expresion observada en los
grupos R podria facilitar la contraccion el MLVA. Por otro lado, la acumulacion de LN
B2y LN B3 parece estar mas relacionada con el aumento de la distensibilidad del MLVA,
por lo que su acumulacién en MLVA puede evitar su contraccion y por tanto evitar la
hiperreactividad en el modelo NR.



ABSTRACT

Laminin is a heterotrimeric glycoprotein, abundant in the basement membrane (BM),
composed of an a chain, of which there are 5 isoforms: LNa1, LNa2, LNa3, LNa4 and
LNa5, a B chain and a y chain, with three isoforms each. one: LNB1, LNB2 and LN(3,
and LNy1, LNy2 and LNy3 respectively. In the lung, laminin is found mainly in the
subepithelial BM and in the interstitium that surrounds the airway smooth muscle (ASM)
and the intrapulmonary vascular smooth muscle (IVSM), where it interacts with cell
receptors regulating various functions, such as survival and contraction. The patients
and animal models of asthma are characterized by presenting modifications of elements
of the BM and physiological changes in the ASM and in the IVSM. It is still little known
how BM elements modify the behavior of smooth muscle, changes in some isoform of

laminin could be associated with physiological changes in muscle.

To evaluate laminin expression and changes in smooth muscle, guinea pigs were used,
which were sensitized with ovalbumin and exposed to twelve antigenic challenges with
nebulized ovalbumin. The animals were separated into two groups (n=6, per group,
including the control group) according to the obstructive response developed after the
antigenic challenge: the responder guinea pigs (R, asthma model) that are characterized
by presenting broncho-obstruction after antigen challenge, smooth muscle
hyperreactivity to histamine, IVSM remodeling, and Th2 and eosinophil responses, and
non-responder (NR) guinea pigs, which do not have broncho-obstructive responses to
antigen challenge, hyperreactivity, or Th2 inflammation , but IVSM remodeling and
presence of neutrophils. Lung tissue was obtained from these groups, where the
presence of the different laminin isoforms in ASM and IVSM was analyzed by
immunohistochemistry (IHC). The intensity of staining generated by IHC was analyzed
semiquantitatively with the ImageJ program. The guinea pigs of the R group mainly
presented an increase in the intensity of staining of isoforms LNa1 (p<0.01), LN a2
(p<0.05) in both smooth muscles, and LN y1 (p<0.05) in IVSM. On the other hand, in
NR guinea pigs, mainly an increase in the staining intensity of LN 32 and LN 33 (p<0.01)
was observed in ASM and IVSM. The increase in the intensity of staining of different
isoforms of laminin in ASM and IVSM in the R and NR groups, suggests that there may
be an increase in the expression (measurable) of the amount of laminin in smooth

muscles, although it is necessary to perform other tests to ensure. On the other hand,
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NR guinea pigs, an increase in the intensity of staining of LN 32 and LN 33 was observed
(p <0.01) in ASM and IVSM. The increase in the intensity of staining of different isoforms
of laminin in ASM and IVSM in the R and NR groups, suggests that there may be an
increase in the expression (quantitative) of the amount of laminin in smooth muscles,
although it is necessary to perform other studies to ensure it. Also, the ASM and IVSM
of R and NR guinea pigs, which show physiological differences, have increases in
staining for different laminin isoforms; this suggests that laminin isoforms may be related
to the different physiological contraction responses observed in these groups. LNa1 and
LN a2 have been related to survival and contraction, so the overexpression observed in
the R groups could facilitate contraction in ASM. On the other hand, the accumulation
of LN B2 and LN B3 seems to be more related to the increase in ASM distensibility, so
their accumulation in ASM can prevent its contraction and therefore avoid hyperreactivity
in the NR model.



1. INTRODUCCION

1.1 Vias aéreas

Las vias aéreas, o respiratorias, son una serie de conductos continuos y ramificados
gue tienen como principal funcién la captacién y conducciéon del oxigeno en el aire
inspirado hasta la zona de intercambio gaseoso y posteriormente la eliminacién de
diéxido de carbono producido por el metabolismo celular del organismo.
Anatémicamente se dividen en vias aéreas superiores e inferiores (Fig. 1la) (Gaga,
2001; Mindt, 2018). Histolégicamente, las vias aéreas inferiores estan formadas por 4
capas bien definidas (Fig. 1b): 1) la capa mucosa, formada por epitelio ciliado
pseudoestratificado y membrana basal (MB), 2) la capa submucosa, que se encuentra
adyacente al epitelio y se caracteriza por contener tejido conectivo y glandulas, 3) la
capa cartilaginosa (abundante en traguea) y muscular, ambas abundantes en
bronquios, pero en bronquiolos la cartilaginosa es ausente, y 4) una capa adventicia,

constituida por tejido conectivo denso (Mindt, 2018; Ross, 2011).

Las vias aéreas son capaces de responder a diferentes estimulos llevando a cabo
diversas respuestas; la secrecion de moco, el inicio de respuestas inflamatorias y la
contraccion del muasculo liso de las vias aéreas (MLVA) son las respuestas

fisiologicamente méas notables (Gaga, 2001; Ross, 2011).

1.2 Participacién del mdasculo liso de la via aérea (MLVA) en la

respuesta de contraccion

El MLVA mantiene el calibre, o tono, de las vias aéreas, a través de la regulacion de la
contraccion, evitando el colapso de la estructura para permitir el flujo continuo de aire
en el pulmén (Pierce, 2000; O'Byrne, 2003; Amrani, 2003; Lauzon, 2016).
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Figura 1. Vias aéreas. a. Division anatéomica de las vias aéreas. b. Caracteristicas histolégicas de las vias aéreas.
Histologicamente las vias aéreas inferiores se forman principalmente por cuatro capas. @ La capa mucosa, formada por
células epiteliales y células caliciformes que se encuentran en contacto directo con la luz de la via aérea. @ La capa
submucosa formada por tejido conectivo y gldndulas. @ Capa cartilaginosa (en trdquea) /muscular (en bronquios y
bronquiolos) y @ Capa adventicia (no mostrada). Modificada de US National Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology
and End Results (SEER) 2015. http.//training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages & El Husseiny’s. Essentials
for Respiratory System, 2018 ebook.

La contraccion del MLVA inicia cuando un mediador o agonista que induce la
contraccion, como la acetilcolina, metacolina, histamina, bradicina, serotonina, entre
otros, se une a receptores ligados a proteinas Gg/11 en el miocito (GPCR), provocando
la activacion de fosfolipasa C, que lleva a la formacion de inositol trifosfato (IPs). El
aumento de IP3 provoca la liberacion de calcio (Ca?*) del reticulo sarcoplasmico; el Ca?*
liberado se une a calmodulina y esta a su vez a la enzima cinasa de la cadena ligera
de miosina (MLCK). Una vez formado el complejo Ca?*-calmodulina-MLCK se lleva a
cabo la fosforilacion de la serina 19 de la cadena ligera de miosina, lo que permite la
actividad de ATPasa de miosina para la reaccion de puentes cruzados entre actina y
miosina, lo que contrae el miocito (Fig. 2) (Kudo, 2013; Gunts, 2000). La liberacion de

mediadores de la contraccion, como la acetilcolina, y mediadores relajantes, como la
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Modificado de https.//www.wikilectures.eu/w/File:Actin_myosin_filaments.png & Kudo, M. et al. Front Micro Biol. 2013;
4(263): 1- 16

adrenalina, a través del sistema nervioso auténomo parasimpatico y simpatico,
respectivamente, asi como otros mediadores no-adrenérgicos, no-colinérgicos,
conocido como sistema NANC, permiten mantener el tono de la via aérea a través de

una contraccion basal y controlada del MLVA (Thirstrup, 2000).
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1.3 Reactividad e hiperreactividad del MLVA

La capacidad de contraccién del MLVA a agonistas contractiles es conocida con el
término de “reactividad de la via aérea”. La reactividad puede ser medida mediante la
construccion de curvas dosis- respuesta a un agonista constrictor conocido, por
ejemplo: histamina o metacolina. El grado de contraccién del MLVA producido tras la
inhalacién de concentraciones crecientes del agonista se ve reflejado en la disminucion
del volumen de aire espirado forzado en 1 segundo (FEV1, por Forced expiratory
volume in 1 second). En animales la reactividad se mide por pletismografia barométrica
gue determina los cambios en la resistencia del flujo de aire ante los agentes
constrictores (Tordera, 2004; O'Byrne, 2003; Grootendorst, 2004; Cockcroft, 2010).

Tanto en humanos como en animales la reactividad es un parametro altamente
informativo que expresa el grado de obstruccion de la via aérea, y brindan informacion
sobre la funcién pulmonar normal o posibles cambios que se pudieran presentar por
enfermedades pulmonares (Tordera, 2004; O'Byrne, 2003; Grootendorst, 2004;
Cockcroft, 2010). Uno de los mayores cambios reflejados en estos estudios es la
hiperreactividad (de la via aérea), definida como un estrechamiento excesivo de la via
aérea, ante estimulos que habitualmente sélo provocan una respuesta escasa o nula,
provocando disminucion en el flujo de aire. La hiperreactividad es una caracteristica de
enfermedades inflamatorias obstructivas como el asma y el EPOC provocando
incremento en la obstruccion del flujo de aire (Dekkers, 2009; Lloyd, 2007; Tordera,
2004; O'Byrne, 2003).

Aunque el mecanismo preciso que induce la hiperreactividad de la via aérea aun se
desconoce, se cree que puede depender de factores como: disfunciéon en la neuro
regulacion, cambios estructurales e inflamacion (Lauzon, 2016; Kuo 2003). En
individuos con asma la inflamacién con linfocitos TCD4+, mastocitos/células cebadas,
interleucinas (IL) como IL-13 e IL-17 ha sido asociadas con el incremento de la
contraccion (Kudo, 2013; Lauzon, 2016; Tliba, 2003; Abbas, 2015); aunque esta
relacion ha sido cuestionada debido a que se han encontrado incrementos en la
contraccion sin presencia de células inflamatorias (Tordera, 2004; Brusasco, 2001;
Lauzon, 2016).



Aunque muchos factores han sido propuestos para explicar la hiperreactividad, resulta
evidente que el MLVA tiene un papel central en la contraccién. Ademas, es sabido que
el MLVA puede alternar entre fenotipos contractiles y proliferativos, y que ambos
pueden contribuir con el desarrollo de hiperreactividad. Particularmente en su fenotipo
proliferativo el MLVA modula la produccién de factores inflamatorios y elementos de la
MEC, los cuales se encuentran alterados en el asma y han sido asociados al
aumentando de la contraccion (Prakash, 2016; Lauzon, 2016; Tliba, 2009;
Parameswaran, 2006). En este aspecto, diversos estudios han resaltado la importancia
e influencia que la MEC tiene sobre los miocitos, debido a que su composicion y rigidez
afecta directamente procesos celulares, bioquimicos y biomecénicos, entre los cuales
se encuentra la contraccion (Schuliga, 2015; Tliba, 2009; Lauzon, 2016; Prakash, 2016;
Grootendorst; 2004).

1.4  La matriz extracelular (MEC)

La MEC es el componente no celular presente en todos los tejidos, que no solo da
estructura y soporte, sino integra a las células como tejidos, y regula distinto procesos
como proliferacion, migracion o apoptosis, ademas de ser reservorio de factores de
crecimiento. Se trata de una red heterogénea de proteinas y glicoproteinas que
proporciona soporte fisico a las células (Frantz, 2010; Bonnans, 2014). Su composicion,
tanto por cantidad como por el tipo de sus componentes, ademas de su organizacion y
arreglo, varia especificamente para cada tejido, asi como por el estado de desarrollo
en que se encuentre. Por su localizaciébn y composicion la MEC se divide en dos
estructuras: la matriz intersticial y la MB (Fig. 3) (Lu, 2011; LeBleu, 2007; Vaday, 2001).
La matriz intersticial se refiere al tejido conectivo que une grandes estructuras celulares;
en el pulmén se encuentra formando la capa submucosa y adventicia, y se compone
principalmente por colagenas I, I, Ill y V, elastina, proteoglicanos y fibronectina,
formando estructuras altamente hidratadas (Kular, 2014; Bonnans, 2014). Por otro lado,
la MB es una capa delgada de MEC muy especializada que se encuentra en contacto
directo con las células a través de receptores celulares, principalmente integrinas. En

el pulmén, se encuentra debajo de los epitelios, endotelios y rodeando a las células del
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Figura 3. Matriz extracelular (MEC). La MEC se diferencia bioquimica y morfolégicamente en membrana basal, que se
localiza adyacente a las células epiteliales, endoteliales y rodeando a células de musculo liso, y en matriz intersticial. En
este esquema se muestran los principales componentes y distribucion tanto de proteinas como de proteoglicanos en las
distintas divisiones de la MEC. Modificada de Barber et al., Nutrients. 2014, 6 (11).

musculo liso vascular intrapulmonar (MLVI) y del MLVA. Los componentes mas
abundantes que forman la MB son: colagena IV, nidogeno/ entactina, perlecano y
laminina (Fig. 3), otros componentes menos abundantes incluyen, colagena XV y XVII,
agrina y fibulina (LeBleu, 2007; Kalluri, 2003; Yue, 2014; Halfer, 2015).

En el pulmén, la MEC tiene diversas funciones. En un contexto macroscopico la matriz
intersticial, y en menor medida la MB, provee soporte estructural y elasticidad, al dar
baja resistencia al flujo de aire, lo que facilita el correcto intercambio gaseoso (Pelosi,
2007; Balestrini, 2015; Zhou, 2017). A nivel celular, por su union directa a las células,
la MB es capaz de regulan diversas vias de sefializacion encargadas de dirigir procesos
celulares involucrados en la proliferacion, diferenciacién, sintesis de proteinas,
migracion, supervivencia, etc. (Prakash, 2016; Grootendorst, 2004, Balestrini, 2015;
Nguyen, 2005; Freyer, 2001; Schuliga, 2003).

15 Relacion de la MEC con el MLVA

Diversos estudios demuestran que los miocitos pueden modular la homeostasis de su
MB ya que son capaces de expresar y liberar proteinas de MB como fibronectina,

perlecano, elastina, laminina, trombospondina, condroitin sulfato colagenas (I, II, IlI, IV
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y V), versicano y decorina, ademas de metaloproteinasas de matriz (MMPs) e
inhibidores de metaloproteinasas (TIMPs) (Johnson, 2000; Howarth, 2004,
Parameswaran, 2006). A su vez, se ha visto que la MB regula las funciones del MLVA
al proveer sefiales bioquimicas y biomecéanicas que inducen la activacion de diversas

vias de sefializacion al interior de la célula (Balestrini, 2015).

Los receptores transmembranales, como distroglicanos (DG) y en mayor medida
integrinas, conectan a la MB con el citoesqueleto de actina en el interior del miocito, sin
embargo, la unién integrina-actina no es de forma directa, pues depende de la
formacion de “complejos de adhesion o placas densas” formadas en la membrana
citoplasmatica de la célula (Gunts, 2008; Tang, 2015; Zhang, 2008). Los complejos de
adhesion son un conjunto de proteinas, transductoras y mecanorresponsivas, de
composicion molecular variable. Generalmente, entre las proteinas mas importantes
gue lo conforman se encuentran: la cinasa de adhesiones focales (FAK), WASpP, talina,
vinculina, paxilina, a-actinina y Abl (Fig. 4) (Schiller, 2013; Martino, 2018; Schuliga,
2015). Adicionalmente, las proteinas estructurales y de sefializacién, en estos
complejos, forman uniones y regulan la polimerizacién y reordenamiento con dos tipos
de filamentos de actina: los filamentos de actina asociados con miosina y filamentos de
actina con unién a otras proteinas de citoesqueleto como microtubulos o queratina
(Zhang, 2014, Critchley, 2000). Algunas de las vias de sefalizacion reguladas por la
union de MB es la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) que,
ha sido involucrada con la proliferacién y contraccién del musculo liso por modificacion
o polimerizacion de filamentos de a-actina (Fig. 4b) (Jia, 2012; Tang, 2015; Wang,
2013).

La acumulaciéon de MEC en el MLVA puede alterar las propiedades de contraccion,
independientes de la contraccion por GPCR, ademas de regular diferencialmente su
supervivencia, proliferacion, migraciéon, maduracion y sintesis de citocinas, resultando
en una disminucion de la funcién pulmonar (Rosmark, 2018; Prakash, 2016; Burgstaller,
2016; Tliba, 2009; Dekkers, 2009; Martino, 2018). Con relacion a la contraccion,
diversos estudios indican que componentes de la MEC como fibronectina, colagena | y
IV, vitronectina y lamininas pueden regular la contraccion al regular la polimerizacién de

actina unida a la miosina (Fig. 4b), o por inducir el cierre o apertura de canales i6nicos
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aActinina, VASP: fosfoproteina estimulada por vasoditaladores (Vasodilator-stimulated phosphoprotein), P130¢s:
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al. Proc Am Thorac Soc. 2008; 5: 32- 39.

cambiando la polaridad de la membrana (Tang, 2015; Zhang, 2008; Gunts, 2008;
Schuliga, 2015; Parameswaran, 2006; Hirts, 2000).

Asi mismo la modificacion de la tensidbn mecanica impuesta por la MB estimula el
reclutamiento de integrinas y proteinas para la formacion de complejos de adhesion,
aumentando el nimero de interacciones y por tanto ejerciendo mayor tensién en el
citoesqueleto y la membrana del miocito potenciando estas sefiales mecénicas (Deng,
2005; Zhang, 2008; Tang, 2015).

Las enfermedades obstructivas como asma y EPOC, con inflamacién persistente,
desarrollan cambios estructurales permanentes de la via aérea conocidos como
remodelacion, uno de estos cambios es la acumulacién de MB subepitelial y en el
MLVA. La acumulacion de MB en el MLVA se asocia a alteraciones de la funcion

pulmonar ya que algunos elementos de la MB muestran propiedades que pueden
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contribuir al aumento de la contraccion y la supervivencia del miocito (Parameswaran,
2006; Dekkers, 2009). Entre los elementos incrementados se encuentran colagenas |,
lll, V, fibronectina, tenascina, luminicano y laminina (Kluijver, 2005; Roberts, 2002;
Araujo, 2008; Howart, 2004; Burguess, 2009).

1.6 Laminina

Las lamininas forman parte de una familia de glicoproteinas heterotriméricas que, junto
con la colagena IV, son los componentes estructurales mas abundantes de la MB. La
laminina esta compuesta por una subunidad o cadena LN a, una LN 8 y una LN v, las
cuales presentan distintas isoformas como resultado de la expresién de distintos genes
(Fig. ba y b). Hasta la fecha se conocen 5 isoformas para la cadena LN a (a1, a2, a3,
a4, ab5), 3 isoformas para la cadena LN B (B1, B2, B3)y 3 paraLNy (y 1,y 2, ¥3). La
estructura del trimero de laminina dependera directamente de las cadenas que lo
forman, sin embargo, no todas las combinaciones son posibles y en humanos, y ratones
s6lo se han encontrado 16 lamininas distintas (Cuadro 1), las cuales, estructuralmente

forman 3 grupos: en forma de “cruz”, de “y” o en forma de “soga” (Fig. 5¢) (Hamill, 2009;
Aumailley, 2005; Yurchenco, 2004).

El primer trimero de laminina fue descubierto en 1979 y con el descubrimiento de mas
trimeros fue necesario implementar una nomenclatura. La primera nomenclatura fue
basada en el orden de descubrimiento, sin embargo, recientemente se comienza a usar
una nomenclatura basada en las isoformas de las cadenas que componen el trimero
(cuadro 1), por lo que resulta mas informativa (Aumailley, 2005; Burgeson 1994).

A pesar de las diferencias en las isoformas, las cadenas comparten dominios
conservados o estructuralmente relacionados entre si. De manera general, los dominios
en el N-terminal (Fig. 5a) de las cadenas de laminina estan involucradas principalmente
en interacciones con otras lamininas y moléculas de la MB y MEC, principalmente

nidégeno, perlecano, agrina y colagenas IV y VII (Hamill, 2009; Yurchenco, 2017).
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J Cell and Mol Biol. 2009; 12: 4409- 4417 & Yurchenco, P. Elsevier. 2015; 76: 1- 30.
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Cuadro 1 [ Nomenclaturay composicion de Tos
heterotrimeros
Nomenclatura Composicion de Nomenclatura

1994 subunidades actual
Laminina 1 alB1yl Ln 111
Laminina 2 a2B1yl Ln 211
Laminina 3 alf2yl Ln 121
Laminina 4 a2B2yl Ln 221
Laminina 56 5A a3AB3y2 Ln 332 6 3A32
Laminina 5B a3Bp3y2 Ln 3B32

Laminina 6 6 6A a3AB1yl Ln 3116 3A11
Laminina 76 7A a3AB2yl Ln 3216 3A21

Laminina 8 a4Blyl Ln 411
Laminina 9 adB2yl Ln 421
Laminina 10 a5B1y1 Ln 511
Laminina 11 a5p2y1 Ln 521
Laminina 12 a2B1y3 Ln 213
Laminina 14 a4pB2y3 Ln 423

a5B2y2 Ln 522
Laminina 15 a5B2y3 Ln 523

Cuadro 1. Nomenclatura y composicion de los heterotrimeros de laminina. A la izquierda se muestra la nomenclatura
propuesta en 1994, esta nomenclatura se sigue usando actualmente. En la columna central se muestra la composicion de
isoformas correspondiente a la primera y ultima nomenclatura propuesta en 2015. La nomenclatura propuesta
actualmente consta de 3 digitos; el primer nimero indica la isoforma de la cadena a y, por lo tanto, puede tomar nimeros
de 1 a5, el segundo numero se refiere a la isoforma de la cadena 8 y, finalmente, el tltimo nidmero indica la isoforma de
la cadena y. De esta manera, el trimero Ln 111, estd formado por las cadenas al, 81y y1. Tomado de Aumadilley. Elsevier.
2005; 326- 332

La interaccion de laminina con otros elementos de la MB tiene un papel fundamental,
ya que la formacién de la MB inicia con la liberacién de laminina en la superficie celular,
gue posteriormente se une colagena IV mediante niddgeno y con ello se inicia la union
de otras moléculas. La inclusién de distintas isoformas de las cadenas de laminina en
el inicio de la formacion de la MB provee diversas propiedades especificas en la MB
formada (Fig. 5d) (Yuchenco, 2017; Mouw, 2014).

En la region N-terminal de laminina se encuentran distintos dominios estructurales que
pueden, o no, estar presentes en las cadenas de laminina. Los dominios LN (ausentes
en LN a3B, o4, B3 y y3) estan separados por repeticiones seriadas de factor de
crecimiento epidérmico tipo laminina, llamados dominios LE (por laminin- type
epidermal growth factor-like), estos dominios estan presentes en todas las isoformas de
laminina y su secuencia de 60 aminoacidos ha mostrado tener homologia con el factor
de crecimiento epidermal (EGF, por epidermal growth factor), difiriendo sélo en 8

residuos; ademas de brindar separacion fisica entre dominios de mayor tamafio con
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distintas actividades bioldgicas, los sitios LE proveen de cierto grado de flexibilidad al
trimero (Sasaki, 2004; Aumailley, 1998; Domogatskaya, 2012; Colognato, 2000).

Las repeticiones LE son periddicamente interrumpidas por dominios L4 en todas las
cadenas de LN ay vy, y por dominios LF en isoformas LN B1y B2 (Fig. 5b) (Beck, 1990;
Hamill, 2009; Aumailley, 2005; Domogatskaya, 2012).

Tomando en cuenta el nUmero de dominios LN totales en un trimero, las lamininas se
clasifican en lamininas polimerizantes, debido a que forman uniones con otros trimeros,
y no-polimerizantes. Las lamininas polimerizantes estructuralmente se caracterizan por
poseer tres dominios LN, uno por cada cadena, mientras que las no- polimerizantes
carecen de dominios LN (Fig. 6) (Pozzi, 2017; Yurchenco 2015). Ademas de esta
clasificacion, las lamininas son divididas con base en el repertorio de interacciones,
generalmente dadas en el dominio C-terminal del trimero, con receptores celulares (Fig.
6) (Pozzi, 2017; Yurchenco 2015).

Los dominios C-terminal, generalmente, son los sitios donde las lamininas se unen a
receptores en la membrana celular como glicolipidos sulfatados (SGL, por sulfated
glycolipids), DG e integrinas. En el dominio C-terminal las repeticiones LE son seguidas
de un dominio a-hélice, que se une con otras subunidades formando una estructura
helicoidal. En todas las cadenas LN (3, el dominio a- hélice contiene un conjunto de
aminoacidos que forman una estructura llamada nudo- 3. Finalmente, los dominios
globulares LG (LG1 a LG5) son exclusivos de las cadenas LN a, pueden ser o no
procesados proteoliticamente (Fig. 5b), las consecuencias de dichos procesamientos
aun son poco entendidos. Aungue los dominios LG son sitios que con mayor frecuencia
interactan con receptores celulares se ha demostrado que, las lamininas que se unen
por medio de los sitios LG1-LG3, también requieren de las cadenas LN  y LN y para
la correcta interaccion (Hamill, 2009; Aumailley, 2005; Scheele, 2007; Ido, 2007; Sun,
2016; Pozzi, 2017; Engler, 2006).

Las lamininas son los principales mediadores de sefales bioquimicas y biomecanicas
entre la célula y la MB. El tipo de sefiales enviadas dependen del trimero de laminina y

al receptor al que esté unido (Fig. 7), la mayoria de las uniones a receptores involucran
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Figura 6. Clasificacion de las lamininas. @ Las lamininas pueden clasificarse como polimerizantes y no-polimerizantes
segun la estructura del trimero. Las lamininas polimerizantes tienen minimo 3 dominios LN. @ Una subdivision de la
clasificacion es dada por las interacciones que tiene el trimero a través de los dominios LG. En la imagen se muestran las
estructuras de las lamininas y las uniones que tiene con otras moléculas, tanto de MB como con receptores celulares. LN
representa el dominio de polimerizacion; *unién con baja afinidad; DG, distroglicano, SLG, glicolipidos sulfatados; a.8,,
integrinas. Modificado de Yurchenco, P. Elsevier. 2015; 76: 1- 30 & Schéele, S. ] Mol Med. 2007; 85: 825- 836.

el anclaje con el citoesqueleto, pero no ocurre con todas las lamininas (Yamada, 2015;
Yurchenco, 2015; Pozzi, 2017). Por ejemplo, la unién de laminina (por su dominio LG4)
con SGL no involucra al citoesqueleto, sin embargo, permite la acumulacion de ciertas
lamininas en la superficie celular que facilita e indica que las células son “competentes”
para la formacion de MB, permitiendo la unidon de moléculas para su ensamblaje (LI,
2005; Yurchenco, 2015).

El anclaje entre la lamininay el citoesqueleto es mediado por dos principales receptores
en la membrana celular: a-DG e integrinas. El receptor a-DG tiene un dominio
citoplasmatico que se une a 3 partes fundamentales del citoesqueleto: a flamentos de
actina (mediante complejos distrofina/utrofina), a microtabulos (por anquirina) (Fig. 7a),

y a filamentos intermedios (queratina) por plectina (Fig. 7d).

17



= . \ o = d. Col.vil

Col. IV
Ln 511/ Ln 521 /

Niddgeno Ln3A32.

Ln 411/ Ln 421

a6pl

]
i:' o Q. Plectina
is R Plectina
i
:_-é’
',:'_‘ | '
¢ : W Filamentos y
| “mtermedtos §
4 A 85
| a

Figura 7. Interaccion laminina - célula. La imagen muestra las interacciones de laminina con distintos receptores
celulares como integrinas y distroglicano (DG), asi como la union con otras proteinas de membrana basal como
nidégeno, perlecano, y coldgenas. a. Interaccion de laminina con integrinas y DG. Esta union generalmente involucra la
unién con el citoesqueleto, que regula funciones celulares como migracion, proliferacion, diferenciacion y contraccién. b.
La Ln 511/ 521 son las tnicas Ln que se unen a luterano (Lu) y moderadamente a-DG. Se ha encontrado que esta unién
regula la diferenciacion en epitelio y musculo liso en el rifion. c¢. Ln 411/ 421 se une con poca afinidad a integrinas, pero
su presencia es importante en uniones neuromusculares. d. Ln 332 es un trimero expresado en epitelios, forma uniones
con integrinas que intracelularmente se unen a queratina, en membrana basal se unen con coldgenas VII. Estas uniones
son muy fuertes y dan estabilidad a las células por ello se encuentra en tejidos que estdn sometidos a estrés fisico. Lu:
luterano, FAK: cinasa de adhesiones focales, ILK: cinasa ligada a integrinas, DG: distroglicano, SGL: glicolipidos sulfatados,
HS: heparan sulfato. Modificado de Pozzi, A. et al. Matrix Biol. 2017; 58: 1- 11.

La funcion de estas uniones no esta bien determinada, pero, la interaccion a-DG-
laminina promueve la polimerizacion de laminina para iniciar la formacién de MB, pero
so6lo en células de Schwann y musculo esquelético; en este ultimo se cree que confiere
estabilidad estructural al sarcolema durante la contraccién (Yurchenco, 2011; Yamada,
2015; Moore, 2010; Belanto 2014).

La unién de laminina con integrinas estimula la formacién de complejos de adhesion,
por lo que pueden regular sefiales mecénicas y quimicas, mediante el rearreglo del
citoesqueleto (Hynes, 2002). Las sefiales mecénicas son, generalmente, mediadas por
a-actinina, vinculina, talina, etc. Las sefales quimicas son mediadas por FAK que

regula cascadas de sefalizacion que activan enzimas, GTPasas y cinasas (Geiger,
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2011; Harburger, 2009; Evans, 2009; Yamada, 2015). Las funciones de la union
laminina- integrina promueven la migracion de ciertas células, por ejemplo, muchos
leucocitos expresan integrinas para lamininas especificas que facilitan su migracion a
los sitios de inflamacidn, su proliferacion, activacion y supervivencia (Cuadro 2) (Simon,
2017; Hynes, 2009).

Adicionalmente las lamininas, mediante integrinas, son potentes activadores de
sefalizaciones AKT (por serine/ threonine-specific protein kinase) por lo que promueven
la supervivencia celular, pero tienen baja capacidad de activar la via de MAPK (por
mitogen- activated protein kinase) por lo que no inducen la proliferacion celular (Gu,
2002; Yamada, 2015). Por otro lado, aunque por si misma la laminina no induce la
proliferacion celular, algunos trimeros (Ln 111, Ln 211, Ln 332, Ln 411, Ln 421, Ln 521
y Ln 511) tienen sitios de union a factores de crecimiento, almacenando y regulando la
disponibilidad de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular), PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) y
quimiocina CXXL12y (Ishihara, 2018).

Ademas, se ha demostrado que los dominios LE pueden ser presentados como

ligandos solubles capaces de unirse a EGFR (receptor de EGF) y modular la

Cuadro 2 | Regulacion de células del sistema inmune por Ln

Célulainmune Lamininas Receptores Efectos
e Ln 111, Ln 332, Ln 411, . Adhesion, migracion, incremento de TNF- a, lisozima,
Neutroéfilos Integrina a6B1 ., .
Ln 511 produccién de perdxido
Basofilos Ln 111 Integrina a6p1 Adhesién
Eosindfilos Ln 111 s e 6 Adhes.lon, |ncremento.ten la viabilidad, activacion
reduciday degranulacion
Células cebadas Ln 332, Ln 511 Integrinas a6B1, a3Bf1 Adhesidn,migracion, incremento en la produccion de IL-8
Adhesion, incremento en la produccién de MMP-9,
Macréfagos Ln 111, Ln 511 Integrina a6Bf1 produccién de TNF- a, incremento en la actividad
fagocitica
Monocitos Ln 111, Ln 411, Ln 511  Integrinas a61, a6B2 Adhesion, m|graC|on,|ncre.rr’1ento erj !a produccién de TNF-
a, IL-1, IL- 6, MMP-9y funcidn fagocitica
Células . ., . L L. o
. Ln 511 Integrina a6B1 Adhesion, migracion, incremento de la funcidn fagocitica
dendriticas
Linfocitos B Ln 511 Integrina a6B1 Adhseidn,migracion, supervivencia
Linfocitos T Ln 111, Ln 411, Ln 511 Integrina a6B1 Adhesidn, migracion, activacion, proliferacion

Cuadro 2. Regulacion de las funciones de células inmunoldgicas por distintos trimeros de laminina. Algunos trimeros
especificos de laminina pueden facilitar la migracion de células del sistema inmunoldgico, ademds de regular su funcion.
TNF: factor de necrosis tumoral, IL: interleucina, MMP: metaloproteinasa de matriz. Tomado de Simon, T., et al. Trends
Immunol. 2017; 38 (11): 858- 871.
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sefalizacion. Se cree que estos fragmentos pueden ser liberados por protedlisis, por

ejemplo, ocasionada por dafio o la accion de MMPs (Hynes, 2009; Schenk, 2003).

1.6.1 Funciones de lalaminina

Los trimeros de laminina regulan gran numero de funciones. Si las células responden
de forma distinta a las cadenas monoméricas de laminina que, a los trimeros, adn es
poco estudiado, pero hay evidencia de que una sola cadena de laminina regula
procesos especificos, por ejemplo, las isoformas LN a4, a5 y B2 regulan la alineacion
fisica en uniones neuromusculares en fibras musculares; particularmente LN B2 es la
Unica laminina que se une a canales de Ca?* (Pozzi, 2017; Nishimune, 2004; Vezina,
2017). Otros estudios que resaltan la importancia que tienen los mondmeros de
laminina son aquellos que reportan que los cambios o incrementos en una sola cadena
de laminina lleva a condiciones patolégicas. Por ejemplo, en esclerosis mdltiple hay un
cambio de LN B1 por LN B2 que promueve fenotipos proliferativos y migratorios en las
células de musculo liso vascular (Di Russo, 2017 Fujita, 2005; Ljubimova, 2004).
Finalmente, se han encontrado incrementos de LN 1 y LN y2 en tumores avanzados
y propensos a ser metastasicos (Yamamoto, 2009; Garg, 2014; Khazenzon, 2003;
Nagato, 2005).

1.6.2 Lamininaen el pulmén

Las lamininas se distribuyen ampliamente en las MB de todos los tejidos, pero la
distribucién y expresion de las distintas isoformas es exclusiva del tejido y del estado
en el que se encuentre, ya sea durante el desarrollo, adulto o reparacion, pudiéndose
co-localizar mas de un tipo de trimero de laminina en la misma MB (Colognato, 2000;
Balestrini, 2015).

En el pulmodn las lamininas se distribuyen ampliamente a lo largo de las vias aéreas y

componentes del sistema circulatorio intrapulmonar (arterias, venas, capilares, etc.)
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Figura 8. Distribucién de laminina en el pulmon. La Ln se expresa a lo largo de las vias aéreas y en estructuras del sistema
circulatorio intrapulmonar. Aunque se encuentra constantemente a lo largo de la via aérea, la expresion exacta de los
trimeros aun es poco conocida. Modificado de Balestrini, J. et al. Ann Biomed Eng. 2015, 43 (3): 568- 576

(Fig. 8). A excepcidn del desarrollo, poco se sabe sobre las isoformas de laminina que

son expresadas en el pulmon adulto y su posible funcion (Teoh, 2013; Balestrini, 2015).

Las isoformas de laminina que se expresan durante el desarrollo del pulmén y los
estudios del pulmon de ratones knock out para algunas de las cadenas de laminina,
han brindado informacién sobre las funciones que desempefian en las células durante
el desarrollo, lo que permite predecir algunas de las posibles funciones que tienen en

el pulmén adulto (Nguyen, 2006).

La expresion de las isoformas LN a1, LN a5, LN B1 y LN y 1 son esenciales para la
formacion del pulmon, permaneciendo LN a1l restringida al desarrollo, tanto en
humanos como en ratones. Por otro lado, los modelos knock out para las isoformas LN
a2, LN a3, LN a4, LN B2, LN y 2 no mostraron cambios ni alteraciones durante la
formacion del pulmon; sin embargo, la expresion de dichas cadenas sugiere que tienen
un papel importante durante el desarrollo (Pierce, 2000; Minner, 1997; Virtanen, 1996;
Durbeej, 2010; Nguyen, 2005; Nguyen, 2002; Schuger, 1991; Schuger, 1997; Booth,
2012; Willem, 2002).

La expresion de las isoformas de laminina en el pulmén adulto esta poco caracterizada.

En ratones, se han localizado las isoformas LN a5 y LN a4 por inmunolocalizacién vy,
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por presencia de mRNA se han encontrado todas las isoformas a excepcién de LN a1
y LN B1 (Minner, 2004; Burgastaller, 2017); mientras que en el pulmén de humanos
adultos se expresan todas las isoformas de laminina, excepto LN a1y LN y3 (Booth,
2012; Pierce, 2000; Tran, 2006).

La funcién de la laminina en el pulmén también es poco conocida, los estudios dirigidos
a conocer sus posibles funciones muestran que tienen funciones importantes
principalmente en el MLVA. En cultivos celulares, la presencia de LN a1 mantiene la
organizacion del MLVA, ademas la aplicacion exdgena de Ln 111 induce y mantiene
fenotipos contractiles en dichas células (Schuger, 1997; Dekkers, 2007; Hirts, 2000).
Como la LN a1, la LN a2 también regula a las células del MLVA; esta cadena regula la
diferenciacion de células mesenquimales a MLVA al regular la expresion de RhoA
(cinasa de la familia Ras). De forma endogena la Ln 211 induce la maduracion,
supervivencia y es indispensable para la contraccion del MLVA (Beqgaj, 2002; Relan,
1999; Tran, 2006; Dekkers, 2009; Tran, 2013).

Por la doble funcién que tienen la laminina, estructurales en la MB e inductoras de
sefales por su unidn a receptores celulares, la alteracion en la expresion de cadenas
individuales de laminina podria modificar funciones especificas en las células (Yamada,
2015).

1.6.3 Alteraciones patolégicas de la expresion de laminina en las vias

aéreas

El incremento de la expresion de laminina en la via aérea ha sido observado en
condiciones patoldgicas que tienen como principal caracteristica la inflamacion y
remodelacion. Este incremento produce un mayor nimero de interacciones de laminina
con sus receptores, modificando las respuestas mecénicas de la via aérea,
principalmente porque se incrementa la rigidez de la MB y la fuerza que ejerce sobre la
célula, lo que contribuye con los procesos patologicos (Pozzi, 2017; Yurchenco, 2011;
Shi, 2003; Hu, 2013).
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Los pacientes con asma alérgica muestran incrementos de las isoformas LN a1*, LN
a2, LN a3* LN 5, LN B1*, LN p2*, LN y1* y LN y 2 subepiteliales (*estas LN también se
incrementaron en MB de pacientes con asma no alérgica); junto con el aumento en
grosor de MB. El aumento del grosor de la MB subepitelial se relaciona con el aumento
en la obstruccion de la via aérea, que padecen estos pacientes. Aunque se ha
propuesto que el incremento de estas lamininas no contribuye de manera significativa
con el aumento del grosor de la MB y, que mas bien, su funcién podria estar relacionada

con mantenimiento y reparacion del epitelio (Altraja, 1996; Altraja, 2008; Kawa, 2005).

Los modelos experimentales en animales han sido han sido de gran utilidad en el
estudio de la expresion de laminina durante los procesos de remodelacion tisular. Por
ejemplo, los ratones que presentan fibrosis pulmonar muestran decrementos en la
expresion de LN a3, una subunidad cuya presencia también disminuye con la edad
(Morales, 2015; Godin, 2016; Urich, 2011). Por el contrario, Ln 111 se incrementa en
MB subepitelial, vasos sanguineos y células inflamatorias de ratones modelo de asma
(Christie, 2004).

Aunque el aumento de laminina en la MB subepitelial no se relaciona directamente con
el aumento de la obstruccion de la via aérea, el incremento de laminina en el MLVA
parece estar asociado a cambios en su funcién al afectar sus propiedades mecénicas
(Yick, 2012). La acumulacion de LN B2 en MLVA y MLVI ha sido reportada en pacientes
con asmay EPOC, y en ambos casos dicha acumulacion se relaciona de forma directa
con la pérdida y deterioro irreversible de la funcion pulmonar (Kranenburg, 2006; Altraja,
1996; Yick, 2012). Adicionalmente ratones knock out de LN a2 (Lama 27-) en un modelo

de inflamacion mostré que el MLVA perdia la capacidad de contraer (Tran, 2013).

1.7 Antecedentes. Modelos en cobayos sensibilizados: respondedores

(R, modelo de asma) y no respondedores (NR) al reto antigénico.

El cobayo (Cavia porcellus) es un modelo experimental muy utilizado para el desarrollo
de inflamacion alérgica pulmonar (asma alérgica) ya que las respuestas inmunoldgicas

y fisiologicas son muy similares a las observadas en humanos, inclusive, el MLVA
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presenta respuestas de contraccion e hiperreactividad (Ricciasdolo, 2008; Taube, 2004;
Kianmehr, 2016).

Para desarrollar dichas respuestas, generalmente, los cobayos son sensibilizados a un
antigeno especifico. Posteriormente, son expuestos al mismo antigeno, en eventos
conocidos como retos antigénicos, tras los cuales, los animales sensibilizados
presentan aumento en la obstruccion de la via aérea (Fig. 9), generada por la
contraccion del muasculo liso y/o por la secrecion de moco; a estos cobayos se les

conoce como animales “respondedores (R)” o modelo de asma.

Adicionalmente, los cobayos R presentan otras caracteristicas del asma alérgica como
inflamacion mediada por linfocitos Th2, infiltracion por eosindfilos e hiperreactividad de
la via aérea (Fig. 10) (Ramos-Ramirez, 2013; Bazan-Perkins, 2009).
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Figura 9. Respuesta bronco-obstructiva en cobayos respondedores (modelo de asma, R) y no respondedores (NR) al reto
antigénico. El indice de bronco-obstruccion es una medida que permite evaluar el grado disminucion de la funcion
pulmonar después de un reto antigénico. Cuando un cobayo es considerado como respondedor es porque el grado de
obstruccion inicial (mejor conocido como “basal”) se triplica después del reto antigénico. Como se observa en la grdfica
hay un grupo de cobayos que no presentan incremento en la obstruccion después del reto antigénico a pesar de estar
sensibilizados; como estos animales no presentan la respuesta tipica del modelo de asma se les llama “no respondedores
o NR”. Tomado de Ramos, P. et al. Exp Lung Res. 2013; 39: 136- 145.
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Figura 10. Caracteristicas de cobayos respondedores (R o modelo de asma) y no respondedores (NR) modelo crénico.
Tras ser expuestos a doce retos antigénicos los cobayos R y NR muestras distintas diferencias en las respuestas fisiolégicas
e inflamatorias. Las letras rojas indican los elementos compartidos en ambos modelos. Los animales R presentan infiltracion
de eosindfilos, linfocitos Th2, Th17 y sus respectivas citocinas. Estos animales presentan hiperreactividad de la via aérea y
desarrollan fibrosis e hiperplasia del musculo liso vascular intrapulmonar (MLVI). Por otro lado, los animales NR tienen
infiltracion de neutrdfilos y linfocitos Th1, Foxp3+y Th3. Al igual que los cobayos R, los animales NR desarrollan fibrosis e
hiperplasia del MLVI, pero no tienen hiperreactividad de la via aérea. Cuadro perfil inmunolégico. Se muestran las
diferencias en mediadores y células inflamatorias en cobayos expuestos a 12 retos de OVA. Modelo crénico. Tomado de
Ramos, R. et al. Exp Lung Res. 2013; 39: 136- 145 & Ramos, R. Tesis Doctorado UNAM, 2013.

De manera interesante, cerca del 20% de los cobayos sensibilizados no presentan
cambios en la obstruccion de la via aérea después de los retos antigénicos, estos
cobayos son llamados no respondedores (NR) (Fig. 9). A diferencia de los cobayos R,
los cobayos NR no muestran incrementos de linfocitos Th2, pero presentan
hiperreactividad de la via aérea. De hecho, el perfil de células inmunologicas que
presenta este grupo de cobayos estd compuesto por menor presencia de células
inflamatorias, como linfocitos Thl, linfocitos T reguladores y neutréfilos (Fig. 10)
(Ramos, 2013a).

Tanto cobayos R como NR expuestos repetidamente al antigeno, esto es un modelo
cronico con mas de 6 retos antigénicos, tienen incrementos en la produccién de factor
de crecimiento transformante (TGF- B, por transforming growth factor) y desarrollan

remodelacion de la via aérea, que consiste en fibrosis subepitelial (colagena 1) e
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hiperplasia del MLVI. Ademas, hay incremento en la expresion de integrinas a1B1 y
a2B1 en ambos grupos (Ramos, 2013 y 2013a; Bazan, 2009).

De manera general, los cobayos R agudos, tres retos antigénicos, y cronicos comparten
practicamente las mismas caracteristicas, a excepcion de la remodelacién. Por otro
lado, los cobayos NR agudos, al igual que los crénicos presentan gran numero de

neutrofilos, pero tienen diferente perfil de linfocitos T.

1.7.1 Laminina en cobayos respondedores y no respondedores al reto

antigénico

En los modelos de cobayos R y NR al reto antigénico se encuentran dos tipos de
musculos lisos: MLVA y MLVI, que muestran cambios funcionales después de los retos
antigénicos. En los cobayos R, el MLVA presenta una respuesta hipercontractil después
de los retos antigénicos, mientras que en los cobayos NR el MLVA no presenta esta
caracteristica. Por otro lado, el MLVI, tanto en cobayos R como en NR, es hiperplasico.
En un estudio previo con inmunohistoquimica se analizé la expresion por intensidad de
tincion de LN B2 en los musculos lisos de los dos modelos, esperando que debido a la
laminina se asocia a la contraccidén, su presencia fuera mayor en los cobayos con
hiperreactividad. Interesantemente, los cobayos NR cronicos que no presentan
obstruccion ni hiperreactividad de la via aérea, tuvieron el mayor incremento de tincién
positiva, en el MLVA de los bronquios y MLVI. Estos resultados sugirieron que,
probablemente, la isoforma LN B2 no esta asociada con la contraccion del MLVA y su

incremento esté relacionado con otra funcién (Pacheco-Alba, 2016).
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2. JUSTIFICACION

La laminina regula multiples funciones bioquimicas y mecénicas en las células que la
expresan. La alteracion en la expresion de distintas isoformas ha sido reportada en
condiciones patoldgicas inflamatorias, como por ejemplo el asma alérgica.

Aunqgue no se conoce con exactitud la funcion de la laminina en el pulmén, algunos
estudios muestran que podria estar, principalmente, asociada a regular funciones en el
musculo liso como la contraccion y supervivencia (Begaj, 2002; Relan, 1999; Tran,
2006; Dekkers, 2009; Tran, 2013; Schuger, 1997; Hirts, 2000). En apoyo a estos
estudios, otros trabajos indican que la acumulacion de laminina en el MLVA tiene
mayores efectos fisiolégicos que la acumulacion de laminina en la MB subepitelial
(Kranenburg, 2006; Altraja, 1996; Yick, 2012).

La expresion de LN B2 en dos modelos de cobayos con funciones pulmonares distintas,
sugirié que podria estar mediando respuestas distintas que llevan a comportamientos
distintos del MLVA més alla de la contraccidon. Debido a la diferencia observada en LN
B2, otras isoformas de laminina podrian presentar diferencias en la intensidad de tincion
0 expresion (presencia-ausencia) y que, por las diferencias fisiologicas en ambos
modelos, podrian estar asociadas a uno u otro modelo.

Adicionalmente, este estudio es exploratorio ya que busca aportar informacion sobre
las isoformas de laminina presentes en cobayos condiciones normales (controles) para

futuros trabajos ya la informacioén es casi nula.
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3. HIPOTESIS

Debido a que el MLVA y el MLVI en los cobayos R y NR muestran distintas respuestas
fisiologicas y estructurales, probablemente tengan una expresion diferencial de las

diferentes isoformas de laminina.

4. OBJETIVOS

Evaluar la expresion de las distintas isoformas de laminina en MLVA y MLVI en cortes
histol6gicos del pulmén de cobayos controles, R y NR al reto antigénico, mediante

métodos semicuantitativos.

Objetivos particulares

e Desarrollar un modelo cronico de asma mediante la sensibilizacion y
exposicion a retos antigénicos en cobayos.

e Evaluar las respuestas bronco-obstructivas resultado de los retos
antigénicos para seleccionar cobayos R y NR al reto antigénico.

e Evaluar la reactividad de la via aérea de los cobayos, realizando curvas
dosis- respuesta a histamina.

e Se tomaran muestras de lavado bronco alveolar para realizar una tincién de
Romanowsky y determinar la presencia de algunos grupos de células
inmunoldgicas en los cobayos controles, Ry NR.

e Determinar la distribucion de las isoformas de las cadenas de laminina
presentes en cortes histolégicos de pulmon mediante inmunohistoquimica
(IHC) en cobayos controles, R y NR. Se incluira la presencia de laminina en
estructuras como epitelios, parénquima y mesotelio sin cuantificar.

e Medir la expresion de las distintas isoformas de las cadenas de laminina en
MLVA y MLVI, a través de la intensidad de tincién generada por la IHC,

usando métodos semicuantitativos, en cobayos controles, R y NR.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animales

Para desarrollar el modelo de alergia pulmonar se trabaj6 con cobayos (Cavia porcellus)
machos de la cepa HsdPoc: DH (Dunkin Hartley) con pesos aproximados, al inicio del
protocolo, de 300 y 400 gr. Los animales permanecieron en el bioterio del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas” en
condiciones convencionales de bioterio, a una temperatura de 21 °C, aire
acondicionado filtrado y ciclos de 12/12 horas de luz- oscuridad.

Las condiciones de manejo de los animales se mantuvieron apegadas a los protocolos
aprobados por el Comité cientifico y bioético del INER (B37-12, DI/CCB/344/12).

Los cobayos, como otros modelos animales, no desarrollan asma espontdneamente,
por lo que el modelo alérgico fue inducido por un antigeno. En este caso se utilizd
ovoalbumina (OVA), un alergeno que induce inflamacion pulmonar alérgica en modelos
animales. El uso de OVA es comun para el estudio de los mecanismos inmunoldgicos

y no inmunoldgicos involucrados con el asma (Vivolo, 2017; Fuchs, 2008).

5.2 Modelo respondedor al reto antigénico (asma alérgica)

En el dia 1, los cobayos fueron sensibilizados con una soluciéon que contenia 60 pg/mi
OVA y 1 mg/ml de hidréxido de aluminio diluidos en solucion salina fisiologica (SSF).
La solucién fue administrada via subdérmica e intraperitoneal. Ocho dias después (dia
8) se realiz6 un refuerzo antigénico administrando 1 mg/ml de OVA nebulizada durante
5 minutos. Las nebulizaciones fueron producidas con un nebulizador ultrasénico marca

YueHua (flujo de 2ml/ min). Los animales control fueron nebulizados con SSF (20 ml).
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Figura 11. Modelo experimental. En el dia 1 se sensibilizaron a los cobayos, 8 dias después se realizo el refuerzo con OVA
nebulizada por 5 minutos. Al dia 15 y cada 10 dias se nebulizo OVA por 1 minuto (retos antigénicos). Se hicieron un total
de 12 retos (125 dias).

En el dia 15 posterior a la sensibilizacion se iniciaron retos antigénicos con OVA (0.5
mg/ml) nebulizada por un minuto; los retos antigénicos se realizaron cada 10 dias
durante un periodo de 125 dias, completando un total de 12 nebulizaciones para
desarrollar los modelos cronicos (Fig. 11). El tiempo de nebulizacion fue de un minuto
para cada reto. Diez minutos antes y treinta minutos después de cada reto antigénico

se evaluo la funcién pulmonar de los cobayos mediante pletismografia barométrica.

5.2.1 Pletismografia barométrica

La pletismografia barométrica es una técnica no invasiva y altamente informativa que
refleja aspectos funcionales y estructurales en enfermedades obstructivas de las vias

aéreas (Criee, 2011).

Para medir la obstruccion de las vias aéreas de los cobayos se emple6 un pletismografo
barométrico para animales en libre movimiento BuxcoElectronics, Inc. E. U. (Fig. 12a).
El pletismégrafo cuenta con una cAmara donde se coloca al animal; en esta se registran
las fluctuaciones de la presion dentro de la cdmara durante un ciclo respiratorio del

cobayo, que inicia con la inspiracion y termina con la espiracion.
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Figura 12. Pletismografia barométrica. a. Diagrama de una camara de pletismégrafia barométrica para animales en
libre movimiento. El antigeno, ovoalbumina (OVA) es nebulizado por la parte superior de la cdmara. Las fluctuaciones de
la presion dentro de la cdmara son registradas con un transductor conectado a una computadora. Los resultados son
analizados por un software que registra los cambios y los expresa en un valor llamado Penh. La cdmara cuenta con una
entrada para suministrar una cantidad de oxigeno constante dentro de la cdmara y una apertura para la extraccion de la
OVA después del tiempo de nebulizacion. Modificado de Zhuang, J. et al. PLOS ONE. 2019; 14 (5): 1- 19. b. Fluctuaciones
de la presion dentro del pletismografo durante el ciclo respiratorio de un cobayo. Durante el proceso el pletismdgrafo
registra diversos pardmetros respiratorios relacionados con el tiempo y la presion; el iB es calculado por el software
tomando en cuenta estos pardmetros. iB: indice de bronco-obstruccion, Te: Tiempo total espiratorio (seg), Tr: Tiempo total
de relajacion (seg), PFE: Presion de flujo espiratorio (presion pasiva mdxima, cmH20), PFl: Presién de flujo inspiratorio
(presion pasiva mdxima, cmH20). Penh= [B. Modificado de Hamelmann, E. et al. Am J Respir Crit Care Med. 1997; 156:
766- 775.

Durante el ciclo respiratorio se registran y miden diversos parametros (Fig.12b). Las
fluctuaciones en la presién por la respiracion del animal son comparadas con una
camara de referencia (Bazan- Perkins, 2004; Hamelmann, 1997). Las sefiales son
registradas a través de un transductor y son enviadas a un amplificador. Finalmente, la
sefal generada es procesada con el software Buxco Biosystem XA v1.1 y observada
en una computadora. El programa fue calibrado para registrar solamente cambios
mayores a 1 ml, disminuyendo la probabilidad de registrar artefactos.

Con los parametros registrados el software calcula el indice de bronco- obstruccion (iB),
una medida que expresa el grado de obstruccién que presentan las vias aéreas de los
cobayos. El iB es calculado indirectamente por el software tomando en cuenta los
cambios de presion en el tiempo dentro de la camara durante el ciclo respiratorio (Fig.
12b).

De esta manera, el IB queda expresado como:
IB . (Te'— T:r_) (P_FE.)
S\ Tr PFI
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Donde:

iB: indice de bronco-obstruccion

Te: Tiempo total espiratorio (s)

Tr: Tiempo total de relajacion (s)

PFE: Presion de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH20)
PFI: Presion de flujo inspiratorio (presion pasiva maxima, cmH20)

El IB fue calculado automaticamente por el software cada 5 minutos, el resultado es la
media de B durante este periodo de tiempo. Antes de cada reto antigénico con OVA se
registraron dos valores de iB; como este dato es tomado antes del reto se conoce como

IB basal.

Las fluctuaciones generadas durante la respiracion de los cobayos son monitoreadas
en tiempo real en la computadora (Fig. 13a), por lo que el aumento en la respuesta
obstructiva en los animales R después de los retos antigénicos con OVA son facilmente
observables y distinguibles (Fig. 13b). Cuando se presentan respuestas obstructivas al
reto con OVA la mayor alteracion en la sefial ocurre durante la espiracion (PFE= presion
de flujo espiratorio), este cambio tiene como consecuencia el aumento del valor del iB.
Para considerar que un cobayo fue respondedor, el IB después del reto antigénico debi6

triplicar, como minimo, el iB basal.
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Figura 13. Cambios de presion dentro de la camara pletismogrdfica. a. Registro de una respiracion normal o basal. Este
registro es observado antes del reto antigénico. b. Registro durante la respuesta bronco- obstructiva. Se muestra el
registro obtenido cuando hay una respuesta obstructiva a la inhalacion de OVA; el aumento en el PFE (presion del flujo
espiratorio) resulta en aumento del [B). Modificado de Hamelmann, E. et al. Am J Respir Crit Care Med. 1997; 156: 766-
775.
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Con base en la respuesta al reto antigénico con OVA se seleccionaron un total de 18
cobayos que fueron divididos en 3 grupos: controles, respondedores (modelo de asma)

y NR, con n= 6 cobayos cada uno.

5.2.2 Reactividad de las vias aéreas

Los retos con agonistas constrictores, como histamina o metacolina, son ampliamente
usados para documentar y cuantificar la reactividad y la hiperreactividad en pacientes
y en animales modelos de asma (Donald, 2010; O'Byrne, 2003). En este sentido, se
midié la reactividad de las vias aéreas en el dia 125 (12 retos antigénicos) en los
cobayos control, R y NR mediante la realizacion de dos curvas dosis-respuesta (iB) de

histamina.

El IB basal fue medido antes de iniciar la primera curva; posteriormente, la histamina

fue nebulizada en concentraciones crecientes, de 0.01 a 0.32 mg/ml en SSF, durante
un minuto con intervalos de 10 minutos entra cada una. Para cada concentracion de
histamina se midi6 IB hasta alcanzar una concentracion que provocara un aumento del
200% en comparacion del iB basal, esta dosis es conocida como “dosis provocativa
200" (DP200), por provocar una obstruccion 200% mayor al IB basal (Fig. 14).
Terminada la primera curva se espero a que los valores de iB regresaran a su estado
basal. Una vez alcanzado este valor se realiz6 un reto antigénico a los cobayos R y NR;
los cobayos controles fueron nebulizados con SSF. La segunda curva de histamina se
realizo tres horas después del reto antigénico, siguiendo el mismo procedimiento de la
primera curva (Fig. 14).
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Figura 14. Curvas dosis-respuesta a histamina. Los cobayos fueron nebulizados con concentraciones crecientes de
histamina (ug/ml). La primera curva de histamina (grdfica naranja) termind cuando la concentracion de histamina provocé
que el cobayo triplicara su B basal (concentracion conocida como dosis provocativa 200). Una vez terminada la primera
curva se nebulizé a los cobayos con OVA (linea verde), los cobayos R triplican su iB basal después del reto con OVA. Tres
horas después de la OVA se procedié a la segunda curva de histamina (grdfica azul). Se considera como un animal
hiperreactor cuando en la segunda curva de histamina se necesita una DP200 menor en comparacion de la DP200 de la
primera curva. Tomado de Ramos, R. et al. Exp Lung Res. 2013; 39: 136- 145.

53 Obtencion de muestras

Las muestras fueron tomadas 24 horas después las curvas de histamina. Los animales
fueron sobre dosificados con pentobarbital sodico (28 mg/kg) para inducir un paro
cardiorrespiratorio. Para la obtencién de lavado bronco-alveolar (LBA) se hizo una
incision a altura cervical para localizar la traquea, una vez localizada se realiz6 un corte
por el que se introdujo una canula, a través de la cual, se introdujeron 5 ml de SSF
mantenida a 37 °C, esta se mantuvo por un minuto y se procedio a su recuperacion, el
procedimiento se realiz6 por duplicado mezclando los voliumenes recuperados. Las
muestras de LBA se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm a una temperatura de 4
°C en una centrifuga Hettich- Zentrifuge Universal 320R. El sobrenadante fue

almacenado, mientras que el botdn celular se mantuvo en hielo.

Finalmente, los pulmones fueron almacenados en formaldehido al 10% vy
posteriormente se incluyeron en bloques de parafina. Los bloques obtenidos, del I6bulo
inferior izquierdo, fueron cortados con un grosor de 3 um y colocados en un portaobjetos

(laminillas) (Biocare medical, Kling- On slides. Concord USA).
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5.4 Conteo celular diferencial

El botén celular restante, obtenido después de centrifugar el LBA, fue resuspendido en
1 ml de SSF. El nUmero total de células se obtuvo tomando 10 pl del boton resuspendido
y se mezclaron con 40 pul de azul de tripan (0.4% Sigma). Posteriormente, se conto el
numero de células usando una camara de Neubauer. Para calcular el nimero de células
en 1 ml de LBA, el nimero contabilizado en la camara se multiplicé por el factor de
dilucién (5) y el factor de la camara (10,000). El volumen celular se ajust6 hasta obtener
1 000 000 de células por mililitro, adicionando SSF. De esta solucion se tomaron 50 pl
gue fueron centrifugados a 850 rpm por 5 minutos usando una citocentrifuga para
obtener un botén celular. Para poder realizar el conteo diferencial, el botén celular
obtenido fue tefiido con la técnica de Romanowsky. Se contaron 200 células,

excluyendo eritrocitos.

5.5 Inmunohistoquimicas

La inmunohistoquimica (IHC, por immunohistochestry) es una técnica que utiliza la
aplicacion de anticuerpos para determinar la distribucion y localizacion de un antigeno
determinado dentro de un tejido sano o enfermo.

Con los cortes obtenidos anteriormente se procedié a realizar inmunohistoquimicas
para localizar las distintas isoformas de laminina en los animales controles, Ry NR. Los
cortes fueron desparafinados en una estufa a 55 °C durante 30 minutos, transcurrido
este tiempo las laminillas se introdujeron en lavados de xilol, dos veces por 5 minutos
cada una, etanol 100 %, 2 lavados por 3 minutos cada uno y finalmente en etanol 95%,
etanol 70% y etanol 50% por 3 minutos, este proceso es necesario para la rehidratacion
del tejido. Una vez concluido el proceso de rehidratacion las laminillas se lavaron en

agua desionizada (diH20).

Los procesos de fijacion e inclusibn en bloques de parafina pueden alterar la

conformacion de las proteinas en los tejidos, por lo que fue necesario realizar
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recuperacion antigénica; para este fin se usé el método de recuperaciéon de epitopo
inducida por calor (HIER, por heat-induced epitope retrieval). Las laminillas se colocaron
en un vaso coplin (resistente al calor), con buffer de citrato de sodio (10 mM, 0.05%
Tween 20, pH 6) y se calento por 5 minutos. Las laminillas fueron lavadas con buffer de
solucion salina con tris (tris buffered saline, TBS pH 7.6, 0.1 % Tween). Posteriormente
los tejidos fueron blogueados con 10% de suero de cabra (Normal goat serum,
ThermoFisher Scientific, US), 0.025 % de Tween en TBS por 1 o 2 horas a temperatura
ambiente. Luego se aplicé el anticuerpo primario monoclonal especifico para distintas
isofromas de LN (Cuadro 3) diluido en TBS con albumina de suero bovino (1% bovine

serum albumin, BSA, SIGMA) y se dejo incubar toda la noche a 4 °C.

Para inhibir la actividad de la peroxidasa enddgena las muestras se incubaron durante
15 minutos con TBS con 3% de H20.. El anticuerpo secundario, conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP, por horseradish peroxidase), fue preparado a una
concentracion de 1: 500 de la misma forma que el anticuerpo primario (Cuadro 3) vy,
incubo durante 1 hora a temperatura ambiente. Como cromogeno y sustrato de la HRP
fueron usados 150 pl de diaminobencidina (DAB, ThermoFisher Scientific, US) o amino

etil carbazol (AEC, VECTOR laboratories) con H202 por laminilla.

Cuadro 3 | Anticuerpos utilizados

Concentracion Anticuerpo
utilizada secundario

Ln Anticuerpo primario IHC
Subunidad de Ln a3 1gG de ratdn anti- Ln a3 de humano (Invitrogen) 1uLAc:50
Anticuerpo
1gG de ratén anti- Ln a4 de humano (R&Dsystems 1 uL Ac:200 .
Subunidad de Ln a4 © ( y ) " secundario
anti IgG de
Subunidad de Ln 31 IgG de ratén anti- Ln B1 de humano (abcam) 1 L Ac:100 ratén
Subunidad de Ln 2 1gG de ratdn anti- Ln B2 de humano/rata/ chicken 1 4L Ac:100 conjugado
(R&Dsystems) con HRP
1gG de ratén anti- Ln y1 de humano/Rata (R&D R&D
Subunidad de Ln y1 . U / ( 1 pLAc:100 (
systems) systems)
Subunidad de Ln y2 1gG de ratdn anti- Ln y2 de humano (Invitrogen) 1 puL Ac:200
Subunidad de Ln y3 1gG de ratdn anti- Ln y3 de humano (LSBio- LifeSpan) 1 uL Ac:100
. 1gG de conejo anti- Ln a5 de ratén/rata/humano ] Anticuerpo
Subunidad de Ln a5 (abcam) 1 uLAc:100 ek
anti IgG de
Subunidad de Ln B3 1gG de conejo anti- Ln B3 de humano (abcam) 1 pL Ac:500 conejo
IgGd i-Lnald 5n (R&D 20 pL Ac:1000 Anticuerpo
Subunidad de Ln a1 '€ de rata anti- Ln al de raton ( systems) uL Ac: secundario
Subunidad de Ln a2 1gG de rata anti- Ln a2 de humano/ratén 8 pL Ac:1000 anttl [Z9es
rata
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Para determinar que el color no se desarrollara de forma inespecifica en cada
procedimiento se utilizaron, como control negativo, tejido sin anticuerpo primario pero
gue se sometieron a todo el protocolo. Una vez desarrollado el color, las muestras
fueron lavadas con diH20 y contra tefiidas con hematoxilina (VECTOR Hematoxylin H-
3404) y se montaron con un medio semi-permanente para IHC EcoMount (Biocare
Medical, US).

La ausencia o presencia de la inmunotincion fue observada en un microscopio optico
Zeiss Axio Lab Al. Con el programa Zen Wide Field; usando la camara axioCam ERc5s,
se tomaron micrografias a aumentos de 40X y 100X de MLVA (bronquios y
bronquiolos), MLVI (venas y arterias intrapulmonares) y otras estructuras pulmonares

como epitelio bronquial, parénquima y mesotelio.

5.5.1 Analisis de expresidén semi- cuantitativa de laminina (expresion por

intensidad de tincion)

El uso de cromoégenos en la IHC permite detectar facilmente la localizacién de una
proteina de interés dentro de los tejidos; sin embargo, la presencia de color sélo brinda
informacion sobre la presencia o ausencia del antigeno que se busca. Los analisis
semicuantitativos son métodos que permiten estudiar la expresion de una proteina, sin
cuantificarla directamente, y se basa en el hecho de que un aumento en la intensidad
de la tincién producida por el cromogeno esta directamente correlacionado con la
cantidad de proteina expresada en el tejido en condiciones normales (Nguyen, 2013;
Crowe, 2019).

Los andlisis semicuantitativos involucran el uso de un software, en este caso se utilizo
el programa Image J 1.48, que mide la intensidad de la marca de IHC de forma indirecta.
Antes de realizar la cuantificacion de la intensidad en los tejidos, el programa fue
calibrado para medir la intensidad en una escala de grises. De forma predeterminada
los pixeles en blanco, correspondientes a areas sin tejido, tiene un valor de 255 y los

pixeles negros de 0. Debido a que el programa se calibré en escala de grises las
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Figura 15. Andlisis semi- cuantitativo de la intensidad de marca en las inmunotinciones. a) Para medir la intensidad de
marca del cromdgeno en los tejidos el programa Image J fue calibrado para detectar el brillo u oscuridad en una escala de
grises. Se asigno una escala de valor numérico a lo largo de la escala de grises, siendo 255 para blanco y 0 para negro. b)
Las imdgenes tienen valores de brillo estdndar de 255 en sitios sin tejido; la contra tincion con hematoxilina y tinciones
especificas con diaminobencidina (DAB) o aminoetilcarbazol (AEC) tienen valores de intensidad variables segun la cantidad
de laminina presente. La cantidad de laminina oscurece los tejidos en microfotografias blanco y negro, por lo que toman
valores cercanos o menores de 255; las grdficas resultantes muestran una relacién inversamente proporcional al grado de
tincion. Sustrayendo la intensidad de marca al valor de intensidad mdxima en tejido sin tincion se obtiene la intensidad
reciproca, que se correlaciona positivamente con la intensidad de la tincion. Modificado de Nguyen, D. et al. Cancer InCytes.
2013; 2 (1): e. c¢) De las micrografias tomadas previamente se midio la intensidad de marca del MLVA y del MLVI, asi como
la presencia de laminina en otras estructuras.

micrografias tomadas anteriormente fueron convertidas a imagenes en escalas de
grises para su analisis (Fig. 15a). Al analizar los tejidos el programa asigno valores
intermedios entre 255 y 0 segun la intensidad del color (marca del cromdgeno). Las
areas contra tefiidas con hematoxilina representan el valor de “intensidad maxima”,
mientras que las areas de tejido tefiidas por la IHC representan el valor de “intensidad

de tincion”.

Dado que, a mayor intensidad de tincién las mediciones toman valores cercanos a 0
fue necesario calcular el valor de “intensidad reciproca (r)” que se correlaciona
positivamente con la intensidad de tincion, y se expresa como r = intensidad maxima -
intensidad de tincion (Fig. 15b) (Nguyen, 2013; Crowe, 2019).
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El valor de la intensidad reciproca sera referido como “intensidad de marca” o
“expresion” de laminina de forma indistinta en los resultados obtenidos, cabe mencionar
gue esta expresion es semi cuantitativa ya que el incremento en la intensidad de tinciéon
solo sugiere un incremento en la expresion cuantificable de laminina. La expresion de

laminina solo fue medida en el MLVA y en el MLVI.

5.6 Anédlisis estadisticos

Los datos de B antes y después de la inhalacion de OVA de cada cobayo fueron

analizadas mediante prueba de t pareada (a=0.05).

Las pruebas de respuesta méaxima (%IB) a la OVA (en cada reto), la hiperreactivadad
a histamina, el conteo celular y la intensidad de marca de laminina en el MLVA bronquial
y MLVI fueron analizados con ANOVA de 1 via, con prueba postHoc Bonferroni
(comparacion mudltiple) p<0.05 como minimo. Las barras que se muestran en las

distintas distribuciones reflejan el error estandar.
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6. RESULTADOS

6.1 Respuestas bronco-obstructivas a los retos antigénicos

Los cobayos sensibilizados a la OVA y fueron retados cada 10 dias con el antigeno y
en cada reto se obtuvo el porcentaje del iB méaximo alcanzado después del reto en
relacién con el IB basal. De acuerdo con el porcentaje de IB obtenido de los cobayos
fueron clasificados en dos grupos: R, si el IB superaba el 200% de la respuesta basal
en todos los retos antigénicos, y NR si todos los IB fueron menores al 200% del B
basal. Las respuestas al reto antigénico de los cobayos R, NR y controles en relaciéon

con su respectivo IB basal se muestran en la figura 16 y 17.
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Figura 16. Respuesta obstructiva antes y después de los retos antigénicos con ovoalbumina (OVA). Cada punto
representa un cobayo y el promedio de sus IB basales (12 valores registrados) y posteriormente el promedio que alcanzé
el IB después de los retos (no se muestra el error estdndar por cobayo) a. Control. Los animales controles se expusieron a
nebulizaciones de SSF. No mostraron incremento significativo en el /B. b. Respondedores (R). La obstruccién de la via aérea
aumentd de forma significativa después del reto antigénico con OVA. Andlisis de t pareado *p<0.001. c. No respondedores
(NR). La respuesta obstructiva no aumenté significativamente. Las barras corresponden al error estdndar. n= 6 cobayos
por grupo.
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Figura 17. Respuesta bronco-obstructiva mdxima alcanzadas después del reto antigénico en cobayos sensibilizados Los
valores corresponden al porcentaje de respuesta mdxima del indice de bronco-obstruccion (/B) obtenida después del reto
antigénico en cobayos sensibilizados en relacién al iB basal. Los cuadros negros representan el promedio de respuesta de
6 cobayos respondedores, clasificados. Asi debido a que el porcentaje de IB de las respuestas de este grupo fueron mayores
al 200% del IB basal. Por otro lado, los cobayos NR (tridngulos negros) y controles (circulos negros) no presentaron
aumentos significativos del [B después del reto antigénico o la nebulizacién con SSF. La linea roja representa el limite
(aumento en 200% del IB basal) para considerar el aumento de B como una respuesta obstructiva positiva provocada por
la inhalacién del antigeno. *p<0.05. ANOVA postHoc Bonferroni. Las barras representan el error estdandar. n= 6 cobayos
por grupo.

6.2 Reactividad de las vias aéreas. Los cobayos NR crdénicos no

presentan hiperreactividad de la via aérea.

La reactividad de la via aérea en el cobayo se determina al comparar la contraccion
inducida por un agonista antes y después de un reto antigénico (Bazan- Perkins, 2009).
Para evaluar los cambios en la reactividad de la via aérea en los grupos R, NR y
controles, en el doceavo reto antigénico se realizaron dos curvas dosis- respuesta con
histamina. La primera curva se realizé antes del reto con OVA y la segunda después
del reto. La administracion de histamina terminé cuando el iB alcanzo el 200% del iB

basal, dosis conocida como DP200.

La DP200 para los cobayos controles (Fig.18a) y NR (Fig. 18c) no mostraron diferencias

entre si. Contrario a esto, la DP200 después del reto antigénico con OVA fue menor en
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Figura 18. Reactividad de las vias aéreas de los cobayos ante curvas dosis-respuesta de histamina. La histamina fue
nebulizada en dosis crecientes y se registré el IB en cada dosis. a) Reactividad de las vias aéreas de cobayos controles. La
grdfica superior indica el cambio en el IB ante la nebulizacién de SSF. Debajo se muestran las grdficas de la primera y de la
segunda curva de histamina. La DP200 (concentracidn de histamina que induce un aumento del 200% en el [B basal) de
ambas curvas es muy similar. b) Reactividad de las vias aéreas de cobayos que muestran respuesta (R) obstructiva al
reto antigénico con ovoalbimina (OVA). La grdfica superior indica que los cobayos R tuvieron un aumento en el [B después
de la exposicion a OVA. Las grdficas inferiores muestran que la DP200 de histamina de la sequnda curva fue menor a la de
la primera curva, esto indica que los cobayos R son hiperreactores. c) Reactividad de las vias aéreas de cobayos no
respondedores al antigeno (NR). A diferencia de los cobayos control y R los animales NR muestran un ligero incremento
en el IB después de la exposicion a OVA. Sin embargo, al igual que los animales control la DP200 se mantiene en ambas
curvas dosis-respuesta de histamina. d) indice DP200 Post-OVA/ DP200 pre-OVA. Segtin este indice los valores menores a
1 (linea roja) indican que la DP200 usada en la segunda curva fue menor a la DP200 de la primera curva. Los cobayos R
tuvieron resultados por debajo de 1 lo que indica que son animales que presentan hiperreactividad. p <0.001 (ANOVA de
1 via, prueba postHoc: comparacion multiple de Bonferroni).
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cobayos R (Fig.18b). Al hacer la relacion DP200 post-OVA/ DP200 pre-OVA (Ramos-
Ramirez, 2013), sélo los cobayos R obtuvieron valores menores a 1, lo que indica que
hubo un aumento en la reactividad de las vias aéreas en este grupo, es decir, los
cobayos R presentaron hiperreactividad de la via aérea reactividad de las vias aéreas
(Fig. 18d).

6.3 Células inflamatorias en los cobayos Ry NR al reto antigénico

El incremento de células inflamatorias es una caracteristica de muchas enfermedades
cronicas en el pulmén que provocan remodelacion. Por lo descrito previamente por
Ramos- Ramirez (2013a), se sabe que los cobayos R tienen un perfil de células
inflamatorias Th2, que se caracteriza por presentar gran cantidad de eosindfilos, como
en el asma alérgica; mientras que los cobayos NR presentan células distintas, entre las
gue se encuentran linfocitos Thl, Treg y neutrdfilos.

En el presente estudio se observé que el LBA de los cobayos R y NR tienen mayor
namero de linfocitos (p<0.05) y neutrdfilos (p<0.05) en comparacion al grupo control,
mientras que el numero de eosindfilos solo fue significativamente mayor (p<0.001) en

los animales R (Fig. 19).
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Figura 19. Conteo celular diferencial en lavado bronco-alveolar (LBA). Micrografias representativas que muestran las
células con mayor presencia o caracteristicas de a) cobayos control, b) cobayos respondedores (R) y ¢) cobayos no
respondedores (NR) al reto antigénico. La grafica muestra las células encontradas en el LBA de los grupos estudiados. Se
contabilizaron un total de 200 células por laminilla. Previamente se habia realizado un boton celular con las células de LBA
a una concentracion de 1x10%/ml. ANOVA de 1 via, prueba postHoc: comparacion multiple de Bonferroni. n= 6 cobayos por
grupo. *Diferencia estadisticamente significativa p<0.05, **Diferencia significativa p<0.001. M: Macréfago, E: Eosindfilo,
N: Neutrdfilo.

6.4  Expresion de las isoformas de laminina (LN)

La laminina es una proteina heterotrimérica que puede llegar a expresarse de forma
monomeérica en condiciones patoldgicas o de reparacion. El estudio de la expresion de
las cadenas por separado podria sugerir qué trimeros 0 monomeros podrian estar
expresandose, co-expresandose y sobre expresandose en los tejidos.

Para determinar la expresion de las distintas isoformas de laminina en el MLVA 'y MLVI
se considero la intensidad de marca, y se refiere a la tincién producida por el cromogeno
por la presencia de laminina. La intensidad de marca puede tomar valores de 0 (menor
marca) a 255 (marca intensa) y es directamente proporcional a los cambios en la tincion
de laminina observados, ya que se basa en el hecho de que la intensidad de la tincién
producida por el cromoégeno esta relacionada a la cantidad de proteina expresada en el

tejido (Nguyen, 2013; Crowe, 2019); por este motivo al hablar de “expresién” de
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laminina se referird a la expresion semi cuantitativa llamada, intensidad de marca y

viceversa.

Adicionalmente, se identificé la presencia de laminina en otras estructuras como
parénquima (alveolos), epitelio de la via aérea y mesotelio; en estos la presencia de
laminina se referira como “Inmunolocalizacion de laminina” ya que no se realizaron
analisis cuantitativos. La presencia de laminina en las micrografias tomadas se observa
en tinciones con coloraciones rosa a rojo, para AEC, y de café claro a café oscuro, para

DAB, en caso de que la tincién sea dificil de percibir se sefial6 con flechas.

6.4.1 Isoforma LN a1

La expresion de LN a1 se localizé en el MLVA y MLVI de todos los grupos (color
rojo/rosa), aungue la inmunotincion fue distinta entre los grupos. En MLVA y MLVI de
cobayos R, el area ocupada por LN a1 es mas homogénea a la que se observa en los
cobayos NR y controles, donde la marca es mas aislada en MLVA y, en MLVI la

presencia de LN a1 forma franjas aisladas distribuidas por todo el masculo (Fig. 20a).

Visualmente, la LN a1 presenté una mayor tincion el MLVA y MLVI de los cobayos R,
mientras que, la tinciébn observada en el MLVA 'y el MLVI de los cobayos NR y controles
fue muy similar entre si (Fig. 20a). El analisis de la intensidad de tincion confirmé que
el aumento en la intensidad de marca, y por tanto de la expresion de LN a1, observado
en los cobayos R tuvo un aumento significativo (p<0.01) en comparacion con los grupos
controles y NR, tanto para el MLVA como para el MLVI, los cuales presentaron

expresion de LN a1 similares (Fig. 20b).

Otras estructuras donde se encontrd presencia de laminina fueron, el epitelio y el
parénquima de todos los grupos. De forma visual, se aprecia un incremento en la tincion

de estas estructuras en los animales R en comparacion a los otros grupos (Fig. 21).
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Figura 20. Expresion de la isoforma LN a1 en musculo liso de la via aérea (MLVA) y musculo liso vascular intrapulmonar
(MLVI). a. Las micrografias muestran la presencia de la proteina en color rosa o rojo segun la intensidad b. La intensidad
de la inmunotincion indica cuanta laminina se estd expresando. Los animales respondedores (R) tuvieron una intensidad
mayor en MLVA bronquial y MLVI en relacion de los controles y NR (p<0.01). Cromdgeno usado: AEC. Aumento: 40x,
barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um. ANOVA 1 via. PostHoc
Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadisticamente significativa p<0.05, **Diferencia estadisticamente
significativa p<0.01.
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Figura 21. Inmunolocalizacion de la isoforma LN a1l en epitelio de la via aérea y parénquima. Se tomaron micrografias
de epitelio bronquial y parénquima para observar la presencia de Ln al en otras estructuras, y determinar si hay posibles
cambios en estas. Se observa que hay ligera tincion en el parénquima de cobayos controles y NR, pero hay un incremento
en los modelos respondedores. Las micrografias muestran la presencia de la proteina en color rosa o rojo segun la
intensidad. Cromdgeno usado: AEC, Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.

6.4.2 Isoforma LN a2

La presencia de LN a2 so6lo fue observada en el MLVA y MLVI en cobayos R. El grupo
control presentd poca o nula tincion para esta cadena de laminina y, los cobayos NR
no presentaron expresion de LN a2 en ninguno de los musculos lisos analizados (Fig.
22a). La simple presencia de LN a2 de forma exclusiva en los cobayos R indica que
hay una diferencia en la expresiéon de esta subunidad en los grupos estudiados,
adicionalmente, esta diferencia mostrd ser significativamente mayor (p<0.05) en el
MLVA y MLVI del grupo R (Fig. 22b).

Algunas células epiteliales y el parénquima de los cobayos R también mostraron
expresion de Ln a2 (Fig. 23).
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Figura 22. Expresion de la isoforma LN a2 en musculo liso de la via aérea (MLVA) y musculo liso vascular intrapulmonar
(MLVI). a. Micrografias del MLVA y MLVI de los animales control, respondedor (R) y no respondedor (NR), la presencia de
LN a2 se observa en color rosa o rojo segun la intensidad. El grupo control muestra una ligera tonalidad rosada, mientras
que en el grupo R la marca es mucho mds intensa en ambos musculos lisos. No se encontrd presencia en los animales NR.
b. La intensidad de marca en los animales R es significativamente mayor (p<0.05), en MLVA y MLVI. Cromdgeno usado:
AEC, Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um ANOVA
1 via. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadisticamente significativa p<0.05.
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Figura 23. Inmunolocalizacion de la isoforma LN a2 en epitelio de la via aérea y parénquima. El epitelio y parénquima
de los animales respondedores muestra una ligera tincion. Las micrografias muestran la presencia de la proteina en color
rosa o rojo segun la intensidad. Cromdgeno usado: AEC, Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.

6.4.3 Isoforma LN a4

Las IHC realizadas para esta isoforma no mostraron tincion en ninguna de las
estructuras observadas en ninguno de los grupos (Fig. 24). De forma interesante la
expresion de esta proteina se encontro en el mesotelio del pulmon; el mesotelio es una
capa de epitelio simple seguido de MEC que recubre los 6rganos de la cavidad
peritoneal y cuya funcién es el soporte, regulacién inmune y transporte de moléculas
(Ross, 2011).

En la figura 25 se muestran micrografias de esta estructura en los animales controles
(a), no respondedores (b) y respondedores (c y d). Los cobayos controles y NR
muestran una distribucion de la proteina de forma muy similar, al igual que la morfologia
del mesotelio. Por otra parte, la marca de Ln a4 en animales respondedores se ve
mucho mas amplia y la forma del epitelio pasa de ser plano a presentar una forma de

células cubicas.
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Figura 24. Expresion de la isoforma LN a4 en musculo liso de la via aérea (MLVA) y musculo liso vascular intrapulmonar
(MLVI). Las microfotografias muestran distintas estructuras en el pulmdn, pero no se observa inmunoreactividad para la
proteina. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.
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Figura 25. Inmunolocalizacion de la isoforma LN a4 en mesotelio pulmonar. a. Mesotelio control. La marca que se
observa en el epitelio se sefiala con flechas (100x). b. mesotelio de un modelo no respondedor (NR). La morfologia del
mesotelio (epitelio y MEC) se aprecian de forma similar a lo observado en los animales controles (100X). c. mesotelio de
un modelo respondedor (R). La marca de LN a4 se aprecia a lo largo de todo el mesotelio como una linea roja (10x). d.
acercamiento del mesotelio de un modelo R. Tanto en la morfologia del epitelio como en el grosor de la MEC subyacente
se aprecia un incremento de tamafio (100x). Cromdgeno usado, AEC. Lineas de escala: 200 um con aumento de 10x (c) y
25 um a 100x (a, b, d).

6.4.4 lIsoforma LN B3

La isoforma de LN 33 se expreso en todos los grupos, tanto en MLVA como en el MLVI
(Fig. 26a). Debido a que en la IHC se us6é DAB como cromégeno, la tincidén desarrollada

se observ6 de color café.

El MLVA mostr6 una intensidad de marca similar en el grupo control y en los animales
R, en cambio, los cobayos NR mostraron un incremento significativo (p<0.01) en la
expresion de LN B3 (Fig. 26b), desarrollando un color mas oscuro. Por otro lado, la
expresion de LN B3 en MLVI incrementé en los modelos R (p<0.01) y NR (p<0.01),
siendo en este Ultimo grupo donde se expresé hasta con el doble de intensidad

comparada con los animales controles y R (Fig. 26b).

Los musculos lisos bronquial y vascular fueron los Unicos sitios donde se expreso LN

B3 ya que no hubo tincién en epitelio bronquial ni parénquima (Fig. 27).
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Figura 26. Expresion de la isoforma LN 83 en musculo liso de las vias aéreas (MLVA) y musculo liso vascular
intrapulmonar (MLVI). a. Micrografias representativas del MLVA y MLVI de los cobayos controles, respondedores (R) y no
respondedores (NR). El incremento de laminina en el MLVA y MLVI del grupo NR es observable a simple vista. También se
observa incremento en el MLVI del grupo respondedor en comparacion de los controles. b. El incremento de la intensidad
de marca es significativo (p<0.01) en el MLVA y MLVI del grupo NR, y en el MLV de los cobayos R (p<0.05). Cromdgeno
usado: DAB. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.
ANOVA 1 via. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadisticamente significativa p<0.05, **Diferencia
estadisticamente significativa p<0.01.
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Figura 27. Inmunolocalizacion de la isoforma LN 83 en epitelio de la via aérea y parénquima. No se observé presencia
de laminina en epitelio o en parénquima de los grupos. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.

6.4.5 lIsoforma LN yl

Todos los grupos presentaron expresion de LN yl en el MLVA y el MLVIL.
Visualmente, la expresion de LN y1 en el MLVA de cobayos controles y R fue similar.
El analisis de la intensidad de marca, indica que no hay aumento significativo LN y1
en ningun modelo (p<0.05) (Fig. 28b). Los cobayos NR tuvieron una intensidad de

marca similar a la del grupo control, pero la laminina sélo se encuentra en algunas
regiones del MLVA (Fig. 28a).

La intensidad de marca de LN y1 en MLVI en el modelo R y NR fueron similares, y
con un incremento significativo (p<0.05) en su expresién en comparaciéon al grupo
control, donde no hay expresion de LN y1 en el musculo liso, pero si en endotelio
(Fig. 28a y b).

Esta subunidad de laminina se encuentra distribuida de forma mas amplia en el pulmon;
en la figura 29 se muestra la expresion de LN y1 en epitelio y parénquima. Las células
epiteliales del grupo R muestra ligera tincién para esta proteina, mientras que, en el

parénquima, de todos los grupos, se observa una expresion similar de la proteina.
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Figura 28. Expresién de la isoforma LN y1 en musculo liso de la via aérea (MLVA) y musculo liso vascular intrapulmonar
(MLVI). a. Las micrografias muestran la distribucién de LN y1 en el MLVA y MLVI de cobayos controles, respondedores (R)
y no respondedores (NR). La expresion de LN y1 en MLVA del grupo control es similar a lo observado en los R. Los animales
NR parecen no tener presencia de esta proteina, sin embargo, la flecha negra muestra una zona con una ligera tincién. En
el MLVA el grupo Ry NR mostraron una expresion parecida, mientras que en el control sélo se observa una linea roja en el
endotelio (flecha negra). b. La intensidad de LN y1 en el MLVA es parecida en controles y R, y, mayor en comparacion al
grupo NR (p<0.05) quienes no presentan expresion de esta proteina. En el MLVI la expresion es mayor en los cobayos R y
NR (p<0.05). Cromdgeno usado: EAC, Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de
escala equivalente a 25 um. ANOVA 1 via. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadisticamente
significativa p<0.05.
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Figura 29. Inmunolocalizacion de la isoforma LN y1 en epitelio de la via aérea, parénquima y mesotelio. No se observo
presencia de laminina en epitelio o en parénquima de los grupos. Cromdégeno usado: AEC. Aumento: 100x, barras de escala
equivalente a 25 um.

El mesotelio también present6 expresion de LN y1.

6.4.6 Isoforma LN y2

Intensidad de marca

La isoforma de LN y2 se expreso de forma similar en el MLVA y MLVI en todos los
grupos (Fig. 30a); la intensidad de marca no mostré6 ninguna diferencia significativa
entre los grupos (Fig. 30b).

Otra estructura que presento tincion de LN y2 fue el epitelio de los cobayos Ry NR (Fig.
31).
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Figura 30. Expresion de la isoforma LN y2 en musculo liso de la via aérea (MLVA) y musculo liso vascular intrapulmonar
(MLVI). a. Micrografias representativas de la expresion de LN y2 en MLVA y MLVI observada en cobayos controles,
respondedores (R) y no respondedores (NR). b. La expresion de LN y2 en el MLVA y MLVI de todos los grupos fue similar.
Cromdgeno usado: AEC. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 um. Aumento: 100x, barras de escala equivalente
a 25 um. ANOVA 1 via PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadisticamente significativa p<0.05.
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Figura 31. Inmunolocalizacion de LN y2 en epitelio de la via aérea y parénquima. Se observa una ligera tincion de LN y2
en el epitelio de los cobayos R y NR (flechas negras). No se encontré expresion de LN y2 en el parénquima de los grupos
estudiados. Cromdgeno usado: AEC. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 um.

6.4.7 Otras isoformas de laminina

Las subunidades LN a3, a5, B1 y y3, no mostraron una inmunotincién positiva en
ninguna de las estructuras analizadas, por lo que no se incluyeron las imagenes ni el

analisis de la intensidad de marca y proporcion.

6.5 Expresion de las isoformas de laminina y los posibles trimeros de
laminina en cobayos controles, Ry NR

Previamente, por IHC, se ha comprobado que LN B2 se expresa en animales controles,
R y NR, siendo estos ultimos los que presentaron una mayor intensidad de tincion
(Pacheco- Alba, 2016). Por lo que, junto con los resultados obtenidos en este trabajo
se sabe que de forma normal (controles), el MLVA expresa (debido a que tuvo una
tincion de IHC positiva) las isoformas LN a1, LN a2, LN 2, LN B3, LN y1 y LN y2 (Fig.
32, Control). Por la expresion de estas isoformas en el tejido podria sugerirse que estén
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Figura 32. Expresion y localizacion de distintas isoformas de laminina en distintas estructuras del pulmon de cobayos
controles, respondedores (R) y no respondedores (NR) al reto antigénico. La imagen muestra las distintas estructuras
pulmonares analizadas: musculo liso de la via aérea (MLVA), musculo liso vascular intrapulmonar (MLVI), parénquima
(alveolos) y mesotelio; asi como las isoformas que se encontraron expresadas en dicha estructura y los posibles trimeros de
laminina formados. En cobayos respondedores (R) y no respondedores (NR) solo se indican las isoformas que fueron sobre
expresadas (N aumento en la expresion por intensidad de marca o ™ cuando el incremento fue aun mayor). También se
indican las caracteristicas de cada grupo. Controles. De forma normal el MLVA expresa LN al, LN a2, LN 82, LN 83, LN y1y
LN y2, que podrian formar los trimeros Ln 121y Ln 221. En el MLVI se expresan las mismas isoformas a excepcion LN y1 por
lo que no es posible sugerir la expresion de un trimero. El endotelio y el parénquima probablemente expresan Ln 121 ya que
se encontraron las tres isoformas. El mesotelio expresa LN a4 y LN y1. Respondedor. En el grupo R el MLVA presenta
hiperreactividad (formas amarillas), el MLVI presenta hiperplasia (figuras naranjas) infiltracion de células Th2, Thl7 y
eosindfilos. El MLVA tuvo incremento en la intensidad de marca LN a1, LN a2 y LN 82. Por otro lado, el MLVI presento sobre
expresion de LN a1, LN a2, LN 83 y LN y1, al igual que en el MLVA no se puede asegurar que se encuentran en trimeros o no.
No respondedores. Las cadenas Ln 82 y Ln 83 tuvieron un incremento en el MLVA y MLVI, mientras que Ln y1 sdlo se
incremento en MLVI de este grupo.

formando trimeros Ln 121 o Ln 221, sin embargo, esta es solo una suposicion y son
necesarios mas estudios para asegurarlo.

El MLVI expreso las mismas cadenas que el MLVA a excepcion de la LN y1, que sélo
se encontr6 en el endotelio. Por la falta de expresion de LN y1 sobre este masculo no
se puede sugerir la expresion de algun trimero (Fig. 32, Control).

Finalmente, el parénquima expresa principalmente Ln 121 mientras que el mesotelio
LN 4y LN y1 (Fig. 32, Control).

Los resultados obtenidos en el analisis de la expresion de laminina en los modelos Ry
NR muestran que los mayores cambios observados son incrementos en la intensidad

de tincion de algunas isoformas de laminina, en el MLVA y MLVI (Fig. 32).
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Los cobayos R tuvieron incrementos en la tinciéon de isoformas de laminina LN a1, LN
a2y LN B2enel MLVAyde LNa1, LN a2, LN B3y LN y1en el MLVI. Por otro lado, los
cobayos NR, presentaron incrementos de isoformas de laminina LN 2 y LN 33 en el
MLVA y MLVI, este dltimo también tuvo incremento de LN y1. Por las isoformas sobre
expresadas en cobayos R y NR no se puede sugerir la sobre expresion de una trimero.

Estos resultados fueron con base a estudios semi- cuantitavos, evaluando la intensidad
de tincion, los cuales solo sugieren que hay un incremento en la expresion de algunas
isoformas de laminina y, por tanto, el aumento en la expresion (cuantitativa) debe ser

confirmados con otras técnicas.
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7. DISCUSION

7.1 Respuestas bronco-obstructivas a los retos antigénicos en el
modelo Ry NR

En los cobayos sensibilizados se observaron dos respuestas bronco-obstructivas
después de cada reto antigénico. Una de estas, fue la “respuesta tipica”, donde los
animales sensibilizados presentaron aumentos en el IB después del reto antigénico,
cobayos R, y otro grupo que no presenté obstruccion después del reto antigénico,
cobayos NR. La evaluacion de la hiperreactividad de la via en estos modelos crénicos
mostré que los cobayos R y NR no tienen la misma respuesta a la histamina. Los
cobayos R presentan hiperreactividad de la via aérea, es decir, el MLVA necesita una
concentracion menor de histamina para contraer, mientras que los cobayos NR no son
hiperreactores.

El tipo de células inflamatorias encontradas en el LBA de los cobayos R y NR muestra
gue ambos grupos tienen incrementos en el nimero de linfocitos infiltrados, pero
diferencias en otros tipos celulares. En el LBA de los cobayos R hay un incremento del
namero de eosinoéfilos, mientras que, en los cobayos NR predominan los neutrofilos.
Las caracteristicas observadas en los cobayos R y NR se ajustan a los modelos
descritos por Ramos-Ramirez (2013): los cobayos R, tienen incrementos en el iB
después del reto antigénico, hiperreactividad de la via aérea e incremento en
eosindfilos, lo cual también se ajusta a los modelos de asma alérgica, por otro lado, los
cobayos NR, no tienen incremento en el iB después del reto, no son hiperreactores y
predominan los neutréfilos en el LBA. Cabe mencionar que el tipo de linfocitos infiltrados

en los grupos no fue determinado.

7.2  Expresion de las isoformas de laminina por IHC en cobayos

Las inmunotinciones realizadas para las isoformas LN a3, LN a5, LN 1 y LN y3 no

mostraron una tincion positiva que indicara la presencia de dichas isoformas. En un
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estudio paralelo (datos y resultados no mostrados), los anticuerpos para LN a5y LN (31
han mostrado reactividad con estas isoformas en LBA y sueros sanguineos, esto
sugiere que los anticuerpos si reconocen las isoformas de laminina y que,
probablemente, la falta de deteccidn en tejido sea debido a que no se exprese en el
MLVA 'y MLVI o su deteccién sea dificil en tejido. Por otro lado, los anticuerpos para LN
a3, LN y3 no mostraron deteccion en ninguno de los casos por lo que podria no haber
expresion de estas isoformas o podria deberse a los anticuerpos utilizados. En vista de
gue este estudio también busca determinar la presencia de isoformas de laminina en el
pulmon de cobayos no se contd con informacion previa respecto al uso de anticuerpos
0 presencia previa de laminina, de manera que en aquellos anticuerpos que no tuvieron
reaccion ahora se puede optar por otras alternativas. No obstante, se logro identificar
un gran numero de isoformas de laminina en diversas estructuras pulmonares, ademas
de cambios en la presencia de las isoformas de laminina que podrian asociarse a los

cobayos Ry NR.

La IHC es una técnica muy util que permite hacer un primer acercamiento a la expresion
de laminina en el pulmon de los cobayos, los cuales son un modelo muy utilizado para
diversas enfermedades. La intensidad de tincion generada analizada por métodos semi
cuantitativos (que no cuantifica de forma directa la cantidad de proteina), posibilita hacer
una aproximacion del comportamiento de la presencia de laminina, tras el aumento de
la marca positiva de la tincion en los grupos estudiados. Un aumento en la tincién ha
sido asociada a un posible aumento en la expresion de la proteina de interés (Nguyen,
2013; Crowe, 2019), sin embargo, hay que tener en cuenta que la intensidad de marca
generada en la IHC puede variar por diversos factores, entre los cuales se encuentran:
la concentracién y marca del anticuerpo, los tiempos de incubacion, métodos de
recuperacion antigénica y los cromogenos utilizados, por lo que es necesario hacer
estudios cuantitativos para reafirmar estos datos. De manera interesante, al
homogeneizar estos factores en cada IHC para cada isoforma de laminina realizada en
este trabajo se observaron patrones en las tinciones, los cuales son discutidos en el

siguiente contenido.
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7.3 Las isoformas de laminina se expresan principalmente dentro del
MLVA y MLVI

Con los resultados obtenidos se pueden hacer dos observaciones principales respecto
al incremento de isoformas de laminina en los cobayos R y NR: la primera es que, de
forma interesante, pareciera que estads isoformas se incrementan de forma
monomeérica, ya que las isoformas acompafantes, con las que forma trimero, no se
incrementaron de la misma manera (Fig. 32), la segunda es que la laminina pese a ser
una glicoproteina de MB parece estar expresandose dentro de las células del MLVA 'y
el MLVI, ya que la tincién no se limita a la periferia de los miocitos si no que abarca toda
la células como se puede apreciar en las imagenes correspondientes a las IHC.
Respecto a estos puntos se sabe que la sobreproduccién de una sola isoforma de
laminina, sin otras cadenas con la que forma trimero es conocida como “produccion
descoordinada” y ha sido reportada en diversos trabajos donde, mediante IHC analizan
la expresién de laminina en pacientes con padecimientos como asma alérgica,
ocupacional, estacional, no alérgica y EPOC (Kawa, 2005; Kranenburg, 2006; Altraja,
1996). Esta produccién descoordinada de isoformas de laminina es “comun”
principalmente en procesos patologicos por ejemplo en fibrosis, remodelacion o cancer,
donde se asocian a cambios funcionales del tejido (Kawa, 2005). Por otro lado, la sobre
produccion de una cadena no indica que esté siendo secretada, y no son aislados los
estudios que sefialan que estas isoformas se acumulan en el citoplasma del epitelio y
del MLVA donde tienen efectos aun poco entendidos, pero indican que podrian estar
relacionados con aumentos en la supervivencia y cambios en la distensibilidad del
MLVA (Kawa, 2005; Kadoya, 1989; Takahasi, 2002; Szelachowska, 2006; Yick, C.
2012, Tunga, 2000).

Otras investigaciones sefialan, de manera general, que los efectos por la acumulacion
de elementos de MB y MEC dentro del MLVA depende de la proteina o glicoproteina
sobre expresada, y que algunos de estos incrementos en individuos con asma se
relacionan con la severidad de la enfermedad, aunque, por el poco conocimiento de
este proceso, estas ideas continlan en debate (Parameswaran, 2006; Yick, 2012;
Araujo,2008; Slats, 2008). En este sentido, con los resultados obtenidos el aumento de

distintas isoformas de laminina encontradas dentro del MLVA y MLVI también parecen
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estar asociadas a los cambios en las respuestas fisioldgicas observadas en ambos

grupos, ya que los cobayos R y NR tienen incrementos en distintas isoformas.

7.4 Las isoformas de laminina expresadas en cobayos R y NR estan
asociadas a distintas posibles funciones

Los cobayos R y NR presentan distintas caracteristicas inmunoldgicas vy fisiologicas
ante los retos antigénicos, adicionalmente, en este trabajo se muestra que el aumento
de distintas isoformas de laminina es otra diferencia entre ambos grupos. Aunque se
desconoce la razén de este acontecimiento, una posible razén es que la respuesta de
células inmunoldgicas que muestra cada modelo (R con linfocitos Th2 y eosinéfilos; NR

con Treg+ y neutrofilos) puede regular la sobre produccion de distintas cadenas.

A pesar de que aun se desconoce la funcién de las lamininas en el pulmon, tanto en
trimero como en mondémero, se ha logrado conocer mucho sobre su posible funcion en
el pulmén adulto a partir de su expresion en distintas etapas del desarrollo o con
modelos experimentales (Nguyen, 2006). La expresion de distintas cadenas
observadas en los resultados obtenidos en cobayos R y NR junto con los datos
aportados en otros trabajos indicas que el incremento de distintas isoformas en los
grupos de cobayos podria contribuir de forma distinta a las respuestas fisiolégicas
observadas en ambos grupos; aumentando la contraccion del MLVA en cobayos R y

disminuyendo la contraccion en cobayos NR.

7.4.1 Los cobayos R sobre expresan principalmente isoformas LN a1y LN
a2 en MLVA y MLVI

Diversas investigaciones indican que la expresion de las isoformas de laminina LN a2
y LN a1 se restringen al desarrollo (datos contradictorios) pero, mientras que, LN al es
esencial para la formacion del pulmén, la ausencia de LN a2 no provoca afectaciones

en el mismo (Burgastaller, 2017; Virtanen, 1996; Pierce, 2000; Nguyen, 2006; Schuger,
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1997). Los resultados obtenidos muestran que los cobayos controles expresan LN a1,

y LN a2, pero hay incremento estas isoformas en cobayos R.

El aumento de LN a2 y LN a1 encontrado concuerda con algunos trabajos que
reportaron aumento de estas cadenas en personas con asma alérgica crénica y en
modelos animales de alergia, sin embargo, estos estudios reportan dicho aumento en
MB subepitelial y no en musculo liso, como se encontro en los resultados obtenidos. La
informacion de la expresion de LN a1 es contradictoria, por ejemplo, Altraja (1996), por
IHC, reporté el aumento de LN a1 en MB subepitelial, vasos sanguineos y musculo liso
de pacientes con asma estacional, ocupacional y alérgica (cronica), mientras que Kawa
(2005), en un estudio similar, mencioné que soOlo habia una tincion ligera en la
membrana basal en pacientes de asma alérgica, pero en sujetos sanos esta cadena no
se expresa (Kawa, 2005; Altraja, 1996; Christie, 2004).

El aumento de las isoformas LN al y LN a2 encontrados en el MLVA de los cobayos R
puede estar relacionado con la hiperreactividad observada en estos cobayos ya que

ambas isoformas han sido asociadas al mantenimiento y la contraccion del MLVA.

La sobre expresion de LN a1 se ha asociado a procesos de remodelacion en pacientes
con asma (Amin, 2005; Christie, 2004; Altraja, 1996), durante los cuales se cree que
podria tener funciones similares a las que regula en el desarrollo, por ejemplo, se sabe
gue durante el desarrollo LN al es fundamental para mantener la organizacién del
MLVA (Hirts, 2000; Dekkers, 2007; Schuger, 1997). Probablemente, el aumento de esta

subunidad esté manteniendo la organizacion del MLVA y MLVI de los cobayos R.

Por otra parte, diversos estudios han resaltado la importancia de LN a2 en los musculos
lisos més alla del desarrollo. En cultivos celulares la expresion de esta cadena coincide
con la diferenciacion de células mesenquimales a miocitos (Relan, 1999; Bejag, 2002).
Mientras que en las células musculares lisas maduras, la presencia de LN a2 es
suficiente para promover la supervivencia del masculo liso debido a que promueve la
acumulacion de proteinas anti-apoptéticas (Tran, 2013; Tran 2006). Adicionalmente,
esta cadena es esencial para la contraccion del musculo liso en ratones sensibilizados
ya que los ratones Lama2”’-, no presentaban respuestas bronco-obstructivas después

los retos antigénicos y no tienen hiperreactividad del MLVA (Tran, 2006; Tran, 2013).
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En este sentido, la sobreexpresion de LN a2 en el MLVA de los cobayos R podrian
promover o facilitar el aumento de las respuestas bronco-obstructivas y la
hiperreactividad de la via aérea después de los retos antigénicos. En tanto, la
sobreexpresion en el MLVI puede estar mediando la supervivencia de las células
musculares, mientras que los factores de crecimiento presentes durante la

remodelacion, como TGF- B, inducen su proliferacion.

7.4.2 Los cobayos NR sobre expresan principalmente isoformas LN B2 y
LN B3 enel MLVAy MLVI

Las investigaciones sobre la expresion y funcion de las isoformas de laminina LN B2 y
LN B3 durante el desarrollo indican que no son isoformas esenciales para la formacion
del pulmén debido a que los ratones knock out de LN B2 nacen sin defectos en el
pulmon y modelos knock out de LN B3 no han sido desarrollados. (Nguyen 2006;
Gesdorff, 2005). De acuerdo con los resultados obtenidos los cobayos expresan ambas
isoformas de forma normal (controles), pero el grupo NR muestra un claro incremento

de estas.

Estudios en humanos han reportado incrementos de LN B2 en MB subepitelial de
pacientes con asma alérgica y no alérgica (Kawa, 2005; Altraja, 1996); pero también se
ha encontrado acumulacion en el MLVA de pacientes con diversos tipos de asmay en
pacientes con EPOC (Altraja, 1996; Kranenburg, 2006). Los trabajos que han reportado
sobre-expresion de esta isoforma dentro del MLVA mencionan que la acumulacion de
LN B2 en el MLVA tiene mayores efectos fisiologicos que la acumulada en la MB
subepitelial, observada en pacientes con asma (Altraja, 1996; Kawa, 2005), debido a
gue la cantidad de LN 32 acumulada en la MLVA se correlaciona directamente con el
decremento del volumen de aire espirado (FEV1), por generar una mayor resistencia
en la expansiéon del MLVA en pacientes con EPOC, contribuyendo con el deterioro de
la funcién pulmonar (Kranenburg, 2006). De manera interesante los cobayos NR que
no presentan hiperreactividad presentaron mucha mas acumulaciéon de LN B2 en el
MLVA, en comparacion con los cobayos R, por lo que podria aumentar la resistencia

del MLVA en los cobayos NR, evitando su contraccion.
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Por otro lado, la LN B3 ha sido poco estudiada debido a que no se han reportado
cambios importantes y no es una isoforma crucial para el desarrollo del pulmén, por lo
que la expresion de LN B3, o LN a3 y LN y2 (isoformas que forman trimero con LN B3)
en el pulmdn adulto ha sido atribuida a procesos de reparacion en respuesta al dafio o
en procesos de enfermedades pulmonares como asma o tumores (Nguyen 2006;
Gesdorff, 2005). Contrario a esto, en estudios mas recientes sefialan que es comun la
presencia de mRNA de LN 33 en pulmones de ratones adultos sanos, siendo la tercera
isoforma (en cantidades de mRNA) méas abundante, por lo que no solo se expresa

durante el dafo (Burgasteller, 2015).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la expresion de LN B2 y LN 33
es normal en el MLVA y MLVI de los cobayos, sin embargo, hay un incremento
facilmente observable en la expresidon de esta cadena en los animales NR que pueden
estar asociadas a la reduccion en la funcion pulmonar como se reporto en los humanos
con EPOC y asma con bajos niveles de FEV1 y distensibilidad (Nguyen, 2006; Altraja,
1996; Kawa, 2005, Kranenburg, 2006). , ademas de que su sobre produccién puede ser

resultado del proceso de dafio y reparacion.

7.4.3 Laisoforma LN y1 se incremento6 sélo en el MLVI de cobayos Ry NR

El incremento de LN y1 ha sido reportado en pacientes con diversos tipos de asma,
principalmente en la MB subepitelial (Altraja, 1996; Kranenburg, 2006; Kawa, 2005). La
expresion de la isoforma de LN y1 solo fue observada en el MLVI de ambos modelos,
gue tiene como caracteristica ser proliferativo. Debido a que solo se expresé en el MLVI,
esta isoforma podria tener un papel fundamental para la proliferacion.
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8. CONCLUSION

Los cobayos R y NR cronicos muestran incrementos de distintas cadenas, y

posiblemente trimeros, de laminina, principalmente en el MLVA y MLVI.

La diferencia de isoformas de laminina podria contribuir con la diferencia en las
respuestas fisioldgicas obstructivas en MLVA y MLVI en los cobayos R y NR: en el
modelo R el incremento de LN a1 y LN a2 podrian estar facilitando y manteniendo
fenotipos contractiles en el MLVA y supervivencia de células del MLVI, mientras que la
acumulacion de LN B2 y LN B3 en el MLVA de cobayos NR podrian contribuir con el
incremento en la resistencia del MLVA, impidiendo la contraccién e hiperreactividad y
la remodelacion del MLVA y MLVI.
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