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RESUMEN  

 

La laminina es una glicoproteína heterotrimérica, abundante en membrana basal (MB), 

compuesta por una cadena α, de la cual hay 5 isoformas: LNα1, LNα2, LNα3, LNα4 y 

LNα5, una cadena β y una cadena γ, con tres isoformas cada una: LNβ1, LNβ2 y LNβ3, 

y LNγ1, LNγ2 y LNγ3 respectivamente. En el pulmón la laminina se encuentra, 

principalmente en la MB subepitelial y en el intersticio que rodea al músculo liso de la 

vía aérea (MLVA) y al músculo liso vascular intrapulmonar (MLVI), donde interactúa con 

receptores celulares regulando diversas funciones, como la supervivencia y la 

contracción. Los pacientes y animales modelos de asma, se caracterizan por presentar 

modificaciones de elementos de la MB y cambios fisiológicos en el MLVA y en el MLVI. 

Aún es poco conocido como los elementos de la MB modifican el comportamiento del 

músculo liso, los cambios en alguna isoforma de laminina podrían estar asociada con 

cambios fisiológicos del músculo. 

Para evaluar la expresión de laminina y los cambios en el músculo liso, se usaron 

cobayos, los cuales fueron sensibilizados con ovoalbúmina (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-obstrucción después del reto 

antigénico, hiperreactividad del músculo liso a la histamina, remodelación del MLVI y 

respuestas de linfocitos Th2 y eosinófilos, y los cobayos no respondedores (NR), que 

no presentan respuestas bronco-obstructivas ante el reto antigénico, hiperreactividad, 

ni inflamación Th2, pero sí remodelación del MLVI y presencia de neutrófilos. De estos 

grupos se obtuvo tejido pulmonar, donde se analizó la presencia de las distintas 

isoformas de laminina en el MLVA y MLVI mediante inmunohistoquímicas (IHC). La 

intensidad de tinción 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 tinción de isoformas LNα1 (p<0.01), LN α2 (p<0.05) en ambos 

músculos lisos, y LN γ1 (p<0.05) en MLVI. Por otro lado, en los cobayos NR, 

principalmente se observó un incremento en la intensidad de tinción de LN β2 y LN β3 

(p<0.01) en MLVA y MLVI. El incremento en la intensidad de tinción de distintas 
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isoformas de laminina en MLVA y MLVI en los grupos R y NR, sugiere que puede haber 

un incremento en la expresión (cuantificable) de la cantidad de laminina en los músculos 

lisos, aunque es necesario realizar otros estudios para asegurarlo. Por otra parte, el 

MLVA y MLVI de cobayos R y NR, que presentan diferencias fisiológicas, tiene 

incrementos en la tinción para distintas isoformas de laminina; esto sugiere que las 

isoformas de laminina pueden estar relacionada con las distintas respuestas fisiológicas 

de contracción que se observan en estos grupos. LNα1 y LN α2 han sido relacionadas 

con la supervivencia y contracción, por lo que la sobre expresión observada en los 

grupos R podría facilitar la contracción el MLVA. Por otro lado, la acumulación de LN 

β2 y LN β3 parece estar más relacionada con el aumento de la distensibilidad del MLVA, 

por lo que su acumulación en MLVA puede evitar su contracción y por tanto evitar la 

hiperreactividad en el modelo NR. 
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ABSTRACT 

Laminin is a heterotrimeric glycoprotein, abundant in the basement membrane (BM), 

composed of an α chain, of which there are 5 isoforms: LNα1, LNα2, LNα3, LNα4 and 

LNα5, a β chain and a γ chain, with three isoforms each. one: LNβ1, LNβ2 and LNβ3, 

and LNγ1, LNγ2 and LNγ3 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 LNα1 (p<0.01), LN α2 

(p<0.05) in both smooth muscles, and LN γ1 (p<0.05) in IVSM. On the other hand, in 

NR guinea pigs, mainly an increase in the staining intensity of LN β2 and LN β3 (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 β2 and LN β3 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. LNα1 and 

LN α2 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 β2 and LN β3 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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Vías aéreas 

 

Las vías aéreas, o respiratorias, son una serie de conductos continuos y ramificados 

que tienen como principal función la captación y conducción del oxígeno en el aire 

inspirado hasta la zona de intercambio gaseoso y posteriormente la eliminación de 

dióxido de carbono producido por el metabolismo celular del organismo. 

Anatómicamente se dividen en vías aéreas superiores e inferiores (Fig. 1a) (Gaga, 

2001; Mindt, 2018). Histológicamente, las vías aéreas inferiores están 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 glándulas, 3) la 

capa cartilaginosa (abundante en tráquea) 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 vías aéreas son capaces de responder a diferentes estímulos llevando a cabo 

diversas respuestas; la secreción de moco, el inicio de respuestas inflamatorias y la 

contracción del músculo liso de las vías aéreas (MLVA) son las respuestas 

fisiológicamente más notables (Gaga, 2001; Ross, 2011).  

 

1.2 Participación del músculo liso de la vía aérea (MLVA) en la 

respuesta de contracción 

 

El MLVA mantiene el calibre, o tono, de las vías aéreas, a través de la regulación de la 

contracción, evitando el colapso de la estructura para permitir el flujo continuo de aire 

en el pulmón (Pierce, 2000; O´Byrne, 2003; Amrani, 2003; Lauzon, 2016). 
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La contracción del MLVA inicia cuando un mediador o agonista que induce la 

contracción, como la acetilcolina, metacolina, histamina, bradicina, serotonina, entre 

otros, se une a receptores ligados a proteínas Gq/11 en el miocito (GPCR), provocando 

la activación de fosfolipasa C, que lleva a la formación de inositol trifosfato (IP3). El 

aumento de IP3 provoca la liberación de calcio (Ca2+) del retículo sarcoplásmico; el Ca2+ 

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 Ca2+-calmodulina-MLCK se lleva a 

cabo la fosforilación de la serina 19 de la cadena ligera de miosina, lo que permite la 

actividad de ATPasa de miosina para la reacción de puentes cruzados entre actina y 

miosina, lo que contrae el miocito (Fig. 2) (Kudo, 2013; Gunts, 2000). La liberación de 

mediadores de la contracción, como la acetilcolina, y mediadores relajantes, como la  

 

Figura 1. Vías aéreas. a. División anatómica de las vías aéreas. b. Características histológicas de las vías aéreas. 

Histológicamente las vías aéreas inferiores se forman principalmente por cuatro capas. ① La capa mucosa, formada por 

células epiteliales y células caliciformes que se encuentran en contacto directo con la luz de la vía aérea. ② La capa 

submucosa formada por tejido conectivo y glándulas. ③ Capa cartilaginosa (en tráquea) /muscular (en bronquios y 

bronquiolos) y ④ 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. 

http://training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages
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adrenalina, a través del sistema nervioso autónomo parasimpático y simpático, 

respectivamente, así como otros mediadores no-adrenérgicos, no-colinérgicos, 

conocido como sistema NANC, permiten mantener el tono de la vía aérea a través de 

una contracción basal y controlada del MLVA (Thirstrup, 2000). 

 

 

 

 

Figura 2. Contracción del músculo liso por receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Los filamentos de actina se 

distribuyen a lo largo del citoplasma del miocito; cuando estos se entrecruzan con filamentos de misiona se forman 

estructuras llamadas “cuerpos densos” que son la unidad funcional de la contracción del miocito. ① La presencia del 

ligando de los GPCR, por ejemplo, acetilcolina (ACh) en los receptores colinérgicos o serotonina (5-HT) en los 

serotoninérgicos, ② activa a la subunidad Gq de proteínas G, induciendo la actividad catalítica de la que fosfolipasa C 

(PLC), la cual dirige la formación de inositol 3 fosfato (IP3) a partir de fosfatidil inositol bifosfato (PIP). ③El incremento de 

IP3 provoca la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SR). ④Una vez en el citosol, el Ca2+ forma complejos con 

calmodulina (Ca/CaM). ⑤ Estos complejos activan a la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) ⑥ una vez 

fosforilados, los filamentos de miosina se desplazan sobre los filamentos de actina, acortando la longitud del miocito, 

provocando la contracción. MLC: cadena ligera de miosina, MLCp: Cadena ligera de miosina en estado fosforilado. 

Modificado de https://www.wikilectures.eu/w/File:Actin_myosin_filaments.png & Kudo, M. et al. Front Micro Biol. 2013; 

4 (263): 1- 16   

https://www.wikilectures.eu/w/File:Actin_myosin_filaments.png


    
 

8 
 

1.3 Reactividad e hiperreactividad del MLVA 

 

La capacidad de contracción del MLVA a agonistas contráctiles es conocida con el 

término de “reactividad de la vía aérea”. La reactividad puede ser medida mediante la 

construcción de curvas dosis- respuesta a un agonista constrictor conocido, por 

ejemplo: histamina o metacolina. El grado de contracción del MLVA producido tras la 

inhalación de concentraciones crecientes del agonista se ve reflejado en la disminución 

del volumen de aire espirado forzado en 1 segundo (FEV1, por Forced expiratory 

volume in 1 second). En animales la reactividad se mide por pletismografía barométrica 

que 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 parámetro altamente 

informativo que expresa el grado de obstrucción de la vía aérea, y brindan información 

sobre la función 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 vía aérea), definida como un estrechamiento excesivo de la vía 

aérea, ante estímulos que habitualmente sólo provocan una respuesta escasa o nula, 

provocando disminución en el flujo de aire. La hiperreactividad es una característica de 

enfermedades inflamatorias obstructivas como el asma y el EPOC provocando 

incremento en la obstrucción del flujo de aire (Dekkers, 2009; Lloyd, 2007; Tordera, 

2004; O´Byrne, 2003). 

Aunque el mecanismo preciso que induce la hiperreactividad de la vía aérea aún se 

desconoce, se cree que puede depender de factores como: disfunción en la neuro 

regulación, cambios estructurales e inflamación (Lauzon, 2016; Kuo 2003). En 

individuos con asma la inflamación con linfocitos TCD4+, mastocitos/células cebadas, 

interleucinas (IL) como IL-13 e IL-17 ha sido asociadas con el incremento de la 

contracción (Kudo, 2013; Lauzon, 2016; Tliba, 2003; Abbas, 2015); aunque esta 

relación ha sido cuestionada debido a que se han encontrado incrementos en la 

contracción sin presencia de células inflamatorias (Tordera, 2004; Brusasco, 2001; 

Lauzon, 2016).  
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Aunque muchos factores han sido propuestos para explicar la hiperreactividad, resulta 

evidente que el MLVA tiene un papel central en la contracción. Además, es sabido que 

el MLVA puede alternar entre fenotipos contráctiles y proliferativos, y que ambos 

pueden contribuir con el desarrollo de hiperreactividad. Particularmente en su fenotipo 

proliferativo el MLVA modula la producción de factores inflamatorios y elementos de la 

MEC, los cuales se encuentran alterados en el asma y han sido asociados al 

aumentando de la contracción (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 composición y rigidez 

afecta directamente procesos celulares, bioquímicos y biomecánicos, entre los cuales 

se encuentra la contracción (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 proliferación, migración o apoptosis, además de ser reservorio de factores de 

crecimiento. Se trata de una red heterogénea de proteínas y glicoproteínas que 

proporciona soporte físico a las células (Frantz, 2010; Bonnans, 2014). Su composición, 

tanto por cantidad como por el tipo de sus componentes, además de su organización y 

arreglo, varía específicamente para cada tejido, así como por el estado de desarrollo 

en que se encuentre. Por su localización y composición 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 pulmón se encuentra formando la capa submucosa y adventicia, y se compone 

principalmente por colágenas I, II, III 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 pulmón, se encuentra debajo de los epitelios, endotelios y rodeando a las células del  
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músculo liso vascular intrapulmonar (MLVI) y del MLVA. Los componentes más 

abundantes que forman la MB son: colágena IV, nidógeno/ entactina, perlecano y 

laminina (Fig. 3), otros componentes menos abundantes incluyen, colágena XV y XVII, 

agrina y fibulina (LeBleu, 2007; Kalluri, 2003; Yue, 2014; Halfer, 2015). 

En el pulmón, la MEC tiene diversas funciones. En un contexto macroscópico 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 unión directa a las células, 

la MB es capaz de regulan diversas vías de señalización encargadas de dirigir procesos 

celulares involucrados en la proliferación, diferenciación, síntesis de proteínas, 

migración, supervivencia, etc. (Prakash, 2016; Grootendorst, 2004; Balestrini, 2015; 

Nguyen, 2005; Freyer, 2001; Schuliga, 2003). 

 

1.5 Relación 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 proteínas de MB como fibronectina, 

perlecano, elastina, laminina, trombospondina, condroitin sulfato colágenas (I, II, III, IV 

Figura 3. Matriz extracelular (MEC). La MEC se diferencia bioquímica y morfológicamente en membrana basal, que se 

localiza adyacente a las células epiteliales, endoteliales y rodeando a células de músculo liso, y en matriz intersticial. En 

este esquema se muestran los principales componentes y distribución tanto de proteínas como de proteoglicanos en las 

distintas divisiones de la MEC. Modificada de Barber et al., Nutrients. 2014; 6 (11). 
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y V), versicano y decorina, además 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 señales bioquímicas y biomecánicas que inducen la activación de diversas 

vías de señalización 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 unión integrina-actina no es de forma directa, pues depende de la 

formación de “complejos de adhesión o placas densas” formadas en la membrana 

citoplasmática de la célula (Gunts, 2008; Tang, 2015; Zhang, 2008). Los complejos de 

adhesión son un conjunto de proteínas, transductoras y mecanorresponsivas, de 

composición molecular variable. Generalmente, entre las proteínas más importantes 

que lo conforman se encuentran: la cinasa de adhesiones focales (FAK), WASp, talina, 

vinculina, paxilina, α-actinina y Abl (Fig. 4) (Schiller, 2013; Martino, 2018; Schuliga, 

2015). Adicionalmente, las proteínas estructurales y de señalización, en estos 

complejos, forman uniones y regulan la polimerización y reordenamiento con dos tipos 

de filamentos de actina: los filamentos de actina asociados con miosina y filamentos de 

actina con unión a otras proteínas de citoesqueleto como microtúbulos o queratina 

(Zhang, 2014; Critchley, 2000). Algunas de las vías de señalización reguladas por la 

unión de MB es la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) que, 

ha sido involucrada con la proliferación y contracción del músculo liso por modificación 

o polimerización de filamentos de α-actina (Fig. 4b) (Jia, 2012; Tang, 2015; Wang, 

2013). 

La acumulación de MEC en el MLVA puede alterar las propiedades de contracción, 

independientes de la contracción por GPCR, además de regular diferencialmente su 

supervivencia, proliferación, migración, maduración y síntesis de citocinas, resultando 

en una disminución de la función pulmonar (Rosmark, 2018; Prakash, 2016; Burgstaller, 

2016; Tliba, 2009; Dekkers, 2009; Martino, 2018). Con relación a la contracción, 

diversos estudios indican que componentes de la MEC como fibronectina, colágena I y 

IV, vitronectina y lamininas pueden regular la contracción al regular la polimerización de 

actina unida a la miosina (Fig. 4b), o por inducir el cierre o apertura de canales iónicos  
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cambiando la polaridad de la membrana (Tang, 2015; Zhang, 2008; Gunts, 2008; 

Schuliga, 2015; Parameswaran, 2006; Hirts, 2000). 

Así mismo la modificación de la tensión mecánica impuesta por la MB estimula el 

reclutamiento de integrinas y proteínas para la formación de complejos de adhesión, 

aumentando el número de interacciones y por tanto ejerciendo mayor tensión en el 

citoesqueleto y la membrana del miocito potenciando estas señales mecánicas (Deng, 

2005; Zhang, 2008; Tang, 2015).  

Las enfermedades obstructivas como asma y EPOC, con inflamación persistente, 

desarrollan cambios estructurales permanentes de la vía aérea conocidos como 

remodelación, uno de estos cambios es la acumulación de MB subepitelial y en el 

MLVA. La acumulación de MB en el MLVA se asocia a alteraciones de la función 

pulmonar ya que algunos elementos de la MB muestran propiedades que pueden 

Figura 4.  Organización de los filamentos de actina y miosina en una célula de músculo liso. a) Los complejos de adhesión 

conectan a la membrana basal (MB) que rodea a la célula a los filamentos de actina dentro de la célula. b) Detalle de las 

proteínas más importantes que forman a los complejos de adhesión. Los filamentos de actina están unidos a las integrinas 

por proteínas dentro de complejos macromoleculares al interior de la membrana celular. La actina que interactúa con 

filamentos de miosina genera tensión y contracción celular al regular la apertura de canales iónicos o por la polimerización 

de actina. Adicionalmente, la actina que no se une a miosina puede regular la forma y proliferación celular, al enviar 

señales al núcleo para la activación de genes. Los complejos de adhesión son un conjunto de proteínas que incluyen FAK: 

cinasa de adhesiones focales (focal adhesión kinase), TLN: Talina, VLC: Vinculina, PAX: Paxilina, ZYX: Zyxina, α-ACTN: 

αActinina, VASP: fosfoproteína estimulada por vasoditaladores (Vasodilator-stimulated phosphoprotein), P130Cas: 

Proteína adaptadora tirosin cinasa, WASp: proteínas del síndrome Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich síndrome proteins) 

Modificada de Barber et al., Nutrients. 2014; 6 (11),  Martino, F. et al. Front Physiol. 2018; 9 (824): 1- 20. & Zhang, W., et 

al. Proc Am Thorac Soc. 2008; 5: 32- 39.  
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contribuir al aumento de la contracción y la supervivencia del miocito (Parameswaran, 

2006; Dekkers, 2009). Entre los elementos incrementados se encuentran colágenas I, 

III, 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 glicoproteínas heterotriméricas que, junto 

con la colágena IV, son los componentes estructurales más abundantes de la MB. La 

laminina está compuesta por una subunidad o cadena LN α, una LN β y una LN γ, las 

cuales presentan distintas isoformas como resultado de la expresión de distintos genes 

(Fig. 5a y b). Hasta la fecha se conocen 5 isoformas para la cadena LN α (α1, α2, α3, 

α4, α5), 3 isoformas para la cadena LN β (β1, β2, β3) y 3 para LN 𝛾 (γ 1, γ 2, γ3). La 

estructura del trímero de laminina dependerá directamente de las cadenas que lo 

forman, sin embargo, no todas las combinaciones son posibles y en humanos, y ratones 

sólo 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. 5c) (Hamill, 2009; 

Aumailley, 2005; Yurchenco, 2004). 

El primer trímero de laminina fue descubierto en 1979 y con el descubrimiento de más 

trímeros 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 trímero 

(cuadro 1), por lo que resulta más informativa (Aumailley, 2005; Burgeson 1994). 

A pesar de las diferencias en las isoformas, las cadenas comparten dominios 

conservados o estructuralmente relacionados entre sí. De manera general, los dominios 

en el N-terminal (Fig. 5a) de las cadenas de laminina están involucradas principalmente 

en interacciones con otras lamininas y moléculas de la MB y MEC, principalmente 

nidógeno, perlecano, agrina y colágenas IV y VII (Hamill, 2009; Yurchenco, 2017).   
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Figura 5. Heterotrímeros de laminina. a. La lamina forma heterotrímeros con dominios conservados en todas las 

lamininas. Los dominios LN también llamados dominios de polimerización, son sitios que permiten a la molécula unirse a 

proteínas de la membrana basal y a receptores celulares. Los dominios LE separan a dominios de mayor tamaño pero 

también pueden unirse a colágena IV y perlecano a través del nidógeno. Finalmente, los dominios LG son dominios 

globulares que, generalmente, se unen a receptores celulares b. Las cadenas de laminina tienen isoformas distintas; hasta 

la fecha se han registrado cinco isoformas distintas de α (α3A y α3B son resultado de splicing), mientras que las 

subunidades β y γ tienen 3 isoformas. Por separado cada cadena tiene afinidad a unirse a distintas proteínas de 

membrana basal o receptores en las células. c. Las cadenas de laminina se combinan formando 16 distintos trímeros, la 

estructura de éste dependerá de las cadenas que lo conformen, algunas lamininas pierden la forma de cruz, con ello 

también se modifica las propiedades de unión. En la imagen se muestra la estructura a la que corresponden los trímeros 

según las cadenas que posea. d. La Ln es esencial para iniciar el proceso de formación de la MB.  Modificado de Hamill, J. 

J Cell and Mol Biol. 2009; 12: 4409- 4417 & Yurchenco, P. Elsevier. 2015; 76: 1- 30. 

N-terminal 

C-terminal 
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La interacción de laminina con otros elementos de la MB tiene un papel fundamental, 

ya que la formación de la MB inicia con la liberación de laminina en la superficie celular, 

que posteriormente se une colágena IV mediante nidógeno y con ello se inicia la unión 

de otras moléculas. La inclusión de distintas isoformas de las cadenas de laminina en 

el inicio de la formación de la MB provee diversas propiedades específicas en la MB 

formada (Fig. 5d) (Yuchenco, 2017; Mouw, 2014). 

En la región 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 α3B, α4, β3 y γ3) están separados por repeticiones seriadas de factor de 

crecimiento epidérmico tipo laminina, llamados dominios LE (por laminin- type 

epidermal growth factor-like), estos dominios están presentes en todas las isoformas de 

laminina y su secuencia de 60 aminoácidos ha mostrado tener homología con el factor 

de crecimiento epidermal (EGF, por epidermal growth factor), difiriendo sólo en 8 

residuos; además de brindar separación física entre dominios de mayor tamaño con 

Nomenclatura 

1994

Composición de 

subunidades 

Nomenclatura 

actual

Laminina 1 α1β1γ1 Ln 111

Laminina 2 α2β1γ1 Ln 211

Laminina 3 α1β2γ1 Ln 121

Laminina 4 α2β2γ1 Ln 221

Laminina 5 ó 5A α3Aβ3γ2 Ln 332 ó 3A32

Laminina 5B α3Bβ3γ2 Ln 3B32

Laminina 6 ó 6A α3Aβ1γ1 Ln 311 ó 3A11

Laminina 7 ó 7A α3Aβ2γ1 Ln 321 ó 3A21

Laminina 8 α4β1γ1 Ln 411

Laminina 9 α4β2γ1 Ln 421

Laminina 10 α5β1γ1 Ln 511

Laminina 11 α5β2γ1 Ln 521

Laminina 12 α2β1γ3 Ln 213

Laminina 14 α4β2γ3 Ln 423

α5β2γ2 Ln 522

Laminina 15 α5β2γ3 Ln 523

Cuadro 1 | Nomenclatura y composición de los 

heterotrímeros 

Cuadro 1. Nomenclatura y composición de los heterotrímeros 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 composición de 
isoformas correspondiente a la primera y última nomenclatura propuesta en 2015. La nomenclatura propuesta 
actualmente consta de 3 dígitos; el primer número indica la isoforma de la cadena α y, por lo tanto, puede tomar números 
de 1 a 5, el segundo número se refiere a la isoforma de la cadena β y, finalmente, el último número indica la isoforma de 
la cadena γ. De esta manera, el trímero Ln 111, está formado por las cadenas α1, β1 y γ1. Tomado de Aumailley. Elsevier. 
2005; 326- 332 
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distintas actividades biológicas, los sitios LE proveen de cierto grado de flexibilidad al 

trímero (Sasaki, 2004; Aumailley, 1998; Domogatskaya, 2012; Colognato, 2000). 

Las repeticiones LE son periódicamente interrumpidas por dominios L4 en todas las 

cadenas de LN α y γ, y por dominios LF en isoformas LN β1 y β2 (Fig. 5b) (Beck, 1990; 

Hamill, 2009; Aumailley, 2005; Domogatskaya, 2012). 

Tomando en cuenta el número de dominios LN totales en un trímero, las lamininas se 

clasifican en lamininas polimerizantes, debido a que forman uniones con otros trímeros, 

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). Además de esta 

clasificación, las lamininas son divididas con base en el repertorio de interacciones, 

generalmente dadas en el dominio C-terminal del trímero, 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 glicolípidos sulfatados (SGL, por sulfated 

glycolipids), DG e integrinas. En el dominio C-terminal las repeticiones LE son seguidas 

de un dominio α-hélice, que se une con otras subunidades formando una estructura 

helicoidal. En todas las cadenas LN β, el dominio α- hélice contiene un conjunto de 

aminoácidos que forman una estructura llamada nudo- β. Finalmente, los dominios 

globulares LG (LG1 a LG5) son exclusivos de las cadenas LN α, pueden ser o no 

procesados proteolíticamente (Fig. 5b), las consecuencias de dichos procesamientos 

aún son poco entendidos. Aunque los dominios LG son sitios que con mayor frecuencia 

interactúan 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 β y LN γ para 

la correcta interacción (Hamill, 2009; Aumailley, 2005; Schéele, 2007; Ido, 2007; Sun, 

2016; Pozzi, 2017; Engler, 2006).  

Las lamininas son los principales mediadores de señales bioquímicas y biomecánicas 

entre la célula y la MB. El tipo de señales enviadas dependen del trímero de laminina y 

al receptor al que esté unido (Fig. 7), la mayoría de las uniones a receptores involucran  
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el anclaje con el citoesqueleto, pero no ocurre con todas las lamininas (Yamada, 2015; 

Yurchenco, 2015; Pozzi, 2017). Por ejemplo, la unión de laminina (por su dominio LG4) 

con SGL no involucra al citoesqueleto, sin embargo, permite la acumulación de ciertas 

lamininas en la superficie celular que facilita e indica que las células son “competentes” 

para la formación de MB, permitiendo la unión de moléculas para su ensamblaje (Li, 

2005; Yurchenco, 2015). 

El anclaje entre la laminina y el citoesqueleto es mediado por dos principales receptores 

en la membrana celular: α-DG e integrinas. El receptor α-DG tiene un dominio 

citoplasmático que se une a 3 partes fundamentales del citoesqueleto: a filamentos de 

actina (mediante complejos distrofina/utrofina), a microtúbulos (por anquirina) (Fig. 7a), 

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

Figura 6. Clasificación de las lamininas. ①. Las lamininas pueden clasificarse como polimerizantes y no-polimerizantes 
según la estructura del trímero. Las lamininas polimerizantes tienen mínimo 3 dominios LN. ②. Una subdivisión de la 
clasificación es dada por las interacciones que tiene el trímero 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 polimerización; *unión con baja afinidad; DG, distroglicano, SLG, glicolípidos sulfatados; αxβy, 
integrinas. Modificado de Yurchenco, P. Elsevier. 2015; 76: 1- 30 & Schéele, S. J Mol Med. 2007; 85: 825- 836. 
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La función de estas uniones no está bien determinada, pero, la interacción α-DG-

laminina promueve la polimerización de laminina para iniciar la formación de MB, pero 

sólo en células de Schwann y músculo esquelético; en este último se cree que confiere 

estabilidad estructural al sarcolema durante la contracción (Yurchenco, 2011; Yamada, 

2015; Moore, 2010; Belanto 2014). 

La unión de laminina con integrinas estimula la formación de complejos de adhesión, 

por lo que pueden regular señales mecánicas y químicas, mediante el rearreglo del 

citoesqueleto (Hynes, 2002). Las señales mecánicas son, generalmente, mediadas por 

α-actinina, vinculina, talina, etc. Las señales químicas son mediadas por FAK que 

regula cascadas de señalización que activan enzimas, GTPasas y cinasas (Geiger, 

Figura 7. Interacción laminina - célula. La imagen muestra las interacciones de laminina con distintos receptores 
celulares como integrinas y distroglicano (DG), así como la unión con otras proteínas de membrana basal como 
nidógeno, perlecano, y colágenas. a. Interacción de laminina con integrinas y DG. Esta unión generalmente involucra la 
unión con el citoesqueleto, que regula funciones celulares como migración, proliferación, diferenciación y contracción. b. 
La Ln 511/ 521 son las únicas Ln que se unen a luterano (Lu) y moderadamente a-DG. Se ha encontrado que esta unión 
regula la diferenciación en epitelio y músculo liso en el riñón. c. Ln 411/ 421 se une con poca afinidad a integrinas, pero 
su presencia es importante en uniones neuromusculares. d. Ln 332 es un trímero expresado en epitelios, forma uniones 
con integrinas que intracelularmente se unen a queratina, en membrana basal se unen con colágenas VII. Estas uniones 
son muy fuertes y dan estabilidad a las células por ello se encuentra en tejidos que están sometidos a estrés físico. Lu: 
luterano, FAK: cinasa de adhesiones focales, ILK:  cinasa ligada a integrinas, DG: distroglicano, SGL: glicolípidos sulfatados, 
HS: heparan sulfato. Modificado de Pozzi, A. et al. Matrix Biol. 2017; 58: 1- 11. 



    
 

19 
 

2011; Harburger, 2009; Evans, 2009; Yamada, 2015).  Las funciones de la unión 

laminina- integrina promueven la migración de ciertas células, por ejemplo, muchos 

leucocitos expresan integrinas para lamininas específicas que facilitan su migración a 

los sitios de inflamación, su proliferación, activación y supervivencia (Cuadro 2) (Simon, 

2017; Hynes, 2009). 

Adicionalmente las lamininas, mediante integrinas, son potentes activadores de 

señalizaciones AKT (por serine/ threonine-specific protein kinase) por lo que promueven 

la supervivencia celular, pero tienen baja capacidad de activar la vía de MAPK (por 

mitogen- activated protein kinase) por lo que no inducen la proliferación celular (Gu, 

2002; Yamada, 2015). Por otro lado, aunque por sí misma la laminina no induce la 

proliferación celular, algunos trímeros (Ln 111, Ln 211, Ln 332, Ln 411, Ln 421, Ln 521 

y Ln 511) tienen sitios de unión 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 CXXL12γ (Ishihara, 2018).  

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

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

Célula inmune Lamininas Receptores Efectos

Neutrófilos
Ln 111, Ln 332, Ln 411, 

Ln 511
Integrina α6β1

Adhesión, migración, incremento de TNF- α, lisozima, 

producción de peróxido

Basófilos Ln 111 Integrina α6β1 Adhesión

Eosinófilos Ln 111 Integrina α6β1
Adhesión, incremento en la viabilidad, activación 

reducida y degranulación

Células cebadas Ln 332, Ln 511 Integrinas α6β1, α3β1 Adhesión,migración, incremento en la producción de IL-8

Macrófagos Ln 111, Ln 511 Integrina α6β1

Adhesión, incremento en la producción de MMP-9, 

producción de TNF- α, incremento en la actividad 

fagocítica

Monocitos Ln 111, Ln 411, Ln 511 Integrinas α6β1, α6β2
Adhesión, migración,incremento en la producción de TNF- 

α, IL-1, IL- 6, MMP-9 y función fagocítica
Células 

dendríticas
Ln 511 Integrina α6β1 Adhesión, migración, incremento de la función fagocítica

Linfocitos B Ln 511 Integrina α6β1 Adhseión,migración, supervivencia

Linfocitos T Ln 111, Ln 411, Ln 511 Integrina α6β1 Adhesión, migración, activación, proliferación

Cuadro 2 |Regulación de células del sistema inmune por Ln

Cuadro 2. Regulación de las funciones de células inmunológicas por distintos trímeros de laminina. Algunos trímeros 
específicos de laminina pueden facilitar la migración de células del sistema inmunológico, además de regular su función. 
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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señalización. Se cree que estos fragmentos pueden ser liberados por proteólisis, por 

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

 

1.6.1 Funciones de la laminina  

 

Los trímeros de laminina regulan gran número de funciones. Si las células responden 

de forma distinta a las cadenas monoméricas de laminina que, a los trímeros, aún es 

poco estudiado, pero hay evidencia de que una sola cadena de laminina regula 

procesos específicos, por ejemplo, las isoformas LN α4, α5 y β2 regulan la alineación 

física en uniones neuromusculares en fibras musculares; particularmente LN β2 es la 

única laminina que se une a canales de Ca2+ (Pozzi, 2017; Nishimune, 2004; Vezina, 

2017). Otros estudios que resaltan la importancia que tienen los monómeros de 

laminina son aquellos que reportan que los cambios o incrementos en una sola cadena 

de laminina lleva a condiciones patológicas. Por ejemplo, en esclerosis múltiple hay un 

cambio de LN β1 por LN β2 que promueve fenotipos proliferativos y migratorios en las 

células de músculo liso vascular (Di Russo, 2017 Fujita, 2005; Ljubimova, 2004). 

Finalmente, se han encontrado incrementos de LN β1 y LN γ2 en tumores avanzados 

y propensos a ser metastásicos (Yamamoto, 2009; Garg, 2014; Khazenzon, 2003; 

Nagato, 2005). 

 

1.6.2 Laminina en el pulmón 

 

Las lamininas se distribuyen ampliamente en las MB de todos los tejidos, pero la 

distribución y expresión de las distintas isoformas es exclusiva del tejido y del estado 

en el que se encuentre, ya sea durante el desarrollo, adulto o reparación, pudiéndose 

co-localizar más de un tipo de trímero de laminina en la misma MB (Colognato, 2000; 

Balestrini, 2015).  

En el pulmón las lamininas se distribuyen ampliamente a lo largo de las vías aéreas y 

componentes del sistema circulatorio intrapulmonar (arterias, venas, capilares, etc.)  
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(Fig. 8). A excepción del desarrollo, poco se sabe sobre las isoformas de laminina que 

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

Las isoformas de laminina que se expresan durante el desarrollo del pulmón y los 

estudios del pulmón de ratones knock out para algunas de las cadenas de laminina, 

han brindado información sobre las funciones que desempeñan en las células durante 

el desarrollo, lo que permite predecir algunas de las posibles funciones que tienen en 

el pulmón adulto (Nguyen, 2006). 

La expresión de las isoformas LN α1, LN α5, LN β1 y LN γ 1 son esenciales para la 

formación del pulmón, permaneciendo LN α1 restringida al desarrollo, tanto en 

humanos como en ratones. Por otro lado, los modelos knock out para las isoformas LN 

α2, LN α3, LN α4, LN β2, LN γ 2 no mostraron cambios ni alteraciones durante la 

formación del pulmón; sin embargo, la expresión 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 expresión de las isoformas de laminina en el pulmón adulto está poco caracterizada. 

En ratones, se han localizado las isoformas LN α5 y LN α4 por inmunolocalización y, 

Figura 8. Distribución de laminina en el pulmón. La Ln se expresa a lo largo de las vías aéreas y en estructuras del sistema 
circulatorio intrapulmonar. Aunque se encuentra constantemente a lo largo de la vía aérea, la expresión exacta de los 
trímeros aun es poco conocida.  Modificado de Balestrini, J. et al. Ann Biomed Eng. 2015; 43 (3): 568- 576 

. 
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por presencia de mRNA se han encontrado todas las isoformas a excepción de LN α1 

y LN β1 (Minner, 2004; Burgastaller, 2017); mientras que en el pulmón de humanos 

adultos se expresan todas las isoformas de laminina, excepto LN α1 y LN γ3 (Booth, 

2012; Pierce, 2000; Tran, 2006).  

La función de la laminina en el pulmón 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 α1 mantiene la 

organización del MLVA, además la aplicación exógena de Ln 111 induce y mantiene 

fenotipos contráctiles en dichas células (Schuger, 1997; Dekkers, 2007; Hirts, 2000). 

Como la LN α1, la LN α2 también regula a las células del MLVA; esta cadena regula la 

diferenciación de células mesenquimales a MLVA al regular la expresión de RhoA 

(cinasa de la familia Ras). De forma endógena la Ln 211 induce la maduración, 

supervivencia y es indispensable para la contracción del MLVA (Beqaj, 2002; Relan, 

1999; Tran, 2006; Dekkers, 2009; Tran, 2013).  

Por la doble función que tienen la laminina, estructurales en la MB e inductoras de 

señales por su unión a receptores celulares, la alteración en la expresión de cadenas 

individuales de laminina podría modificar funciones específicas en las células (Yamada, 

2015).  

 

1.6.3 Alteraciones patológicas de la expresión de laminina en las vías 

aéreas 

 

El incremento de la expresión de laminina en la vía aérea ha sido observado en 

condiciones patológicas que tienen como principal característica la inflamación y 

remodelación. Este incremento produce un mayor número de interacciones de laminina 

con sus receptores, modificando las respuestas mecánicas de la vía aérea, 

principalmente porque se incrementa la rigidez de la MB y la fuerza que ejerce sobre la 

célula, lo que contribuye con los procesos patológicos (Pozzi, 2017; Yurchenco, 2011; 

Shi, 2003; Hu, 2013). 
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Los pacientes con asma alérgica muestran incrementos de las isoformas LN α1*, LN 

α2, LN α3*, LN 5, LN β1*, LN β2*, LN γ1* y LN γ 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 obstrucción de la vía 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 más bien, su función podría estar relacionada 

con mantenimiento y reparación 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 expresión de laminina durante los procesos de remodelación tisular. Por 

ejemplo, los ratones que presentan fibrosis pulmonar muestran decrementos en la 

expresión de LN α3, 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 sanguíneos 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 obstrucción de la vía aérea, el incremento de laminina en el MLVA 

parece estar asociado a cambios en su función al afectar sus propiedades mecánicas 

(Yick, 2012). La acumulación de LN β2 en MLVA y MLVI ha sido reportada en pacientes 

con asma y EPOC, y en ambos casos dicha acumulación se relaciona de forma directa 

con la pérdida y deterioro irreversible de la función pulmonar (Kranenburg, 2006; Altraja, 

1996; Yick, 2012). Adicionalmente ratones knock out de LN α2 (Lama 2-/-) en un modelo 

de inflamación mostró que el MLVA perdía 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 inflamación alérgica pulmonar (asma alérgica) ya que las respuestas inmunológicas 

y fisiológicas son muy similares a las observadas en humanos, inclusive, el MLVA 
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presenta respuestas de contracción e hiperreactividad (Ricciasdolo, 2008; Taube, 2004; 

Kianmehr, 2016). 

Para desarrollar dichas respuestas, generalmente, los cobayos son sensibilizados a un 

antígeno específico. Posteriormente, son expuestos al mismo antígeno, en eventos 

conocidos como retos antigénicos, tras los cuales, los animales sensibilizados 

presentan aumento en la obstrucción de la vía aérea (Fig. 9), generada por la 

contracción del músculo liso y/o por la secreción de moco; a estos cobayos se les 

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

Adicionalmente, los cobayos R presentan otras características del asma alérgica como 

inflamación mediada por linfocitos Th2, infiltración por eosinófilos e hiperreactividad de 

la vía aérea (Fig. 10) (Ramos-Ramírez, 2013; Bazán-Perkins, 2009). 

 

 

 

Figura 9. Respuesta bronco-obstructiva en cobayos respondedores (modelo de asma, R) y no respondedores (NR) al reto 
antigénico.  El índice de bronco-obstrucción es una medida que permite evaluar el grado disminución de la función 
pulmonar después de un reto antigénico. Cuando un cobayo es considerado como respondedor es porque el grado de 
obstrucción inicial (mejor conocido como “basal”) se triplica después del reto antigénico. Como se observa en la gráfica 
hay un grupo de cobayos que no presentan incremento en la obstrucción después del reto antigénico a pesar de estar 
sensibilizados; como estos animales no presentan la respuesta típica 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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De manera interesante, cerca del 20% de los cobayos sensibilizados no presentan 

cambios en la obstrucción de la vía 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 vía aérea. De hecho, el perfil de células inmunológicas que 

presenta este grupo de cobayos está compuesto por menor presencia de células 

inflamatorias, como linfocitos Th1, linfocitos T reguladores y neutrófilos (Fig. 10) 

(Ramos, 2013a). 

Tanto cobayos R como NR expuestos repetidamente al antígeno, esto es un modelo 

crónico con más de 6 retos antigénicos, tienen incrementos en la producción de factor 

de crecimiento transformante (TGF- β, por transforming growth factor) y desarrollan 

remodelación de la vía aérea, que consiste en fibrosis subepitelial (colágena I) e 

Figura 10. Características de cobayos respondedores (R o modelo de asma) y no respondedores (NR) modelo crónico. 
Tras ser expuestos a doce retos antigénicos los cobayos R y NR muestras distintas diferencias en las respuestas fisiológicas 
e inflamatorias. Las letras rojas indican los elementos compartidos en ambos modelos. Los animales R presentan infiltración 
de eosinófilos, linfocitos Th2, Th17 y sus respectivas citocinas. Estos animales presentan hiperreactividad de la vía aérea y 
desarrollan fibrosis e hiperplasia del músculo liso vascular intrapulmonar (MLVI). Por otro lado, los animales NR tienen 
infiltración de neutrófilos 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 vía aérea. Cuadro perfil inmunológico. Se muestran las 
diferencias en mediadores y células inflamatorias en cobayos expuestos a 12 retos de OVA. Modelo crónico. Tomado de 
Ramos, R. et al. Exp Lung Res. 2013; 39: 136- 145 & Ramos, R. Tesis Doctorado UNAM, 2013.  
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hiperplasia del MLVI. Además, hay incremento en la expresión de integrinas α1β1 y 

α2β1 en ambos grupos (Ramos, 2013 y 2013a; Bazán, 2009). 

De manera general, los cobayos R agudos, tres retos antigénicos, y crónicos comparten 

prácticamente las mismas características, a excepción de la remodelación. Por otro 

lado, los cobayos NR agudos, al igual que los crónicos presentan gran número de 

neutrófilos, 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 

músculos lisos: MLVA y MLVI, que muestran cambios funcionales después de los retos 

antigénicos. En los cobayos R, el MLVA presenta una respuesta hipercontráctil después 

de los retos antigénicos, mientras que en los cobayos NR el MLVA no presenta esta 

característica. Por otro lado, el MLVI, tanto en cobayos R como en NR, es hiperplásico.  

En un estudio previo con inmunohistoquímica se analizó la expresión por intensidad de 

tinción de LN β2 en los músculos lisos de los dos modelos, esperando que debido a la 

laminina se asocia a la contracción, su presencia fuera mayor en los cobayos con 

hiperreactividad. Interesantemente, los cobayos NR crónicos que no presentan 

obstrucción ni hiperreactividad de la vía aérea, tuvieron el mayor incremento de tinción 

positiva, en el MLVA de los bronquios y MLVI. Estos resultados sugirieron que, 

probablemente, la isoforma LN β2 no está asociada con la contracción del MLVA y su 

incremento esté relacionado con otra función (Pacheco-Alba, 2016). 
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2. JUSTIFICACIÓN  

 

La laminina regula múltiples funciones bioquímicas y mecánicas en las células que la 

expresan. La alteración en la expresión de distintas isoformas ha sido reportada en 

condiciones patológicas inflamatorias, como por ejemplo el asma alérgica. 

Aunque no se conoce con exactitud la función de la laminina en el pulmón, algunos 

estudios muestran que podría estar, principalmente, asociada a regular funciones en el 

músculo liso como la contracción y supervivencia (Beqaj, 2002; Relan, 1999; Tran, 

2006; Dekkers, 2009; Tran, 2013; Schuger, 1997; Hirts, 2000). En apoyo a estos 

estudios, otros trabajos indican que la acumulación de laminina en el MLVA tiene 

mayores efectos fisiológicos que la acumulación de laminina en la MB subepitelial 

(Kranenburg, 2006; Altraja, 1996; Yick, 2012). 

La expresión de LN β2 en dos modelos de cobayos con funciones pulmonares distintas, 

sugirió que podría estar mediando respuestas distintas que llevan a comportamientos 

distintos del MLVA más allá de la contracción. Debido a la diferencia observada en LN 

β2, otras isoformas de laminina podrían presentar diferencias en la intensidad de tinción 

o expresión (presencia-ausencia) y que, por las diferencias fisiológicas en ambos 

modelos, podrían estar asociadas a uno u otro modelo. 

Adicionalmente, este estudio es exploratorio ya que busca aportar información sobre 

las isoformas de laminina presentes en cobayos condiciones normales (controles) para 

futuros trabajos ya la información es casi nula. 
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3. HIPÓTESIS  

 

 

Debido a que el MLVA y el MLVI en los cobayos R y NR muestran distintas respuestas 

fisiológicas y estructurales, probablemente tengan una expresión diferencial de las 

diferentes isoformas de laminina. 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

Evaluar la expresión de las distintas isoformas de laminina en MLVA y MLVI en cortes 

histológicos del pulmón de cobayos controles, R y NR al reto antigénico, mediante 

métodos semicuantitativos. 

 

Objetivos particulares 

 

• Desarrollar un modelo crónico de asma mediante la sensibilización y 

exposición a retos antigénicos en cobayos.  

• Evaluar las respuestas bronco-obstructivas resultado de los retos 

antigénicos para seleccionar cobayos R y NR al reto antigénico. 

• Evaluar la reactividad de la vía aérea de los cobayos, realizando curvas 

dosis- respuesta a histamina. 

• Se tomarán muestras de lavado bronco alveolar para realizar una tinción de 

Romanowsky y determinar la presencia de algunos grupos de células 

inmunológicas en los cobayos controles, R y NR. 

• Determinar la distribución de las isoformas de las cadenas de laminina 

presentes en cortes histológicos de pulmón mediante inmunohistoquímica 

(IHC) en cobayos controles, R y NR. Se incluirá la presencia de laminina en 

estructuras como epitelios, parénquima y mesotelio sin cuantificar. 

• Medir la expresión de las distintas isoformas de las cadenas de laminina en 

MLVA y MLVI, a través de la intensidad de tinción generada por la IHC, 

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

 

5.1 Animales 

 

Para desarrollar el modelo de alergia pulmonar se trabajó 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 Cosío 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 científico y bioético del INER (B37-12, DI/CCB/344/12).  

Los cobayos, como otros modelos animales, no desarrollan asma espontáneamente, 

por lo que el modelo alérgico fue inducido por un antígeno. En este caso se utilizó 

ovoalbúmina (OVA), un alergeno que induce inflamación pulmonar alérgica en modelos 

animales. El uso de OVA es común para el estudio de los mecanismos inmunológicos 

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

 

5.2 Modelo respondedor al reto antigénico (asma alérgica)  

 

En el día 1, los cobayos fueron sensibilizados con una solución que contenía 60 μg/ml 

OVA y 1 mg/ml de hidróxido de aluminio diluidos en solución salina fisiológica (SSF). 

La solución fue administrada vía subdérmica e intraperitoneal.  Ocho días después (día 

8) se realizó un refuerzo antigénico administrando 1 mg/ml de OVA nebulizada durante 

5 minutos. Las nebulizaciones fueron producidas con un nebulizador ultrasónico marca 

YueHua (flujo de 2ml/ min). Los animales control fueron nebulizados con SSF (20 ml). 
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En el día 15 posterior a la sensibilización se iniciaron retos antigénicos con OVA (0.5 

mg/ml) nebulizada por un minuto; los retos antigénicos se realizaron cada 10 días 

durante un periodo de 125 días, completando un total de 12 nebulizaciones para 

desarrollar los modelos crónicos (Fig. 11). El tiempo de nebulización fue de un minuto 

para cada reto. Diez minutos antes y treinta minutos después de cada reto antigénico 

se evaluó la función pulmonar de los cobayos mediante pletismografía barométrica. 

 

5.2.1 Pletismografía barométrica 

 

La pletismografía barométrica es una técnica no invasiva y altamente informativa que 

refleja aspectos funcionales y estructurales en enfermedades obstructivas de las vías 

aéreas (Criée, 2011). 

Para medir la obstrucción de las vías aéreas de los cobayos se empleó un pletismógrafo 

barométrico para animales en libre movimiento BuxcoElectronics, Inc. E. U. (Fig. 12a). 

El pletismógrafo cuenta con una cámara donde se coloca al animal; en esta se registran 

las fluctuaciones de la presión dentro de la cámara durante un ciclo respiratorio del 

cobayo, que inicia con la inspiración y termina con la espiración. 

 

Figura 11. Modelo experimental. En el día 1 se sensibilizaron a los cobayos, 8 días después se realizó el refuerzo con OVA 
nebulizada por 5 minutos. Al día 15 y cada 10 días se nebulizó OVA por 1 minuto (retos antigénicos). Se hicieron un total 
de 12 retos (125 días). 
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Durante el ciclo respiratorio se registran y miden diversos parámetros (Fig.12b). Las 

fluctuaciones en la presión por la respiración del animal son comparadas con una 

cámara de referencia (Bazán- Perkins, 2004; Hamelmann, 1997). Las señales son 

registradas a través de un transductor y son enviadas a un amplificador. Finalmente, la 

señal 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 parámetros registrados el software calcula el índice de bronco- obstrucción (ÍB), 

una medida que expresa el grado de obstrucción que presentan las vías aéreas de los 

cobayos. El íB es calculado indirectamente por el software tomando en cuenta los 

cambios de presión en el tiempo dentro de la cámara durante el ciclo respiratorio (Fig. 

12b).  

De esta manera, el ÍB queda expresado como: 

 

Figura 12. Pletismografía barométrica. a. Diagrama de una cámara de pletismógrafía barométrica para animales en 
libre movimiento. El antígeno, ovoalbúmina (OVA) es nebulizado por la parte superior de la cámara. Las fluctuaciones de 
la presión dentro de la cámara 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 cámara cuenta con una 
entrada para suministrar una cantidad de oxígeno constante dentro de la cámara y una apertura para la extracción de la 
OVA después del tiempo de nebulización. Modificado de Zhuang, J. et al. PLOS ONE. 2019; 14 (5): 1- 19. b. Fluctuaciones 
de la presión dentro del pletismógrafo durante el ciclo respiratorio de un cobayo. Durante el proceso el pletismógrafo 
registra diversos parámetros respiratorios relacionados con el tiempo y la presión; el íB es calculado por el software 
tomando en cuenta estos parámetros. ÍB: Índice de bronco-obstrucción, Te: Tiempo total espiratorio (seg), Tr: Tiempo total 
de relajación (seg), PFE: Presión de flujo espiratorio (presión pasiva máxima, cmH2O), PFI: Presión de flujo inspiratorio 
(presión pasiva máxima, cmH2O). Penh= ÍB. Modificado de Hamelmann, E. et al. Am J Respir Crit Care Med. 1997; 156: 
766- 775. 
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Donde: 

ÍB: Índice de bronco-obstrucción 

Te: Tiempo total espiratorio (s) 

Tr: Tiempo total de relajación (s) 

PFE: Presión de flujo espiratorio (presión pasiva máxima, cmH2O) 

PFI: Presión de flujo inspiratorio (presión pasiva máxima, cmH2O) 

El ÍB fue calculado automáticamente por el software cada 5 minutos, el resultado es la 

media de ÍB durante este periodo de tiempo. Antes de cada reto antigénico con OVA se 

registraron dos valores de ÍB; como este dato es tomado antes del reto se conoce como 

ÍB basal.  

Las fluctuaciones generadas durante la respiración 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 fácilmente 

observables y distinguibles (Fig. 13b). Cuando se presentan respuestas obstructivas al 

reto con OVA la mayor alteración en la señal ocurre durante la espiración (PFE= presión 

de flujo espiratorio), este cambio tiene como consecuencia el aumento del valor del ÍB. 

Para considerar que un cobayo fue respondedor, el ÍB después del reto antigénico debió 

triplicar, como mínimo, el ÍB basal. 

 

Figura 13. Cambios de presión dentro de la cámara pletismográfica. a. Registro de una respiración 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 inhalación de OVA; el aumento en el PFE (presión del flujo 
espiratorio) resulta en aumento del ÍB). 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 vías 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 

midió la reactividad de las vías aéreas en el día 125 (12 retos antigénicos) en los 

cobayos control, R y NR mediante la realización de dos curvas dosis-respuesta (ÍB) de 

histamina. 

 El ÍB 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 concentración de 

histamina se midió ÍB hasta alcanzar una concentración que provocara un aumento del 

200% en comparación del ÍB basal, esta dosis es conocida como “dosis provocativa 

200” (DP200), por provocar una obstrucción 200% mayor al ÍB basal (Fig. 14). 

Terminada la primera curva se esperó a que los valores de ÍB regresaran a su estado 

basal. Una vez alcanzado este valor se realizó un reto antigénico a los cobayos R y NR; 

los cobayos controles fueron nebulizados con SSF. La segunda curva de histamina se 

realizó tres horas después del reto antigénico, siguiendo el mismo procedimiento de la 

primera curva (Fig. 14). 
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5.3 Obtención de muestras 

 

Las muestras fueron tomadas 24 horas después las curvas de histamina. Los animales 

fueron sobre dosificados con pentobarbital sódico (28 mg/kg) para inducir un paro 

cardiorrespiratorio. Para la obtención de lavado bronco-alveolar (LBA) se hizo una 

incisión a altura cervical para localizar la tráquea, una vez localizada se realizó un corte 

por el que se introdujo una cánula, a través de la cual, se introdujeron 5 ml de SSF 

mantenida a 37 °C, esta se mantuvo por un minuto y se procedió a su recuperación, el 

procedimiento se realizó por duplicado mezclando los volúmenes recuperados. Las 

muestras de LBA se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm a una temperatura de 4 

°C en una centrífuga Hettich- Zentrifuge Universal 320R. El sobrenadante fue 

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

Finalmente, los pulmones fueron almacenados en formaldehído al 10% y 

posteriormente se incluyeron en bloques de parafina. Los bloques obtenidos, del lóbulo 

inferior izquierdo, fueron cortados con un grosor de 3 μm y colocados en un portaobjetos 

(laminillas) (Biocare medical, Kling- On slides. Concord USA). 

Figura 14. Curvas dosis-respuesta a histamina. Los cobayos fueron nebulizados con concentraciones crecientes de 
histamina (μg/ml). La primera curva de histamina (gráfica naranja) terminó cuando la concentración de histamina provocó 
que el cobayo triplicara su ÍB basal (concentración conocida como dosis provocativa 200). Una vez terminada la primera 
curva se nebulizó a los cobayos con OVA (línea verde), los cobayos R triplican su ÍB basal después del reto con OVA.  Tres 
horas después de la OVA se procedió a la segunda curva de histamina (gráfica azul). Se considera como un animal 
hiperreactor cuando en la segunda curva de histamina se necesita una DP200 menor en comparación de la DP200 de la 
primera curva. Tomado de Ramos, R. et al. Exp Lung Res. 2013; 39: 136- 145. 
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5.4 Conteo celular diferencial 

 

El botón celular restante, obtenido después de centrifugar el LBA, fue resuspendido en 

1 ml de SSF. El número total de células se obtuvo tomando 10 µl del botón resuspendido 

y se mezclaron con 40 µl de azul de tripán (0.4% Sigma). Posteriormente, se contó el 

número de células usando una cámara de Neubauer. Para calcular el número de células 

en 1 ml de LBA, el número contabilizado en la cámara se multiplicó por el factor de 

dilución (5) y el factor de la cámara (10,000). El volumen celular se ajustó hasta obtener 

1 000 000 de células por mililitro, adicionando SSF. De esta solución se tomaron 50 µl 

que fueron centrifugados a 850 rpm por 5 minutos usando una citocentrífuga para 

obtener un botón celular. Para poder realizar el conteo diferencial, el botón celular 

obtenido fue teñido con la técnica de Romanowsky. Se contaron 200 células, 

excluyendo eritrocitos. 

 

5.5 Inmunohistoquímicas  

 

La inmunohistoquímica (IHC, por immunohistochestry) es una técnica que utiliza la 

aplicación de anticuerpos para determinar la distribución y localización de un antígeno 

determinado dentro de un tejido sano o enfermo.  

Con los cortes obtenidos anteriormente se procedió a realizar inmunohistoquímicas 

para localizar las distintas isoformas de laminina en los animales controles, R y 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 rehidratación 

del tejido. Una vez concluido el proceso de rehidratación las laminillas se lavaron en 

agua desionizada (diH2O). 

Los procesos de fijación e inclusión en bloques de parafina pueden alterar la 

conformación de las proteínas en los tejidos, por lo que fue necesario realizar 
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recuperación antigénica; para este fin se usó el método de recuperación de epítopo 

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 calentó por 5 minutos. Las laminillas fueron lavadas con buffer de 

solución salina con tris (tris buffered saline, TBS pH 7.6, 0.1 % Tween). Posteriormente 

los tejidos fueron bloqueados 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 aplicó el anticuerpo primario monoclonal específico para distintas 

isofromas de LN (Cuadro 3) diluído en TBS con albúmina de suero bovino (1% bovine 

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

Para inhibir la actividad de la peroxidasa endógena las muestras se incubaron durante 

15 minutos con TBS con 3% de H2O2. El anticuerpo secundario, conjugado con 

peroxidasa de rábano (HRP, por horseradish peroxidase), fue preparado a una 

concentración de 1: 500 de la misma forma que el anticuerpo primario (Cuadro 3) y, 

incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. Como cromógeno y sustrato de la HRP 

fueron usados 150 μl de diaminobencidina (DAB, ThermoFisher Scientific, US) o amino 

etil carbazol (AEC, VECTOR laboratories) con H2O2 por laminilla. 

Anticuerpo 

secundario

Ln Anticuerpo primario IHC

Subunidad de Ln α3 IgG de ratón anti- Ln α3 de humano (Invitrogen) 1 μL Ac:50 

Subunidad de Ln α4
IgG de ratón anti- Ln α4 de humano (R&Dsystems) 1 μL Ac:200 

Subunidad de Ln β1 IgG de ratón anti- Ln β1 de humano (abcam) 1 μL Ac:100 

Subunidad de Ln β2
IgG de ratón anti- Ln β2 de humano/rata/ chicken 

(R&Dsystems)
1 μL Ac:100 

Subunidad de Ln γ1
IgG de ratón anti- Ln γ1 de humano/Rata (R&D 

systems)
1 μL Ac:100 

Subunidad de Ln γ2 IgG de ratón anti- Ln γ2 de humano (Invitrogen) 1 μL Ac:200 

Subunidad de Ln γ3 IgG de ratón anti- Ln γ3 de humano (LSBio- LifeSpan) 1 μL Ac:100 

Subunidad de Ln α5
IgG de conejo anti- Ln α5 de ratón/rata/humano 

(abcam)
1 μL Ac:100 

Subunidad de Ln β3 IgG de conejo anti- Ln  β3 de humano (abcam) 1 μL Ac:500 

Subunidad de Ln α1
IgG de rata anti- Ln α1 de ratón (R&D systems) 20 μL Ac:1000

Subunidad de Ln α2 IgG de rata anti- Ln α2 de humano/ratón 8 μL Ac:1000

Anticuerpo 

secundario 

anti IgG de 

conejo 
Anticuerpo 

secundario 

anti IgG de 

rata 

Concentración 

utilizada

Anticuerpo 

secundario 

anti IgG de 

ratón 

conjugado 

con HRP 

(R&D 

systems)

Cuadro 3 |Anticuerpos utilizados
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Para determinar que el color no se desarrollara de forma inespecífica en cada 

procedimiento se utilizaron, como control negativo, tejido sin anticuerpo primario pero 

que se sometieron a todo el protocolo. Una vez desarrollado el color, las muestras 

fueron lavadas con diH2O y contra teñidas 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 inmunotinción fue observada en un microscopio óptico 

Zeiss Axio Lab A1. Con el programa Zen Wide Field; usando la cámara axioCam ERc5s, 

se tomaron micrografías 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 Análisis de expresión semi- cuantitativa de laminina (expresión por 

intensidad de tinción) 

 

El uso de cromógenos en la IHC permite detectar fácilmente la localización de una 

proteína de interés dentro de los tejidos; sin embargo, la presencia de color sólo brinda 

información sobre la presencia o ausencia del antígeno que se busca. Los análisis 

semicuantitativos son métodos que permiten estudiar la expresión de una proteína, sin 

cuantificarla directamente, y se basa en el hecho de que un aumento en la intensidad 

de la tinción producida por el cromógeno está directamente correlacionado con la 

cantidad de proteína expresada en el tejido en condiciones normales (Nguyen, 2013; 

Crowe, 2019). 

Los análisis semicuantitativos involucran el uso de un software, en este caso se utilizó 

el programa Image J 1.48, que mide la intensidad de la marca de IHC de forma indirecta.  

Antes de realizar la cuantificación 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 áreas sin tejido, tiene un valor de 255 y los 

pixeles negros de 0. Debido a que el programa se calibró en escala de grises las  
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micrografías tomadas anteriormente fueron convertidas a imágenes en escalas de 

grises para su análisis (Fig. 15a). Al analizar los tejidos el programa asignó valores 

intermedios entre 255 y 0 según la intensidad del color (marca del cromógeno). Las 

áreas contra teñidas con hematoxilina representan el valor de “intensidad máxima”, 

mientras que las áreas de tejido teñidas por la IHC representan el valor de “intensidad 

de tinción”. 

Dado que, a mayor intensidad de tinción las mediciones toman valores cercanos a 0 

fue necesario calcular el valor de “intensidad recíproca (r)” que se correlaciona 

positivamente con la intensidad de tinción, y se expresa como r = intensidad máxima - 

intensidad de tinción (Fig. 15b) (Nguyen, 2013; Crowe, 2019). 

Figura 15. Análisis semi- cuantitativo de la intensidad de marca en las inmunotinciones. a) Para medir la intensidad de 
marca del cromógeno en los tejidos el programa Image J fue calibrado para detectar el brillo u oscuridad en una escala de 
grises. Se asignó una escala de valor numérico a lo largo de la escala de grises, siendo 255 para blanco y 0 para negro. b) 
Las imágenes tienen valores de brillo estándar de 255 en sitios sin tejido; la contra tinción con hematoxilina y tinciones 
especificas con diaminobencidina (DAB) o aminoetilcarbazol (AEC) tienen valores de intensidad variables según la cantidad 
de laminina presente. La cantidad de laminina oscurece los tejidos en microfotografías blanco y negro, por lo que toman 
valores cercanos o menores de 255; las gráficas resultantes muestran una relación inversamente proporcional al grado de 
tinción. Sustrayendo la intensidad de marca al valor de intensidad máxima en tejido sin tinción se obtiene la intensidad 
reciproca, que se correlaciona positivamente con la intensidad de la tinción. Modificado de Nguyen, D. et al. Cancer InCytes. 
2013; 2 (1): e. c) De las micrografías tomadas previamente se midió la intensidad de marca del MLVA y del MLVI, así como 
la presencia de laminina en otras estructuras. 
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El valor de la intensidad reciproca será referido como “intensidad de marca” o 

“expresión” de laminina de forma indistinta en los resultados obtenidos, cabe mencionar 

que esta expresión es semi cuantitativa ya que el incremento en la intensidad de tinción 

sólo sugiere un incremento en la expresión cuantificable de laminina. La expresión de 

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

 

5.6 Análisis estadísticos 

 

Los datos de ÍB antes y después de la inhalación de OVA de cada cobayo fueron 

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

Las pruebas de respuesta máxima (%ÍB) 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 vía, con prueba postHoc Bonferroni 

(comparación múltiple) p<0.05 como mínimo. Las barras que se muestran en las 

distintas distribuciones reflejan el error estándar. 
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Figura 16. Respuesta obstructiva antes y después de los retos antigénicos con ovoalbúmina (OVA). Cada punto 
representa un cobayo y el promedio de sus ÍB basales (12 valores registrados) y posteriormente el promedio que alcanzó 
el ÍB después de los retos (no se muestra el error estándar por cobayo) a. Control. Los animales controles se expusieron a 
nebulizaciones de SSF. No mostraron incremento significativo en el ÍB. b. Respondedores (R). La obstrucción de la vía aérea 
aumentó de forma significativa después del reto antigénico con OVA. Análisis de t pareado *p<0.001. c. No respondedores 
(NR). La respuesta obstructiva no aumentó significativamente. Las barras corresponden al error estándar. n= 6 cobayos 
por grupo. 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Respuestas bronco-obstructivas a los retos antigénicos  

 

Los cobayos sensibilizados a la OVA y fueron retados cada 10 días con el antígeno y 

en cada reto se obtuvo el porcentaje del ÍB máximo alcanzado después del reto en 

relación con el ÍB basal. De acuerdo con el porcentaje de ÍB obtenido de los cobayos 

fueron clasificados en dos grupos: R, si el ÍB superaba el 200% de la respuesta basal 

en todos los retos antigénicos, y NR si todos los ÍB fueron menores al 200% del ÍB 

basal. Las respuestas al reto antigénico de los cobayos R, NR y controles en relación 

con su respectivo ÍB basal se muestran en la figura 16 y 17. 
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6.2 Reactividad de las vías aéreas. Los cobayos NR crónicos no 

presentan hiperreactividad de la vía aérea. 

 

La reactividad de la vía aérea en el cobayo se determina al comparar la contracción 

inducida por un agonista antes y después de un reto antigénico (Bazán- Perkins, 2009). 

Para evaluar los cambios en la reactividad de la vía 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 realizó antes del reto con OVA y la segunda después 

del reto. La administración de histamina terminó cuando el ÍB alcanzó el 200% del ÍB 

basal, dosis conocida como DP200. 

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

entre sí. Contrario a esto, la DP200 después del reto antigénico con OVA fue menor en 

Figura 17. Respuesta bronco-obstructiva máxima alcanzadas después del reto antigénico en cobayos sensibilizados Los 
valores corresponden al porcentaje de respuesta máxima del índice de bronco-obstrucción (ÍB) obtenida después del reto 
antigénico en cobayos sensibilizados en relación al ÍB basal. Los cuadros negros representan el promedio de respuesta de 
6 cobayos respondedores, clasificados. Así debido a que el porcentaje de ÍB de las respuestas de este grupo fueron mayores 
al 200% del ÍB basal. Por otro lado, los cobayos NR (triángulos negros) y controles (círculos negros) no presentaron 
aumentos significativos del ÍB después del reto antigénico o la nebulización con SSF. La línea roja representa el límite 
(aumento en 200% del ÍB basal) para considerar el aumento de ÍB como una respuesta obstructiva positiva provocada por 
la inhalación del antígeno. *p<0.05. ANOVA postHoc Bonferroni. Las barras representan el error estándar. n= 6 cobayos 
por grupo. 
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Figura 18. Reactividad de las vías aéreas de los cobayos ante curvas dosis-respuesta de histamina. La histamina fue 
nebulizada en dosis crecientes y se registró el ÍB en cada dosis. a) Reactividad de las vías aéreas de cobayos controles. La 
gráfica superior indica el cambio en el ÍB ante la nebulización de SSF. Debajo se muestran las gráficas de la primera y de la 
segunda curva de histamina. La DP200 (concentración de histamina que induce un aumento del 200% en el ÍB basal) de 
ambas curvas es muy similar. b) Reactividad de las vías aéreas de cobayos que muestran respuesta (R) obstructiva al 
reto antigénico con ovoalbúmina (OVA). La gráfica superior indica que los cobayos R tuvieron un aumento en el ÍB después 
de la exposición a OVA. Las gráficas inferiores muestran que la DP200 de histamina de la segunda curva fue menor a la de 
la primera curva, esto indica que los cobayos R son hiperreactores. c) Reactividad de las vías aéreas de cobayos no 
respondedores al antígeno (NR). A diferencia de los cobayos control y R los animales NR muestran un ligero incremento 
en el ÍB después de la exposición a OVA. Sin embargo, al igual que los animales control la DP200 se mantiene en ambas 
curvas dosis-respuesta de histamina. d) índice DP200 Post-OVA/ DP200 pre-OVA. Según este índice los valores menores a 
1 (línea 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 vía, prueba postHoc: comparación múltiple de Bonferroni). 
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cobayos R (Fig.18b). Al hacer la relación DP200 post-OVA/ DP200 pre-OVA (Ramos- 

Ramírez, 2013), sólo los cobayos R obtuvieron valores menores a 1, lo que indica que 

hubo un aumento en la reactividad de las vías aéreas en este grupo, es decir, los 

cobayos R presentaron hiperreactividad de la vía aérea reactividad de las vías aéreas 

(Fig. 18d). 

 

6.3 Células inflamatorias en los cobayos R y NR al reto antigénico 

 

El incremento de células inflamatorias es una característica de muchas enfermedades 

crónicas en el pulmón que provocan remodelación. Por lo descrito previamente por 

Ramos- Ramírez (2013a), se sabe que los cobayos R tienen un perfil de células 

inflamatorias Th2, que se caracteriza por presentar gran cantidad de eosinófilos, como 

en el asma alérgica; mientras que los cobayos NR presentan células distintas, entre las 

que se encuentran linfocitos Th1, Treg y neutrófilos. 

En el presente estudio se observó que el LBA de los cobayos R y NR tienen mayor 

número de linfocitos (p<0.05) y neutrófilos (p<0.05) en comparación al grupo control, 

mientras que el número de eosinófilos solo fue significativamente mayor (p<0.001) en 

los animales R (Fig. 19). 
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6.4 Expresión de las isoformas de laminina (LN) 

 

La laminina es una proteína heterotrimérica que puede llegar a expresarse de forma 

monomérica en condiciones patológicas o de reparación. El estudio de la expresión de 

las cadenas por separado podría sugerir qué trímeros o monómeros podrían estar 

expresándose, co-expresándose y sobre expresándose en los tejidos.  

Para determinar la expresión de las distintas isoformas de laminina en el MLVA y MLVI 

se consideró la intensidad de marca, y se refiere a la tinción producida por el cromógeno 

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 tinción 

de laminina observados, ya que se basa en el hecho de que la intensidad de la tinción 

producida por el cromógeno está relacionada a la cantidad de proteína expresada en el 

tejido (Nguyen, 2013; Crowe, 2019); por este motivo al hablar de “expresión” de 

Figura 19. Conteo celular diferencial en lavado bronco-alveolar (LBA). Micrografías representativas que muestran las 
células con mayor presencia o características de a) cobayos control, b) cobayos respondedores (R) y c) 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 había realizado un botón celular con las células de LBA 
a una concentración de 1x106/ml. ANOVA de 1 vía, prueba postHoc: comparación múltiple de Bonferroni. n= 6 cobayos por 
grupo. *Diferencia estadísticamente significativa p<0.05, **Diferencia significativa p<0.001. M: Macrófago, E: Eosinófilo, 
N: Neutrófilo.  
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laminina se referirá a la expresión semi cuantitativa llamada, intensidad de marca y 

viceversa. 

Adicionalmente, se identificó la presencia de laminina en otras estructuras como 

parénquima (alveolos), epitelio de la vía aérea y mesotelio; en estos la presencia de 

laminina se referirá como “Inmunolocalización de laminina” ya que no se realizaron 

análisis cuantitativos.  La presencia de laminina en las micrografías 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 tinción sea difícil de percibir se señaló con flechas. 

 

6.4.1 Isoforma LN α1 

 

La expresión de LN α1 se localizó en el MLVA y MLVI de todos los grupos (color 

rojo/rosa), aunque la inmunotinción fue distinta entre los grupos. En MLVA y MLVI de 

cobayos R, el área ocupada por LN α1 es más homogénea a la que se observa en los 

cobayos NR y controles, donde la marca es más aislada en MLVA y, en MLVI la 

presencia de LN α1 forma franjas aisladas distribuidas por todo el músculo (Fig. 20a).  

Visualmente, la LN α1 presentó una mayor tinción el MLVA y MLVI de los cobayos R, 

mientras que, la tinción observada en el MLVA y el MLVI de los cobayos NR y controles 

fue muy similar entre sí (Fig. 20a). El análisis de la intensidad de tinción confirmó que 

el aumento en la intensidad de marca, y por tanto de la expresión de LN α1, observado 

en los cobayos R tuvo un aumento significativo (p<0.01) en comparación con los grupos 

controles y NR, tanto para el MLVA como para el MLVI, los cuales presentaron 

expresión de LN α1 similares (Fig. 20b). 

Otras estructuras donde se encontró presencia de laminina fueron, el epitelio y el 

parénquima de todos los grupos. De forma visual, se aprecia un incremento en la tinción 

de estas estructuras en los animales R en comparación a los otros grupos (Fig. 21). 



    
 

46 
 

 

Figura 20. Expresión de la isoforma LN α1 en músculo liso de la vía aérea (MLVA) y músculo liso vascular intrapulmonar 
(MLVI). a. Las micrografías muestran la presencia de la proteína en color rosa o rojo según la intensidad b. La intensidad 
de la inmunotinción indica cuanta laminina se está expresando. Los animales respondedores (R) tuvieron una intensidad 
mayor en MLVA bronquial y MLVI en relación de los controles y NR (p<0.01).  Cromógeno usado: AEC.  Aumento: 40x, 
barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. ANOVA 1 vía. PostHoc 
Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadísticamente significativa p<0.05, **Diferencia estadísticamente 
significativa p<0.01. 
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6.4.2 Isoforma LN α2 

 

La presencia de LN α2 sólo fue observada en el MLVA y MLVI en cobayos R. El grupo 

control presentó poca o nula tinción para esta cadena de laminina y, los cobayos NR 

no presentaron expresión de LN α2 en ninguno de los músculos lisos analizados (Fig. 

22a). La simple presencia de LN α2 de forma exclusiva en los cobayos R indica que 

hay una diferencia en la expresión de esta subunidad en los grupos estudiados, 

adicionalmente, esta diferencia mostró 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 

expresión de Ln α2 (Fig. 23). 

Figura 21. Inmunolocalización de la isoforma LN α1 en epitelio de la vía aérea y parénquima. Se tomaron micrografías 
de epitelio bronquial y parénquima para observar la presencia de Ln α1 en otras estructuras, y determinar si hay posibles 
cambios en estas. Se observa que hay ligera tinción en el parénquima de cobayos controles y NR, pero hay un incremento 
en los modelos respondedores. Las micrografías muestran la presencia de la proteína en color rosa o rojo según la 
intensidad. Cromógeno usado: AEC, Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
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Figura 22. Expresión de la isoforma LN α2 en músculo liso de la vía aérea (MLVA) y músculo liso vascular intrapulmonar 
(MLVI). a. Micrografías del MLVA y MLVI de los animales control, respondedor (R) y no respondedor (NR), la presencia de 
LN α2 se observa en color rosa o rojo según la intensidad.  El grupo control muestra una ligera tonalidad rosada, mientras 
que en el grupo R la marca es mucho más intensa en ambos músculos lisos. No se encontró presencia en los animales NR. 
b. La intensidad de marca en los animales R es significativamente mayor (p<0.05), en MLVA y MLVI. Cromógeno usado: 
AEC, Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm ANOVA 
1 vía. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadísticamente significativa p<0.05. 
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6.4.3 Isoforma LN α4 

 

Las IHC realizadas para esta isoforma no mostraron tinción en ninguna de las 

estructuras observadas en ninguno de los grupos (Fig. 24). De forma interesante la 

expresión de esta proteína se encontró en el mesotelio del pulmón; el mesotelio es una 

capa de epitelio simple seguido de MEC que recubre los órganos de la cavidad 

peritoneal y cuya función es el soporte, regulación inmune y transporte de moléculas 

(Ross, 2011).  

En la figura 25 se muestran micrografías de esta estructura en los animales controles 

(a), no respondedores (b) y respondedores (c y d). Los cobayos controles y NR 

muestran una distribución de la proteína de forma muy similar, al igual que la morfología 

del mesotelio. Por otra parte, la marca de Ln α4 en animales respondedores se ve 

mucho más amplia y la forma del epitelio pasa de ser plano a presentar una forma de 

células cúbicas. 

 

 

 

Figura 23. Inmunolocalización de la isoforma LN α2 en epitelio de la vía aérea y parénquima. El epitelio y parénquima 
de los animales respondedores muestra una ligera tinción. Las micrografías muestran la presencia de la proteína en color 
rosa o rojo según la intensidad. Cromógeno usado: AEC, Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
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Figura 24. Expresión de la isoforma LN α4 en músculo liso de la vía aérea (MLVA) y músculo liso vascular intrapulmonar 
(MLVI). Las microfotografías muestran distintas estructuras en el pulmón, pero no se observa inmunoreactividad para la 
proteína. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
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6.4.4 Isoforma LN β3 

 

La isoforma de LN β3 se expresó en todos los grupos, tanto en MLVA como en el MLVI 

(Fig. 26a). Debido a que en la IHC se usó DAB como cromógeno, la tinción desarrollada 

se observó de color café.  

El MLVA mostró 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 

expresión de LN β3 (Fig. 26b), desarrollando un color más oscuro. Por otro lado, la 

expresión de LN β3 en MLVI incrementó en los modelos R (p<0.01) y NR (p<0.01), 

siendo en este último grupo donde se expresó hasta con el doble de intensidad 

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

Los músculos lisos bronquial y vascular fueron los únicos sitios donde se expresó LN 

β3 ya que no hubo tinción en epitelio bronquial ni parénquima (Fig. 27). 

 

Figura 25. Inmunolocalización de la isoforma LN α4 en mesotelio pulmonar. a. Mesotelio control. La marca que se 
observa en el epitelio se señala con flechas (100x). b. mesotelio de un modelo no respondedor (NR). La morfología 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 α4 se aprecia a lo largo de todo el mesotelio como una línea roja (10x). d. 
acercamiento del mesotelio de un modelo R. Tanto en la morfología del epitelio como en el grosor de la MEC subyacente 
se aprecia un incremento de tamaño (100x).  Cromógeno usado, AEC. Líneas de escala: 200 µm con aumento de 10x (c) y 
25 µm a 100x (a, b, d). 
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Figura 26. Expresión de la isoforma LN β3 en músculo liso de las vías aéreas (MLVA) y músculo liso vascular 
intrapulmonar (MLVI). a. Micrografías 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 comparación 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). Cromógeno 
usado: DAB. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
ANOVA 1 vía. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadísticamente significativa p<0.05, **Diferencia 
estadísticamente significativa p<0.01. 
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6.4.5 Isoforma LN γ1 

 

Todos los grupos presentaron expresión de LN γ1 en el MLVA y el MLVI. 

Visualmente, la expresión de LN γ1 en el MLVA de cobayos controles y R fue similar. 

El análisis de la intensidad de marca, indica que no hay aumento significativo LN γ1 

en ningún modelo (p<0.05) (Fig. 28b).  Los cobayos NR tuvieron una intensidad de 

marca similar a la del grupo control, pero la laminina sólo se encuentra en algunas 

regiones del MLVA (Fig. 28a). 

La intensidad de marca de LN γ1 en MLVI en el modelo R y NR fueron similares, y 

con un incremento significativo (p<0.05) en su expresión en comparación al grupo 

control, donde no hay expresión de LN γ1 en el músculo liso, pero sí en endotelio 

(Fig. 28a y b). 

Esta subunidad de laminina se encuentra distribuida de forma más amplia en el pulmón; 

en la figura 29 se muestra la expresión de LN γ1 en epitelio y parénquima. Las células 

epiteliales del grupo R muestra ligera tinción para esta proteína, mientras que, en el 

parénquima, de todos los grupos, se observa una expresión similar de la proteína.  

Figura 27. Inmunolocalización de la isoforma LN β3 en epitelio de la vía aérea y parénquima. No se observó presencia 
de laminina en epitelio o en parénquima de los grupos. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
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Figura 28. Expresión de la isoforma LN γ1 en músculo liso de la vía aérea (MLVA) y músculo liso vascular intrapulmonar 
(MLVI). a. Las micrografías muestran la distribución de LN γ1 en el MLVA y MLVI de cobayos controles, respondedores (R) 
y no respondedores (NR). La expresión de LN γ1 en MLVA del grupo control es similar a lo observado en los R. Los animales 
NR parecen no tener presencia de esta proteína, sin embargo, la flecha negra muestra una zona con una ligera tinción. En 
el MLVA el grupo R y NR mostraron una expresión parecida, mientras que en el control sólo se observa una línea roja en el 
endotelio (flecha negra). b. La intensidad de LN γ1 en el MLVA es parecida en controles y R, y, mayor en comparación al 
grupo NR (p<0.05) quienes no presentan expresión de esta proteína. En el MLVI la expresión es mayor en los cobayos R y 
NR (p<0.05).  Cromógeno usado: EAC, Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de 
escala equivalente a 25 μm. ANOVA 1 vía. PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadísticamente 
significativa p<0.05. 
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El mesotelio también presentó expresión de LN γ1. 

 

6.4.6 Isoforma LN γ2 

 

Intensidad de marca  

La isoforma de LN γ2 se expresó de forma similar en el MLVA y MLVI en todos los 

grupos (Fig. 30a); la intensidad de marca no mostró ninguna diferencia significativa 

entre los grupos (Fig. 30b). 

Otra estructura que presentó tinción de LN γ2 fue el epitelio de los cobayos R y NR (Fig. 

31).  

Figura 29. Inmunolocalización de la isoforma LN γ1 en epitelio de la vía aérea, parénquima y mesotelio. No se observó 
presencia de laminina en epitelio o en parénquima de los grupos. Cromógeno usado: AEC. Aumento: 100x, barras de escala 
equivalente a 25 μm. 
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Figura 30. Expresión de la isoforma LN γ2 en músculo liso de la vía aérea (MLVA) y músculo liso vascular intrapulmonar 
(MLVI). a. Micrografías representativas de la expresión de LN γ2 en MLVA y MLVI observada en cobayos controles, 
respondedores (R) y no respondedores (NR). b. La expresión de LN γ2 en el MLVA y MLVI de todos los grupos fue similar.  
Cromógeno usado: AEC. Aumento: 40x, barras de escala equivalente a 50 μm. Aumento: 100x, barras de escala equivalente 
a 25 μm. ANOVA 1 vía PostHoc Bonferroni. n= 6 cobayos por grupo. *Diferencia estadísticamente significativa p<0.05. 
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6.4.7 Otras isoformas de laminina 

 

Las subunidades LN α3, α5, β1 y γ3, no mostraron una inmunotinción positiva en 

ninguna de las estructuras analizadas, por lo que no se incluyeron las imágenes ni el 

análisis de la intensidad de marca y proporción.  

 

6.5 Expresión de las isoformas de laminina y los posibles trímeros de 

laminina en cobayos controles, R y NR 

 

Previamente, por IHC, se ha comprobado que LN β2 se expresa en animales controles, 

R y NR, siendo estos últimos los que presentaron una mayor intensidad de tinción 

(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 

tinción de IHC positiva) las isoformas LN α1, LN α2, LN β2, LN β3, LN γ1 y LN γ2 (Fig. 

32, Control). Por la expresión de estas isoformas en el tejido podría sugerirse que estén  

 

Figura 31. Inmunolocalización de LN γ2 en epitelio de la vía aérea y parénquima. Se observa una ligera tinción de LN γ2 
en el epitelio de los cobayos R y NR (flechas negras). No se encontró expresión de LN γ2 en el parénquima de los grupos 
estudiados. Cromógeno usado: AEC. Aumento: 100x, barras de escala equivalente a 25 μm. 
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formando trímeros Ln 121 o Ln 221, sin embargo, esta es solo una suposición y son 

necesarios más estudios para asegurarlo. 

El MLVI expresó las mismas cadenas que el MLVA a excepción de la LN γ1, que sólo 

se encontró en el endotelio. Por la falta de expresión de LN γ1 sobre este músculo no 

se puede sugerir la expresión de algún trímero (Fig. 32, Control). 

Finalmente, el parénquima expresa principalmente Ln 121 mientras que el mesotelio 

LN 4 y LN γ1 (Fig. 32, Control). 

Los resultados obtenidos en el análisis de la expresión de laminina en los modelos R y 

NR muestran que los mayores cambios observados son incrementos en la intensidad 

de tinción de algunas isoformas de laminina, en el MLVA y MLVI (Fig. 32). 

Figura 32. Expresión y localización de distintas isoformas de laminina en distintas estructuras del pulmón de cobayos 
controles, respondedores (R) y no respondedores (NR) al reto antigénico. La imagen muestra las distintas estructuras 
pulmonares analizadas: músculo liso de la vía aérea (MLVA), músculo liso vascular intrapulmonar (MLVI), parénquima 
(alveolos) y mesotelio; así como las isoformas que se encontraron expresadas en dicha estructura y los posibles trímeros de 
laminina formados. En cobayos respondedores (R) y no respondedores (NR) solo se indican las isoformas que fueron sobre 
expresadas (↑aumento en la expresión por intensidad de marca o ↑↑ cuando el incremento fue aún mayor). También se 
indican las características de cada grupo. Controles. De forma normal el MLVA expresa LN α1, LN α2, LN β2, LN β3, LN γ1 y 
LN γ2, que podrían formar los trímeros Ln 121 y Ln 221. En el MLVI se expresan las mismas isoformas a excepción LN γ1 por 
lo que no es posible sugerir la expresión de un trímero. El endotelio y el parénquima probablemente expresan Ln 121 ya que 
se encontraron las tres isoformas. El mesotelio expresa LN α4 y LN γ1. Respondedor. En el grupo R el MLVA presenta 
hiperreactividad (formas amarillas), el MLVI presenta hiperplasia (figuras naranjas) infiltración de células Th2, Th17 y 
eosinófilos. El MLVA tuvo incremento en la intensidad de marca LN α1, LN α2 y LN β2. Por otro lado, el MLVI presentó sobre 
expresión de LN α1, LN α2, LN β3 y LN γ1, al igual que en el MLVA no se puede asegurar que se encuentran en trímeros o no. 
No respondedores. Las cadenas Ln β2 y Ln β3 tuvieron un incremento en el MLVA y MLVI, mientras que Ln γ1 sólo se 
incrementó en MLVI de este grupo.  
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Los cobayos R tuvieron incrementos en la tinción de isoformas de laminina LN α1, LN 

α2 y LN β2 en el MLVA y de LN α1, LN α2, LN β3 y LN γ1 en el MLVI. Por otro lado, los 

cobayos NR, presentaron incrementos de isoformas de laminina LN β2 y LN β3 en el 

MLVA y MLVI, este último también tuvo incremento de LN γ1. Por las isoformas sobre 

expresadas en cobayos R y NR no se puede sugerir la sobre expresión de una trímero. 

 

Estos resultados fueron con base a estudios semi- cuantitavos, evaluando la intensidad 

de tinción, los cuales sólo sugieren que hay un incremento en la expresión de algunas 

isoformas de laminina y, por tanto, el aumento en la expresión (cuantitativa) debe ser 

confirmados con otras técnicas. 
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7. DISCUSIÓN  

 

7.1 Respuestas bronco-obstructivas a los retos antigénicos en el 

modelo R y NR 

  

En los cobayos sensibilizados se observaron dos respuestas bronco-obstructivas 

después de cada reto antigénico. Una de estas, fue la “respuesta típica”, donde los 

animales sensibilizados presentaron aumentos en el ÍB después del reto antigénico, 

cobayos R, y otro grupo que no presentó obstrucción después del reto antigénico, 

cobayos NR. La evaluación de la hiperreactividad de la vía en estos modelos crónicos 

mostró que los cobayos R y NR no tienen la misma respuesta a la histamina. Los 

cobayos R presentan hiperreactividad de la vía aérea, es decir, el MLVA necesita una 

concentración 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 

que ambos grupos tienen incrementos en el número de linfocitos infiltrados, pero 

diferencias en otros tipos celulares. En el LBA de los cobayos R hay un incremento del 

número de eosinófilos, mientras que, en los cobayos NR predominan los neutrófilos. 

Las características observadas en los cobayos R y NR se ajustan a los modelos 

descritos por Ramos-Ramírez (2013): los cobayos R, tienen incrementos en el ÍB 

después del reto antigénico, hiperreactividad de la vía aérea e incremento en 

eosinófilos, lo cual también se ajusta a los modelos de asma alérgica, por otro lado, los 

cobayos NR, no tienen incremento en el ÍB después del reto, no son hiperreactores y 

predominan los neutrófilos en el LBA. Cabe mencionar que el tipo de linfocitos infiltrados 

en los grupos no fue determinado. 

 

7.2 Expresión de las isoformas de laminina por IHC en cobayos  

 

Las inmunotinciones realizadas para las isoformas LN α3, LN α5, LN β1 y LN γ3 no 

mostraron una tinción 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 α5 y LN β1 

han mostrado reactividad con estas isoformas en LBA y sueros sanguíneos, esto 

sugiere que los anticuerpos sí reconocen las isoformas de laminina y que, 

probablemente, la falta de detección en tejido sea debido a que no se exprese en el 

MLVA y MLVI o su detección sea difícil en tejido. Por otro lado, los anticuerpos para LN 

α3, LN γ3 no mostraron detección en ninguno de los casos por lo que podría no haber 

expresión de estas isoformas o podría deberse a los anticuerpos utilizados. En vista de 

que este estudio también busca determinar la presencia de isoformas de laminina en el 

pulmón de cobayos no se contó con información previa respecto al uso de anticuerpos 

o presencia previa de laminina, de manera que en aquellos anticuerpos que no tuvieron 

reacción ahora se puede optar por otras alternativas. No obstante, se logró identificar 

un gran número de isoformas de laminina en diversas estructuras pulmonares, además 

de cambios en la presencia de las isoformas de laminina que podrían asociarse a los 

cobayos R y NR. 

 

La IHC es una técnica muy útil que permite hacer un primer acercamiento a la expresión 

de laminina en el pulmón de los cobayos, los cuales son un modelo muy utilizado para 

diversas enfermedades. La intensidad de tinción generada analizada por métodos semi 

cuantitativos (que no cuantifica de forma directa la cantidad de proteína), posibilita hacer 

una aproximación del comportamiento de la presencia de laminina, tras el aumento de 

la marca positiva de la tinción en los grupos estudiados. Un aumento en la tinción ha 

sido asociada a un posible aumento en la expresión de la proteína 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 concentración y marca del anticuerpo, los tiempos de incubación, métodos de 

recuperación antigénica y los cromógenos 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 estás isoformas se incrementan de forma 

monomérica, ya que las isoformas acompañantes, con las que forma trímero, no se 

incrementaron de la misma manera (Fig. 32), la segunda es que la laminina pese a ser 

una glicoproteína de MB parece estar expresándose dentro de las células del MLVA y 

el MLVI, ya que la tinción no se limita a la periferia de los miocitos si no que abarca toda 

la células como se puede apreciar en las imágenes correspondientes a las IHC. 

Respecto a estos puntos se sabe que la sobreproducción de una sola isoforma de 

laminina, sin otras cadenas con la que forma trímero es conocida como “producción 

descoordinada” y ha sido reportada en diversos trabajos donde, mediante IHC analizan 

la expresión de laminina en pacientes con padecimientos como asma alérgica, 

ocupacional, estacional, no alérgica y EPOC (Kawa, 2005; Kranenburg, 2006; Altraja, 

1996). Esta producción descoordinada de isoformas de laminina es “común” 

principalmente en procesos patológicos por ejemplo en fibrosis, remodelación o cáncer, 

donde se asocian a cambios funcionales del tejido (Kawa, 2005). Por otro lado, la sobre 

producción de una cadena no indica que esté siendo secretada, y no son aislados los 

estudios que señalan que estas isoformas se acumulan en el citoplasma del epitelio y 

del MLVA donde tienen efectos aun poco entendidos, pero indican que podrían 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 señalan, de manera general, que los efectos por la acumulación 

de elementos de MB y MEC dentro del MLVA depende de la proteína o glicoproteína 

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 continúan 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 fisiológicas 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 están 

asociadas a distintas posibles funciones  

 

Los cobayos R y NR presentan distintas características inmunológicas y fisiológicas 

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 razón de este acontecimiento, una posible razón es que la respuesta de 

células inmunológicas que muestra cada modelo (R con linfocitos Th2 y eosinófilos; NR 

con Treg+ y neutrófilos) puede regular la sobre producción de distintas cadenas. 

A pesar de que aún se desconoce la función de las lamininas en el pulmón, tanto en 

trímero como en monómero, se ha logrado conocer mucho sobre su posible función en 

el pulmón adulto a partir de su expresión en distintas etapas del desarrollo o con 

modelos experimentales (Nguyen, 2006). La expresión 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 podría contribuir de forma distinta a las respuestas fisiológicas 

observadas en ambos grupos; aumentando la contracción del MLVA en cobayos R y 

disminuyendo la contracción en cobayos NR. 

 

7.4.1 Los cobayos R sobre expresan principalmente isoformas LN α1 y LN 

α2 en MLVA y MLVI 

 

Diversas investigaciones indican que la expresión de las isoformas de laminina LN α2 

y LN α1 se restringen al desarrollo (datos contradictorios) pero, mientras que, LN α1 es 

esencial para la formación del pulmón, la ausencia de LN α2 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 α1, 

y LN α2, pero hay incremento estas isoformas en cobayos R. 

El aumento de LN α2 y LN α1 encontrado concuerda con algunos trabajos que 

reportaron aumento de estas cadenas en personas con asma alérgica crónica y en 

modelos animales de alergia, sin embargo, estos estudios reportan dicho aumento en 

MB subepitelial y no en músculo liso, como se encontró en los resultados obtenidos. La 

información de la expresión de LN α1 es contradictoria, por ejemplo, Altraja (1996), por 

IHC, reportó el aumento de LN α1 en MB subepitelial, vasos sanguíneos y músculo liso 

de pacientes con asma estacional, ocupacional y alérgica (crónica), mientras que Kawa 

(2005), en un estudio similar, mencionó que sólo había una tinción 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 α1 y LN α2 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 contracción del MLVA.  

La sobre expresión de LN α1 se ha asociado a procesos de remodelación en pacientes 

con asma (Amin, 2005; Christie, 2004; Altraja, 1996), durante los cuales se cree que 

podría tener funciones similares a las que regula en el desarrollo, por ejemplo, se sabe 

que durante el desarrollo LN α1 es fundamental para mantener la organización del 

MLVA (Hirts, 2000; Dekkers, 2007; Schuger, 1997). Probablemente, el aumento de esta 

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

Por otra parte, diversos estudios han resaltado la importancia de LN α2 en los músculos 

lisos más allá del desarrollo. En cultivos celulares la expresión de esta cadena coincide 

con la diferenciación de células mesenquimales a miocitos (Relan, 1999; Bejag, 2002). 

Mientras que en las células musculares lisas maduras, la presencia de LN α2 es 

suficiente para promover la supervivencia del músculo liso debido a que promueve la 

acumulación de proteínas anti-apoptóticas (Tran, 2013; Tran 2006).  Adicionalmente, 

esta cadena es esencial para la contracción del músculo 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 sobreexpresión de LN α2 en el MLVA de los cobayos R podrían 

promover o facilitar el aumento de las respuestas bronco-obstructivas y la 

hiperreactividad de la vía aérea después de los retos antigénicos. En tanto, la 

sobreexpresión en el MLVI puede estar mediando la supervivencia de las células 

musculares, mientras que los factores de crecimiento presentes durante la 

remodelación, como TGF- β, inducen su proliferación. 

 

7.4.2 Los cobayos NR sobre expresan principalmente isoformas LN β2 y 

LN β3 en el MLVA y MLVI 

 

Las investigaciones sobre la expresión y función de las isoformas de laminina LN β2 y 

LN β3 durante el desarrollo indican que no son isoformas esenciales para la formación 

del pulmón debido a que los ratones knock out de LN β2 nacen sin defectos en el 

pulmón y modelos knock out de LN β3 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 β2 en MB subepitelial de 

pacientes con asma alérgica y no alérgica (Kawa, 2005; Altraja, 1996); pero también se 

ha encontrado acumulación en el MLVA de pacientes con diversos tipos de asma y en 

pacientes con EPOC (Altraja, 1996; Kranenburg, 2006). Los trabajos que han reportado 

sobre-expresión de esta isoforma dentro del MLVA mencionan que la acumulación de 

LN β2 en el MLVA tiene mayores efectos fisiológicos que la acumulada en la MB 

subepitelial, observada en pacientes con asma (Altraja, 1996; Kawa, 2005), debido a 

que la cantidad de LN β2 acumulada en la MLVA se correlaciona directamente con el 

decremento del volumen de aire espirado (FEV1), por generar una mayor resistencia 

en la expansión del MLVA en pacientes con EPOC, contribuyendo con el deterioro de 

la función pulmonar (Kranenburg, 2006). De manera interesante los cobayos NR que 

no presentan hiperreactividad presentaron mucha más acumulación de LN β2 en el 

MLVA, en comparación con los cobayos R, por lo que podría aumentar la resistencia 

del MLVA en los cobayos NR, evitando su contracción. 
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Por otro lado, la LN β3 ha sido poco estudiada debido a que no se han reportado 

cambios importantes y no es una isoforma crucial para el desarrollo del pulmón, por lo 

que la expresión de LN β3, o LN α3 y LN γ2 (isoformas que forman trímero con LN β3) 

en el pulmón adulto ha sido atribuida a procesos de reparación en respuesta al daño o 

en procesos de enfermedades pulmonares como asma o tumores (Nguyen 2006; 

Gesdorff, 2005). Contrario a esto, en estudios más recientes señalan que es común la 

presencia de mRNA de LN β3 en pulmones de ratones adultos sanos, siendo la tercera 

isoforma (en cantidades de mRNA) más abundante, por lo que no solo se expresa 

durante el daño (Burgasteller, 2015).  

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la expresión de LN β2 y LN β3 

es normal en el MLVA y MLVI de los cobayos, sin embargo, hay un incremento 

fácilmente observable en la expresión de esta cadena en los animales NR que pueden 

estar asociadas a la reducción en la función pulmonar como se reportó en los humanos 

con EPOC y asma con bajos niveles de FEV1 y distensibilidad (Nguyen, 2006; Altraja, 

1996; Kawa, 2005, Kranenburg, 2006). , además de que su sobre producción puede ser 

resultado del proceso de daño y reparación. 

 

7.4.3 La isoforma LN γ1 se incrementó sólo en el MLVI de cobayos R y NR 

 

El incremento de LN γ1 ha sido reportado en pacientes con diversos tipos de asma, 

principalmente en la MB subepitelial (Altraja, 1996; Kranenburg, 2006; Kawa, 2005).  La 

expresión de la isoforma de LN γ1 sólo fue observada en el MLVI de ambos modelos, 

que tiene como característica ser proliferativo. Debido a que solo se expresó en el MLVI, 

esta isoforma podría tener un papel fundamental para la proliferación. 
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8. CONCLUSIÓN 

 

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

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

La diferencia de isoformas de laminina podría contribuir con la diferencia en las 

respuestas fisiológicas obstructivas en MLVA y MLVI en los cobayos R y NR: en el 

modelo R el incremento de LN α1 y LN α2 podrían estar facilitando y manteniendo 

fenotipos contráctiles en el MLVA y supervivencia de células del MLVI, mientras que la 

acumulación de LN β2 y LN β3 en el MLVA de cobayos NR podrían contribuir con el 

incremento en la resistencia del MLVA, impidiendo la contracción e hiperreactividad y 

la remodelación del MLVA y MLVI. 
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