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TGF-B in a lung allergic inflammation in a mouse model with different severity grades
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RESUMEN

Introduccion. El asma alérgica es una de las enfermedades mas prevalecientes en la edad pediatrica. Los mecanismos implicados en
este padecimiento no han sido esclarecidos totalmente. Se sabe que el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-f3) juega un papel
muy importante en la fisiopatologia de esta enfermedad y que la activacion del factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY1) induce un aumento
en la expresién de esta citocina. El factor YY1 también regula la expresion de otras citocinas involucradas en el asma tales como la IL-4
y la IL-10. El objetivo de este trabajo fue evaluar la asociacién entre YY1y TGF-g en un modelo murino de inflamacién alérgica pulmonar.
Métodos. Se trabaj6é con un modelo murino de inflamacién alérgica pulmonar con diferentes grados de severidad empleando ovalbumina
como alérgeno. Posteriormente se obtuvo el tejido pulmonar, que fue incluido en parafina, se construy6 un microarreglo del tejido en un
equipo semiautomatico y, mediante inmunohistoquimica, se evalud la expresiéon de YY1 y de TGF-f. La densidad de la expresién se midio
de manera cuantitativa por métodos computarizados.

Resultados. Se observo inflamacién alérgica pulmonar diferencial acorde con el grado de severidad del modelo; se observé el mismo
patrén con la produccion de moco. La expresion de ambas proteinas se correlaciond de manera directa con el grado de severidad de la
inflamacion alérgica pulmonar.

Conclusiones. Los resultados obtenidos corroboran el papel que juegan ambas proteinas en la fisiopatologia de la inflamacion alérgica
pulmonar.
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ABSTRACT

Background. Allergic asthma is one of the most prevalent childhood diseases. This disease is characterized by airway inflammation and
remodelling. The mechanisms implicated in the pathogenesis of this disease remain unclear. Several studies have shown that TGF-f plays
an important role in the pathogenesis of asthma. In addition, the polymorphism of the TGF-f3 promoter region results in the overexpression
of TGF-p via regulation of the transcription factor Yin-Yang-1 (YY1). It is has recently been demonstrated that YY1 may be involved in the
pathogenesis of asthma by the regulation of IL-4 and IL-10. The aim of this study was to evaluate the association between the YY1 and
TGF-f expression levels in a murine model of lung allergic inflammation.

Methods. In this study we used a lung allergic inflammatory murine model with different severity degrees. Tissue microarray technology
and immunohistochemistry were used to evaluate YY1 and TGF-f expression. The density expression was measured by quantitative
methods using specific software.

Results. Expression of both proteins correlated with the degrees of severity of lung allergic inflammation. A similar result was observed
with mucus production.

Conclusions. These results corroborate the role of YY1 and TGF-f} in the pathogenesis of this disease.

Key words: lung allergic inflammation, Yin-Yang-1, TGF-f3, microarray.
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de la via aérea, en el epitelio, en la 1amina propia y en la
submucosa.! Es una enfermedad crénica muy frecuente en
el ser humano que representa un grave problema de salud
publica. Se estima que la prevalencia del asma en el mundo
varia ampliamente: desde menos de 5% en la poblacion de
Grecia e Indonesia hasta mas de 25% en Australia y Nueva
Zelanda.? En México es una de las primeras diez causas
de utilizacion de los servicios de salud, especialmente los
de urgencias y de consulta externa.’

El asma es la enfermedad que mas prevalece en la edad
pediatrica; esta enfermedad representa una importante
pérdida para los millones de pacientes que la sufren y
también para el sistema de salud, tanto desde el punto
de vista econémico como de calidad de vida.! El asma
se presenta en pacientes de cualquier sexo, edad o nivel
socioecondmico, pero afecta mayormente a los niflos con
antecedentes de atopia.’ La investigacion biomédica ha
facilitado avances importantes en el conocimiento de los
mecanismos patogénicos del asma y ha dado lugar a avan-
ces terapéuticos que han tenido un impacto significativo
en el manejo y control de la enfermedad.>* Sin embargo,
el nimero de asmaticos contintia aumentando y no se ha
eliminado la proporcion entre la incidencia y la prevalencia
del asma, que corresponde a una enfermedad grave y de
dificil manejo.’

La etiologia del asma es compleja y multifactorial. Es-
tan involucradas interacciones entre los factores genéticos
y los estimulos ambientales. La mayoria de los datos acerca
de la fisiopatologia de esta enfermedad, especificamente
del asma atipica, se refieren al desequilibrio entre el feno-
tipo Th-1y el Th-2. La genética, el ambiente intrauterino,
la dieta materna e infantil, las infecciones respiratorias, la
ocupacidn y la exposicion al ambiente, todo contribuye a
que se pierda este delicado equilibrio.! La manera en la que
todos estos factores convergen para determinar la reaccion
del sistema inmunitario de un sujeto determinado puede
resultar como inflamacion y remodelacion de las vias aé-
reas.®® Los principales factores que favorecen un fenotipo
Th-2 finalmente conducen a la atopia. La aplicacion de la
metodologia basada en ARN y los métodos de deteccion
de mediadores mejorados han proporcionado evidencia de
que la sensibilizacion inicial y la subsiguiente expansion
de las poblaciones de mastocitos y de eosinofilos resultan
de la liberacion de citocinas especificas codificadas en el
cromosoma 5q, que son liberadas por linfocitos Th2 acti-
vados en el asma alérgica, no alérgica o intrinseca. Estas

citocinas incluyen a las interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-13 y al factor estimulante de colonias de granulocitos
y monocitos (GM-CSF).”

En los ultimos aflos se han realizado diversas investiga-
ciones sobre los factores de crecimiento fibrogénicos en el
asma; en numerosos trabajos se ha encontrado aumentada
la expresion del factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
del factor de crecimiento transformante-beta (TGF-),
tanto en especimenes de biopsia bronquial como de lavado
bronquioalveolar (BAL).”!"" EI TGF-B es expresado por
las células aéreas epiteliales, los eosinoéfilos, los linfocitos
Th2, los macréfagos, los fibroblastos y podria estar unido
y almacenado en la matriz subepitelial extracelular de las
vias aéreas.! El TGF-p es importante en el desarrollo, el
crecimiento, la transformacion, la reparacion de tejido, la
fibrosis y la modulacion de la respuesta inmune inflamato-
ria.!" La expresion de TGF-f guarda una correlacion con el
grado de fibrosis subepitelial y se encuentra aumentada en
los infiltrados eosinofilicos prominentes de los pacientes
con asma severa o grave.'? Sin embargo, en asma leve y
con niveles bajos esta citocina podria jugar un papel pro-
tector por su capacidad de inhibir la produccion de IgE y
la proliferacion de mastocitos.'* Estudios en modelos de
murinos de asma han indicado que el TGF-f podria tener
efectos antiinflamatorios y profibroticos.’

En el control de la actividad de TGF-B estan involu-
crados multiples mecanismos; un ejemplo importante son
los mecanismos transcripcionales que son regulados por
citocinas inflamatorias, 6xido nitrico y especies reactivas
de oxigeno, encontrados en las vias aéreas de individuos
con asma. Se ha reportado que el polimorfismo presente
en el promotor del TGF-B, C-509T, tiene un impacto en
la expresion de esta citocina.

Yin-Yang-1 (YY) es un factor de transcripcion expre-
sado ubicuamente con dedos de cinc que puede funcionar
como activador o represor de la transcripcion.'* La afinidad
de YY1 en los pacientes con el alelo T en la posicion 509
del promotor de TGF-f3 estd incrementada cerca de 30% en
comparacion con los pacientes con el alelo C. En este estu-
dio se sugiere que este polimorfismo es muy importante para
la susceptibilidad al asma, pues los pacientes con el alelo T
presentan un incremento en los niveles basales de TGF-$3
en las vias aéreas." Por otro lado, se ha descrito que YY1
juega un papel importante en la fisiopatologia del asma,
ya que ratones heterocigotos para el gen YY1 [yyl(+/-)]
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presentan una disminucion significativa de la inflamacion
alérgica pulmonar; esto es debido a la inhibicion de las
citocinas Th-2, como IL-4.'° Por lo anterior, es razonable
suponer que cuando se encuentre una mayor expresion
de YY1 la expresion de TGF-P se vera incrementada, por
lo que la relacion entre este factor de transcripcion y esta
citocina sera directa y, a su vez, la alta expresion de ambas
proteinas también se asociara de manera directa con grados
mas severos de asma. A la fecha no existe un estudio que
demuestre la asociacion entre la expresion del factor de
transcripcion YY1 y la expresion de TGF-B y si esta aso-
ciacion puede contribuir en la fisiopatologia del asma. Por
lo anterior, este trabajo, donde se implemento la tecnologia
de microarreglos de tejidos y la tincion inmunohistoquimica
en un modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar
con diferentes grados de severidad, resulta novedoso para
el analisis de esta asociacion.

METODOS

Modelos de inflamacion alérgica pulmonar

Se utilizaron grupos de 6 ratones BALB/c machos de 6 a
8 semanas de edad que se mantuvieron bajo condiciones
estériles en cajas con filtro de 0.22 wm, con acceso a ali-
mento y agua y temperatura de 21 a 24°C hasta el momento
en el que fueron sacrificados. El manejo de los animales
se llevo a cabo siguiendo de manera estricta las normas
del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran. El modelo de inflamacion
alérgica pulmonar ya ha sido descrito con anterioridad.'”'8
Se utilizaron los siguientes esquemas de sensibilizacion y
reto para cada uno de los modelos con diferente severidad:

*  Modelo 1. Inflamacion alérgica pulmonar leve. Los
dias 1 y 5 los ratones recibieron 100 uL de una sus-
pension que contenia 10 ug de ovalbumina (OVA)
en 1 mg de alum (Superfos, Denmark) por via intra-
peritoneal. El dia 12 recibieron OVA a 0.75% direc-
tamente en la traquea. El dia 16 se evalu6 la respues-
ta alérgica inducida.

*  Modelo 2. Inflamacion alérgica pulmonar modera-
da. Los dias 1 y 5 los ratones recibieron 100 uL de
una suspension que contenia 10 ug de OVA en 1 mg
de alum por via intraperitoneal. En los dias 12 y 24
recibieron OVA a 0.75% directamente en la traquea.
El dia 28 se evaltio la respuesta alérgica inducida.

*  Modelo 3. Inflamacion alérgica pulmonar severa.
Los dias 1 y 5 los ratones recibieron 100 uL de una
suspension que contenia 10 ug de OVA en 1 mg de
alum por via intraperitoneal. Los dias 12, 22 y 32
recibieron OVA a 0.75% directamente en la traquea.
El dia 36 se evalu¢ la respuesta alérgica inducida.

*  Controles. Cada grupo control de seis ratones recibio
so6lo solucion salina (SS) en lugar de OVA. Se reali-
z6 el mismo procedimiento que se describié en cada
uno de los diferentes modelos.

Los ratones se sacrificaron en el dia especificado para
cada modelo. Primero se anestesiaron en la camara de
cloroformo; después se recolecto la sangre por incision
axilar y enseguida se sacrificaron para obtener los pul-
mones. Estos fueron perfundidos con etanol absoluto;
cuando estuvieron listos, fueron colocados en tubos con
10 mL de etanol absoluto hasta el momento de la inclu-
sion en parafina y el corte del tejido. Se observaron las
laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina (H/E) para
puntear o marcar los sitios del tejido pulmonar donde se
encontrd inflamacién perivascular o inflamacion peri-
bronquial, con la finalidad de construir el microarreglo
de tejidos.

Microarreglo de tejidos

Para la construccion del arreglo de tejidos se procedio de
acuerdo con lo reportado previamente.' Después de iden-
tificar la region de interés (4 regiones por cada tejido de
pulmon), es decir, una region que presentara exactamente
la lesion que se pretendia analizar (con infiltrado inflama-
torio a nivel perivascular o peribronquial), se procedio
a la construccioén del arreglo con el equipo Chemicon’s
Advanced Tissue Arrayer (ATA 100) semiautomatico.
Utilizando una aguja calibre 0.5 mm se marcaron los
pozos de 3 mm de profundidad en un bloque de parafina
de 2.5 x 2.5 ¢cm “en blanco”, delimitando una matriz de
5 x 5 elementos que se denomind bloque receptor. Una
vez elaborada la matriz se extrajeron cilindros de tejido
de cada una de las muestras impregnadas en parafina del
bloque donador con una aguja de calibre 0.4 mm (como
guia se utilizo el corte tefiido con H/E). Cada uno de
estos cilindros se implanto en el bloque receptor y, una
vez completa la matriz de 168 tejidos, se rellend con una
pequeiia cantidad de parafina liquida sobre el arreglo
para igualar la altura de los cilindros. Posteriormente, el
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arreglo se incubod a 60°C por 15 min para homogeneizar
la parafina de los cilindros implantados con la del bloque
receptor y eliminar los espacios entre los cilindros de las
muestras y el bloque mismo. Finalmente, el arreglo se
enfrido durante 5 min en hielo y se realizaron cortes de
4 um con un microtomo rotatorio (Leica Microsystems,
Heerbrugg, Suiza).

Técnica de inmunohistoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre los
experimentos, la reaccion para cada marcador se realizo
en un solo tiempo en los diferentes microarreglos. Los
cortes se montaron en laminillas especiales con pegamento
(Instrumedics Inc. Richmond, Il. USA). Se mantuvieron
en una estufa bacterioldgica toda la noche para quitar la
parafina de la siguiente manera: se procedi6é a hidratar
la muestra con 3 bafios en xilol de 8 min cada uno, 2
bafios en etanol a 100%, un bafio en etanol a 90%, un
bafio en etanol a 70% y un bafio en agua destilada, cada
uno de 5 min. Se realizo la recuperacion del antigeno con
citrato de sodio en ebullicién por 20 min. Las laminillas
se lavaron para eliminar el exceso de citrato. Se elimind
la actividad de la peroxidasa enddégena con metanol y
peroxido de hidrogeno a 3% por 15 min, tres veces. Se
bloqued la uniéon no inmunoldgica de los anticuerpos al
tejido incubandolo durante 4 h en suero normal de cerdo
a 2%. Posteriormente, las secciones se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente en camaras himedas con los
anticuerpos anti-YY1 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA. USA) y anti-TGFf 1:2000 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA. USA). Después se incu-
baron con el segundo anticuerpo conjugado [anti-rabbit
IgG con estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano
(HPR) (DAKO, Carpinteria, CA, USA)]; por ultimo, se
produjo el color mediante la adicion del substrato diamino
benzidina (DAB) durante 3 min; la reaccion se detuvo con
agua de la llave y, para el contraste, fue tefiida con hema-
toxilina por 10 seg. Finalmente, el tejido se deshidrato bajo
el siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%, etanol
90%, etanol 100% y xilol en bafios de 5 min cada uno. Las
preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar
a temperatura ambiente.

Anadlisis densitométrico
Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olym-
pus, BX-40) y la densidad de la expresion se cuantifico

en cuatro areas con infiltrado perivascular y cuatro con
infiltrado peribronquial para cada animal por grupo (seis
animales por grupo) en una area determinada y constante
de 200 wm? utilizando un analizador de imagenes con el
programa Image-Pro Plus® (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD. USA).

Analisis estadistico

Se elabord una base de datos y la informacion se procesd
utilizando el programa de analisis estadistico Prisma®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. USA). Los
datos se presentaron mediante medias aritméticas de
cada grupo y desviacion estandar. La evaluacion de la
diferencia en la densidad de expresion de las reacciones
inmunohistoquimicas se realiz6 mediante ANOVA de una
via y comparacion multiple de Tukey para identificar las
diferencias entre grupos. Para establecer la correlacion
se realizo el analisis de Pearson. Un valor de p < 0.05 fue
considerado como significativo.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra la respuesta alérgica inducida
por OVA donde, mediante tincion con H/E (Figura 1 a-h),
se evaluaron el infiltrado inflamatorio a nivel perivascular
(Figura 1 a-d) y el infiltrado peribronquial (Figura 1 e-h)
en los diferentes modelos de severidad de la inflamacion
alérgica pulmonar: leve (Figura 1by 1f), moderada (Figura
lcy 1g)y severa (Figura 1 d-h). Claramente se observa un
aumento en la cantidad del infiltrado inflamatorio a medida
que aumenta el grado de severidad. En los tres modelos
existe un aumento significativo del infiltrado inflamatorio
tanto perivascular (Figura 1a) como peribronquial (Figura
le) al realizar la comparacion con el grupo control (que
solo recibid solucion salina). Otra caracteristica impor-
tante de la inflamacion alérgica pulmonar es la secrecion
de moco; por tal motivo, también se evaluo la presencia
de éste en los diferentes modelos de severidad. Para ello
se utilizo la tincion de PAS (periodic-acid-shift), que tifie
la mucina que forma parte del moco (Figura 1 i-1). Se ob-
serva claramente un aumento significativo en la presencia
de moco en los ratones que recibieron OVA (Figura 1 j-1)
en comparacion con los controles (Figura 1i). También
se observa un aumento gradual en la cantidad de moco
que se asocia con el grado de severidad. Los resultados
anteriores demuestran que, en efecto, se contd con tres
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Perivascular

Peribronquial

Bronquio

Figura 1. Evaluacion de la respuesta alérgica inducida por el reto con ovalbumina. Tincién con H/E (a-h) y PAS (i-1) para la evolucion del
infiltrado inflamatorio y la produccién de moco, respectivamente. Modelo de inflamacion alérgica pulmonar a nivel perivascular (a-d) o
peribronquial (e-h) leve (b, fy j), moderada (c, g y k) y severa (d, h y I). Aumento 20x.

modelos de inflamacion alérgica pulmonar con diferentes
grados de severidad.

En la Figura 2 se observa el esquema de como se cons-
truyeron los microarreglos de tejido. En el microarreglo 1
se incluyeron secciones de tejido pulmonar que contenian
areas perivasculares de los animales con los diferentes
grados de severidad de la inflamacién inducida por OVA
y de los ratones control; aproximadamente 100 muestras
fueron incluidas. En el microarreglo 2 se incluyeron
secciones de tejido pulmonar con areas peribronquiales
de los animales con diferentes grados de severidad de la
inflamacion inducida por OVA y de los animales control,
también aproximadamente 100 muestras. Después de que
se obtuvieron los bloques del microarreglo se realizaron
los cortes de las laminillas especiales para la inmunohis-
toquimica de YY1 y de TGF-p.

En la Figura 3 se muestra la microfotografia represen-
tativa de la tincion para YY1 en infiltrados perivasculares
(a-d) y peribronquiales (e-h). La tincidon fue nuclear y

citoplasmatica principalmente, tanto en células del infil-
trado inflamatorio como en células del epitelio bronquial.
Se puede observar claramente un aumento en la expresion
de YY1 en el grupo de ratones con inflamacion alérgica
pulmonar severa (d y h) en comparacion con los grupos
con inflamacién alérgica pulmonar moderada (cy g) y
leve (b y f). Sin embargo, en los tres modelos de infla-
macion se observo una mayor expresion de YY1 cuando
se comparan con el grupo de ratones control (a y e). Se
obtuvieron resultados muy similares en la inmunotincion
de TGF-p (Figura 4). La expresion de esta citocina fue
evidente tanto perivascular (a-d) como peribronquial-
mente (e-i), sobre todo en el citoplasma de células del
infiltrado inflamatorio y en el epitelio bronquial. La
mayor expresion se observo en el modelo severo de in-
flamacion alérgica pulmonar (d y h) en comparacién con
las inflamaciones alérgicas pulmonares moderada (c y g)
y leve (b y f). En el grupo control (a y e) la expresion
fue minima.
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Figura 2. Representaciéon esquematica de la construccién de los microarreglos de tejido.

Perivascular
T

Peribronquial

'r.ﬂ'?.v

Figura 3. Inmunohistoquimica para identificar YY1 en tejido pulmonar. Infiltrado inflamatorio perivascular (a-d) y peribronquial (e-h), con
diferentes grados de inflamacién alérgica pulmonar: leve (b y f), moderada (cy g) y severa (d y h) y el grupo control (a y ). Aumento 40x.
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Perivascular

Peribronquial

Figura 4. Inmunohistoquimica para identificar TGF-f en tejido pulmonar. Infiltrado inflamatorio perivascular (a-d) y peribronquial (e-h), con
diferentes grados de inflamacién alérgica pulmonar: leve (b y f), moderada (cy g) y severa (d y h) y el grupo control (a y €). Aumento 40x%.

Posteriormente, se evaludé de manera cuantitativa la
densidad de la expresion de YY1 y de TGF-f. En la Fi-
gura 5 se muestra la grafica de la densidad de expresion
de YY1. Las barras representan la media de la densidad
de expresion de YY1 en cuatro areas de infiltrado pe-
ribronquial y cuatro areas de infiltrado perivascular en
cada animal de cada grupo (seis ratones por grupo), en
total 24 vasos y 24 bronquios analizados. Los resultados
muestran un aumento estadisticamente significativo de
la inflamacion alérgica pulmonar conforme al grado
de severidad, tanto en el area perivascular (p = 0.001,
ANOVA) como en el infiltrado peribronquial (p = 0.01,
ANOVA). En todos los grupos que recibieron OVA se
observa un aumento de la expresion de YY1 en compa-
racion con los grupos control.

En la Figura 6 se presenta la grafica de la evaluacion
de la densidad de expresion perivascular y peribronquial
de TGF-B. El aumento de la expresion en ratones sensi-
bilizados con OVA es significativo con respecto a los que
solo recibieron SS (*p = 0.001, ANOVA).

Con los datos obtenidos acerca de la expresionde YY1
y de TGF-P se procedi6 a realizar una prueba estadistica
de Pearson que mostré una correlacion significativa con
un intervalo de confianza de 95% (p = 0.029, r = 0.633);
esto significa que la expresion de YY1 es directamente
proporcional a la expresion de TGF-f (Figura 7).

DISCUSION

Estudios recientes han demostrado que el factor de
transcripcion YY1 juega un papel muy importante en los
mecanismos de la fisiopatologia del asma via regulacion
de citocinas como IL-4.'® Por otro lado, se ha reportado
que YY1 regula de manera positiva la expresion de TGF-f3
en células provenientes de BAL y en tejido pulmonar de
pacientes con asma. Se sabe que el polimorfismo en el
promotor de TGF-f esta asociado con un mal pronodstico
de esta enfermedad. Esto se debe a que el sitio donde se
encuentra dicho polimorfismo es una secuencia de reco-
nocimiento de unidon al ADN para YY1. Los pacientes
con este polimorfismo presentan una citosina (C) en vez
de una timina (T) en el sitio consenso para YY1, por lo
que este factor se une con mayor afinidad y produce una
elevada expresion de TGF-f3.%

Diversos estudios han reportado que el TGF-f participa
de manera importante en la patogénesis del asma, pues los
pacientes con asma severa presentan una alta expresion
de esta citocina, mientras que los pacientes con manifes-
taciones leves o moderadas de esta enfermedad presentan
menor expresion.’ 122021

Por lo anterior, es razonable suponer que existe una aso-
ciacion directa entre la expresion de YY1 y la expresion de
TGF-B, y que esta asociacion se relaciona con la severidad
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Figura 5. Andlisis del area de expresion de YY1 en infiltrado inflamatorio perivascular (A) y peribronquial (B).
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Figura 6. Andlisis del area de expresion de TGF-f en infiltrado inflamatorio perivascular (A) y peribronquial (B).

del asma, lo cual hasta la fecha no habia sido descrito. En  (que es una de las manifestaciones clinicas caracteristicas
el presente trabajo se describe por primera vez una aso- del asma) con diferentes grados de severidad y por medio
ciacion directa entre la expresion de YY1 y la de TGF-p  de la técnica de microarreglo de tejidos. Dicha técnica ha
en un modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar  sido ampliamente utilizada desde hace algunos afios para
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Figura 7. Correlacion de la expresion de TGF-f y de YY1 en infil-
trado inflamatorio de tejido pulmonar perivascular con inflamacién
alérgica severa.

IC 95%, p =0.029 y r = 0.633 (Pearson).

el estudio de la expresion de proteinas. La ventaja de esta
tecnologia consiste en que en un solo bloque de parafina
se pueden arreglar, de manera ordenada, de 100 a 300
tejidos diferentes; de esta manera, al realizar el corte de
este bloque y colocarlo en una laminilla se puede analizar
la expresion de determinada proteina al mismo tiempo y
con la ventaja de disminuir la variabilidad interensayo, asi
como disminuir los costos y el tiempo en la realizacion
del experimento. Esto permite que el resultado sea mas
confiable y significativo; se pueden utilizar pruebas esta-
disticas mas poderosas pues no hay tanta dispersion entre
los datos obtenidos de cada unos de los grupos analizados.

En la Figura 3 se observa que existe una muy leve ex-
presion de YY1 en los grupos de ratones control, es decir,
los que solo recibieron SS. Esto puede ser explicado por
el hecho de que YY1 es una proteina que se expresa de
manera constitutiva. Otra explicacion puede ser que al
momento de realizar la inoculacion directa en la traquea se
crea un efecto mecanico que induce estrés en el tejido, lo
cual genera cierta respuesta celular que induce la expresion
de YY1. Para descartar o confirmar estas explicaciones
seria necesario incluir un grupo de ratones que no fueran
sometidos a la administracion traqueal.

Se observo que hay una mayor expresion de YY1 en
los infiltrados inflamatorios perivasculares (Figura 3 a-d y
Figura 5A) que en los infiltrados peribronquiales (Figura

3 e-h y Figura 5B); esto puede deberse a que las células
inflamatorias migran a los tejidos a través de los vasos
sanguineos. La region perivascular es la zona que tiene
el primer contacto con las células inflamatorias, que des-
pués migran hasta otras zonas, por ejemplo peribronquial
o intersticial.

En el modelo de inflamacion alérgica pulmonar severa
se observa que existe una mayor presencia de YY1 al
compararlo con los modelos leve y moderado; esto puede
deberse a que durante el proceso de inflamacion se liberan
en el tejido pulmonar diversas citocinas proinflamatorias
que pudieran estimular la expresion de YY1; al mismo
tiempo, cuando este factor de transcripcion se sobre-
expresa, regula la expresion de otras citocinas que son
importantes en la patogénesis del asma, como laIL-4 y la
IL-10.'% Se sabe que la expresion del factor nuclear kappa
B (NFk-B) puede ser regulado por citocinas proinflamato-
rias; por otro lado, estudios recientes han demostrado que
NFk-B regula de manera positiva la expresion de YY1.22%

Las Figuras 4 y 6 muestran que existe una diferencia
importante en la expresion de TGF-B entre los grupos
tratados con OVA'y los grupos control. Esto es consistente
con los diversos reportes que han mostrado que el TGF-
juega un papel muy importante en la fisiopatologia del
asma y que a mayor expresion de esta citocina mayor
grado de severidad de la enfermedad.®'"13202 El TGF-f es
una citocina antiinflamatoria; sin embargo, en ambientes
con una elevada cantidad de linfocitos Th-2 esta citocina
actia principalmente en el desarrollo, el crecimiento, la
transformacion y reparacion de tejidos y fibrosis, asi como
en la modulaciéon de la respuesta inmunitaria inflamato-
ria.'” En el grupo de SS se logra observar una expresion
discreta de esta citocina y esto se explica por el hecho de
que el TGF-f es una proteina que se expresa de manera
constitutiva. Como ya se menciono, se ha demostrado que
el promotor del gen que codifica para TGF-f3 presenta un
polimorfismo en el locus C-509T, lo que induce una union
de YY1 con mayor afinidad a dicho promotor y activa la
sobreexpresion de esta citocina.'” Hasta el momento no
se ha realizado un estudio en el cual se asociea YY1 con
la expresion de TGF-f de forma directa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudieron
confirmar los datos publicados que indican que YY1 se
expresa de manera significativa en el tejido pulmonar de
ratones con inflamacion alérgica pulmonar. Sin embargo,
por primera vez se reporta que la expresion de YY 1 aumen-
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ta de manera directa de acuerdo con el grado de severidad
de esta enfermedad. Ademas se demostrd, también por
primera vez, que existe una asociacion directa entre la
expresion de YY1 y la expresion de TGF-f, lo cual apoya
lo reportado por Silverman y cols., quienes observaron que
YY1 regula de manera transcripcional a TGF-p."

Autor de correspondencia: Dra Sara Huerta-Y épez
Correo electronico: shuertay@yahoo.com
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