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EXPRESION DE LA DC-CK1 (Dendritic-cell-derived
C-C chemokine 1) EN FIBROSIS PULMONAR
IDIOPATICA Y ALVEOLITIS ALERGICA
EXTRINSECA.

RESUMEN

La presente tesis de licenciatura se enfoca en localizar la expresién de
la quimiocina DC-CK1/CCL18 en tejidos de pulmén humano en dos
neumopatias intersticiales difusas que son la alveolitis alérgica
extrinseca y la fibrosis pulmonar idiopéatica. La importancia de la
quimiocina DC-CK1/CCL18 radica en su capacidad para atraer
linfocitos, los cuales tienen un papel fundamental en el desarrollo de
las reacciones inflamatorias. Puesto que en la fibrosis pulmonar
idiopdtica y la alveolitis alérgica extrinseca se presentan zonas de
inflamacién pulmonar donde predominan los linfocitos, resulta
importante establecer si la DC-CK1/CCL18 es una de las quimiocinas
encargadas del reclutamiento de linfocitos hacia las zonas donde
existen lesiones pulmonares al igual que determinar el tipo de células
que producen la DC-CK1/CCL18 tanto para la alveolitis alérgica
extrinseca como para la fibrosis pulmonar idiopédtica, con el fin de
contribuir al esclarecimiento de los mecanismos moleculares y celulares
que desencadenan el desarrollo de estas enfermedades.

El objetivo de esta tesis fue localizar la expresiéon de la DC-CK1/CCL18
en pulmones sanos, asi como en pulmones afectados por fibrosis
pulmonar idiopédtica y alveolitis alérgica extrinseca, identificando las
células que la expresen. Para este propésito, se realizaron experimentos
de hibridacién in situ con sondas de RNA sentido y antisentido

marcadas con digoxigenina, experimentos de inmunohistoquimica con




un anticuerpo monoclonal anti-DC-CK1/CCL18 y PCR con iniciadores
para la DC-CK1/CCL18. De la hibridacién in sitw y 1la
inmunohistoquimica se encontré que en ambas enfermedades las
principales células responsables de la produccién de la DC-CK1/CCL18
eran los macroéfagos intersticiales, los cuales muchas veces se
encontraban rodeados de linfocitos o muy cerca de cumulos de
linfocitos, también se encontrd la expresién de la quimiocina en algunas
células dendriticas y espordadicamente en células del epitelio alveolar.
En contraste, los experimentos realizados con las muestras de pulmén
normal resultaron negativos para ambos experimentos. En el caso de la
RT-PCR se encontré la expresién de la DC-CK1/CCL18 tanto para los
casos de pulmén normal como los de fibrosis pulmonar idiopética.
Mediante este trabajo se pudo comprobar la produccién de la DC-
CK1/CCL18 en los pulmones de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopdtica y alveolitis alérgica extrinseca, por lo que dicha quimiocina
podria estar involucrada en el reclutamiento de linfocitos durante la

reaccién inflamatoria presente en éstas enfermedades.



INTRODUCCION

Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de moléculas de pequefio tamafio (8-14
kDa) relacionadas estructuralmente y que se encargan de regular la
quimiotaxis de varios tipos de leucocitos mediante interacciones con
receptores transmembranales acoplados a proteina G (1, 28). Estas
proteinas quimiotdcticas estdn involucradas en procesos inmunolégicos,

inflamatorios y reacctones alérgicas (25).

El espectro de accién de las quimiocinas comprende un gran numero de
leucocitos incluyendo monocitos, neutréfilos, baséfilos, eosinéfilos,
linfocitos T, B y NK. Por su funcidén, las quimiocinas pueden ser
divididas en homeostaticas e inflamatorias, las primeras son aquellas
que se expresan constitutivamente en un 6rgano o tejido, sugiriendo
una funcion especifica que involucra la migracién celular. Las
quimiocinas inflamatorias en contraste estdn fuertemente reguladas por
estimulos inflamatorios o inmunolégicos en varios tipos celulares como
macréfagos, fibroblastos, linfocitos T, ete., participando en el desarrollo
de las reacciones inmunolégicas o inflamatorias (28). Estudios recientes
sugieren que la expresién anormal de las quimiocinas desempefa un
papel importante en los procesos patolégicos como el céancer, las

alergias y las inflamaciones crénicas como psoriasis y asma (7).

A la fecha se han descrito cuatro clases de quimiocinas definidas por el
arreglo de los residuos de cisteina conservados en la proteina madura.

a) Quimiocinas de la clase CC. Estas no presentan ningin aminodcido
entre la primera y la segunda cisteinas, en general atraen monocitos y
linfocitos, aunque también pueden atraer baséfilos y/o eosinéfilos con

una selectividad variable. La mayoria de los genes de estas quimiocinas




se encuentran agrupados en el cromosoma 17ql11.2 y se les denomina
SCYa por sus siglas en inglés “small secreted cytokine a” (9, 28).

b) Quimiocinas de la clase CXC. Estas tienen un aminoédcido entre la
primera y la segunda cisteina, generalmente reclutan neutréfilos y la
mayorfa de sus genes se encuentran agrupados en el cromosoma
humano 4q12-13, denomindndoseles SCYb (9, 28).

c) Quimiocinas clase C, A la fecha se ha descrito una sola quimiocina
llamada linfotactina/SCM-1; ésta proteina carece de la primera y tercera
cisteinas, actia atrayendo especificamente linfocitos y su gen se
encuentra en el cromosoma humano 1923 denominandose SCYc (9, 28).
d) Quimiocinas clase CX,C. Esta clase también se compone de un solo
miembro conocido como fractalcina; presenta 3 aminodcidos entre la
primera y la segunda cisteina y su funcién es guiar la adhesién de las
células T y monocitos; el gen de la fractalcina se localiza en el
cromosoma humano 16q13 y se denomina SCYd (28).

Dado que en cada clase de quimiocinas la mayoria de sus genes se
agrupan en un mismo cromosoma, se sugiere que muchos miembros de
esta familia aparecieron por duplicacién genética y sufrieron una

divergencia posterior (28).

DC-CK1/CCL1

Caracteristicas del gen, el mRNA y la proteina de DC-CK1/CCL18

La quimiocina DC-CK1 (Dendritic-Cell-Derived C-C Chemokine 1) (1) se
conoce también como PARC ( Pulmonary and Activation-Regulated
Chemokine) (9), AMAC-1 (Alternative Macrophage Activation-
Associated CC-Chemikine-1) (11), o MIP-4 (Macrophage Inflammatory
Protein-4) (7). Se trata de una quimiocina de la clase CC, que presenta
varios nombres pues ha sido estudiada por grupos independientes y
cada uno de ellos la ha reportado con un nombre distinto. Con el fin de
sistematizar los datos se ha propuesto una nueva clasificacién de las
guimiocinas, en la cual el nombre que le corresponde a esta quimiocina




se encuentran agrupados en el cromosoma 17q11.2 y se les denomina
SCYa por sus siglas en inglés “small secreted cytokine a” (9, 28).

b) Quimiocinas de la clase CXC. Estas tienen un aminoédcido entre la
primera y la segunda cisteina, generalmente reclutan neutréfilos y la
mayoria de sus genes se encuentran agrupados en el cromosoma
humano 4q12-13, denomindndoseles SCYb (9, 28).

¢) Quimiocinas clase C. A la fecha se ha descrito una sola quimiocina
llamada linfotactina/SCM-1; ésta proteina carece de la primera y tercera
cisteinas, actda atrayendo especificamente linfocitos y su gen se
encuentra en el eromosoma humano 1g23 denomindndose SCYc (9, 28).
d) Quimiocinas clase CX,C. Esta clase también se compone de un solo
miembro conocido como fractalcina; presenta 3 aminodcidos entre la
primera y la segunda cisteina y su funcién es guiar la adhesion de las
células T y monocitos; el gen de la fractalcina se localiza en el
cromosoma humano 16q13 y se denomina SCYd (28).

Dado que en cada clase de quimiocinas la mayoria de sus genes se
agrupan en un mismo cromosoma, se sugiere que muchos miembros de
esta familia aparecieron por duplicacion genética y sufrieron una

divergencia posterior (28).

DC-CK1/CCL1I

Caracteristicas del gen, el mRNA y la proteina de DC-CK1/CCL18

La quimiocina DC-CK1 (Dendritic-Cell-Derived C-C Chemokine 1) (1) se
conoce también como PARC ( Pulmonary and Activation-Regulated
Chemokine) (9), AMAC-1 (Alternative Macrophage Activation-
Associated CC-Chemikine-1) (11), o MIP-4 (Macrophage Inflammatory
Protein-4) (7). Se trata de una quimiocina de la clase CC, que presenta
varios nombres pues ha sido estudiada por grupos independientes y
cada uno de ellos la ha reportado con un nombre distinto. Con el fin de
sistematizar los datos se ha propuesto una nueva clasificacién de las
quimiocinas, en la cual el nombre que le corresponde a esta quimiocina



es el de CCL18 (28). Durante esta tesis se conservard el nombre de DC-
CK1 debido a que fue el primero que recibié esta quimiocina y fue el
nombre con el cual se registrd esta tesis,

El gen de la DC-CK1/CCL18 se conoce como SCYal8 y se localiza dentro
de la regién LD78, una de las dos subregiones del grupo de las
quimiocinas CC en el cromosoma 17qi1.2 (9 y 26). Consta de tres
exones y dos intrones y tiene 7.2 Kb de largo debido a que su primer
intron consta de 6.0 Kb (Fig.1) (7, 16 y 26). En la secuencia
nucleotfdica de DC-CK1/CCLI8 se encuentra un polimorfismo en el
nucleédtido 55, el cual puede ser adenina o citosina (9). El mRNA de DC-
CK1/CCL18 consta de 750 pb, presenta un marco abierto de lectura de
267 pb, que codifica para 89 aminocdacidos (9, 11 y 7), dentro de los
cuales destacan cuatro residuos de cisteina caracteristicos de las
quimiocinas CC (9). Los 20 aminodcidos amino terminales presentan
todas las caracteristicas de un péptido sefal, de tal manera que la
proteina madura comprende 69 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 7855 daltens (Fig. 2) (1, 11y 7).

La secuencia de aminodacidos para DC-CK1/CCL18 en la regién amino
terminal es muy diferente a la que presentan otras quimiocinas, aunque
en las demads regiones, incluyendo la del péptido sefal, tiene una alta
similitud con las otras quimiocinas. Dado que la regién amino terminal
de las quimiocinas es importante para la especificidad celular, la
divergencia de dicha secuencia en DC-CK1/CCL18 ha sugerido que ésta
quimiocina no comparte su receptor con otras, $ino gue interactiia con
una clase nueva de receptor expresado solo en linfocitos (11 y 26).
Mediante andlisis comparativos de la secuencia de aminodcidos se sabe
que la DC-CK1/CCL18 presenta el mayor valor de similitud eon MIP-1a
seguido de MIP-18 y por tdltimo con RANTES (1, 9 y 11). Estas tres
quimiocinas constituyen un grupo claramente separado de otros grupos
de quimiocinas de la clase CC (11). Fisicamente el gen de DC-
CK1/CCL18 se encuentra mds préximo al gen de MIP-lo y andlisis
bioinformAticos sugieren que el gen de DC-CK1/CCL1B se generé de Ia



fusién de dos genes tipo MIP-1a que mediante deleciones, uso selectivo
de exdénes, asi como mutaciones en al‘gunas bases, generaron a DC-
CK1/CCL18 como un nuevo gen con funciones distintas a MIP-1qa.

En el genoma del ratén existe solo una copia del gen MIP-1a y hasta
ahora no se ha encontrado la contraparte del gen DC-CK1/CCL18 por lo
cual se plensa que éste se originé después de la diversificacién de los
roedores y los primates. Dado que en el genoma humano existen varias
capias del gen MIP-1a se piensa que el locus que rodea a ese gen es

un punto caliente que continuamente produce nuevas familias de genes
(26).
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Figura 1. Representacién esquemética de la organizacién del gen DC-CK1/CCL18. Se
muestra la regidn del promotor, los exénes el, e2 y e3, ademds de los pseudoexénes
pel y pe2 que se encuentran contenidos en los intrones il e i2 respectivamente, asi
como la regién 3’ no traducida. Tomado de Politz y Kodelja 2000.

Figura 2. Modelo
tridimensional de Ia
estructura de DC-CKI
fAMACI/ CCLIS. Se
muestra en rojo los
aminoécidos dnicos para
la DC-CKI/CCLIB8 que
estdn involucrados en la
interaccidn ligando-
receptor, asi ocomo los
cuatro residuos de
cisteina caracter{sticos
da las quimiocinas.
Tomado de Kodelja y
Miller 1998,



Expresién de 1a DC-CK1/CCL18

1. En tejidos sanos

Se han realizado varias investigaciones con el fin de encontrar el patrén
de expresion de la quimiocina DC-CK1/CCL18 en tejidos humanos, los
resultados de dichas investigaciones sugieren que el mRNA de la DC-
CK1/CCL18 se expresa constitutivamente a altos niveles en pulmén
humano, a bajos niveles en tejidos linfoides, timo y apéndice y a

niveles marginales en el intestino delgado y la médula 6sea (9).

2. En células dendrfticas

Varias investigaciones muestran que dicha quimiocina es expresada por
células dendriticas que se encuentran en los centros germinales y en
dreas de células T en los érganos linfoides secundarios y que el patrén
de expresién de esta quimiocina depende del estado de progresién de
los centros germinales (1, 9 y 13). Las células dendriticas al expresar la
DC-CK1/CCL18 pueden atraer linfocitos B (CD38") de la zona del manto,
lo cual sugiere que dicha quimiocina esta involucrada en el desarrollo
de los centros germinales en los tejidos linfoides, asf como en la
formacién de las células B de memoria (13); igualmente se ha observado
que las células dendriticas al expresar la DC-CK1/CCL18 pueden atraer
a los linfocitos T CD4SRA" (virgenes).

Puesto que las células dendriticas tienen un papel principal en la
iniciacién de la respuesta inmunolégica, ya que son muy eficientes
como células presentadoras de antigeno y muestran habilidad para
interactuar y sensibilizar a las células T virgenes, se ha sugerido que la
DC.-CK1/CCL1B tiene un papel en la iniciacién de la respuesta inmune
(1,13 y 28).



3. En células epiteliales

Otros andlisis muestran la expresion de la quimiocina DC-CK1/CCL18 en
células epiteliales provenientes de lesiones con inflamacion créonica, de
pacientes con sindrome de Sjogren en fase primaria y secundaria (27).
Esto sugiere un mecanismo de reclutamiento de linfocitos para la
formacién de estructuras tipo linfoides en lesiones de las glandulas
salivares encontradas en los pacientes con este sindrome (27).

4. En macréfagos

Experimentos hechos sobre cultivos de monocitos sugieren que el paso
de monocito a macréfago o a célula dendritica es un requisito previo
para la expresion de la DC-CK1/CCL18 (1 y 11). En un estudio realizado
con placas ateroesclerdticas se encontré la expresion de DC-CK1/CCL18
en zonas ricas en macréfagos CD68%, alrededor de zonas necréticas y
de calcificacién. Aunque no todos los macréfagos CD68" la expresaban,
su expresion en dichas células sugiere que la DC-CK1/CCL18 puede
estar involucrada en los mecanismos de reclutamiento de linfocitos T,
que son tipicos en las placas ateroesclerdticas y se les encuentra en
todos los estados de desarrollo (18).

En un estudio realizado con muestras de higado proveniente de
pacientes con hepatitis C crénica se encontrdé que células
mononucleares de la zona porta producian la quimiocina DC-
CK1/CCL18. Dado que en la zona porta es donde se encuentra el mayor
nimero de linfocitos T virgenes vy es la zona donde se inicia la
respuesta inmune al darse la exposicién inicial de los hepatocitos
infectados y los linfocitos T, se sugiere que la quimiocina DC-
CK1/CCL18 podria estar involucrada en los mecanismos de
reclutamiento de dichos linfocitos (12).

Otras investigaciones han detectado la expresion del mRNA de DC-
CK1/CCL18 en tejido de pulmén humano normal, en células
identificadas morfolégicamente como macréfagos alveolares, aunque no

todos los macrofagos alveolares fueron positivos (9). Se encontrd el



mismo patrén de expresion en células obtenidas de lavados
bronquioalveolares de varios donadores, donde solo los macréfagos
alveolares, de personas sanas, fumadores y pacientes asmaéticos
expresaron la quimiocina DC-CK1/CCL18 (11). También se observé que
las células U937 tipo macréfago expresaban mRNA de DC-CKI1/CCL18
cuando eran estimuladas con PMA (acetato miristato de forbol) (9).
Como los macréfagos alveolares son las células no parenquimatosas mas
abundantes del pulmén (5 a 10 macrofagos por cada linfocito) (6) y
desempeiian un papel muy importante en la inflamacién pulmonar via la
produccién de radicales libres de oxigeno, enzimas y un gran nimero
de citocinas, incluyendo las quimiocinas, que activan otras células
inflamatorias, se piensa que la DC-CK1/CCL18 podria estar involucrada

en los procesos inflamatorios (9).
4.1 Macrdfagos activados alternativamente

En contraste con la activacion de macréfagos clasica via LPS
(lipopolisacaridos), IFN-y e interleucina 12 (IL-12), la activacion de
macréfagos por agentes como IL-4, IL-10 e IL-13 es clasificada como
alternativa (4). Los macrofagos que expresan DC-CK1/CCL18 estdn
activados alternativamente via citocinas producidas por linfocitos Th2
como la IL-4, aunque también es expresada por células dendriticas
derivadas de monocito cuando son cultivadas 7n vitro con citocinas
Th2. Sin embargo en las células dendriticas derivadas de monocito el
nivel de expresion de DC-CK1/CCL18 es mas bajo y decae con la
maduracién de la célula dendritica (11), por la estimulacién de la célula
dendritica inmadura o cuando se le agrega al cultivo TNFa o CD40L (3).
En ambos casos la expresiéon de DC-CK1/CCL18 puede ser inducida por
IL-4 o bien por otras citocinas producidas por linfocitos Th2 como IL-10
e IL-13 y su expresién puede ser inhibida por las citocinas producidas
por los linfocitos Thi como el IFN.y (11). Mediante métodos

bioinforméaticos se han localizado a 1o largo de la secuencia del gen de



DC-CK1/CCL18 sitios de unién para proteinas potenciadoras de la
transcripcion (C/EBP) y elementos de unién a factores de transcripcién
tipo STAT1 y STAT6. La IL-4 induce la union del factor de transcripcién
STAT6 que junto con las proteinas potenciadoras promueve la
transcripcion del gen DC-CK1/CCL18, mientras que el INF-y induce la
union del factor de transcripcion STATI1 que inhibe la transcripcién del
gen DC-CKI1/CCL18. Durante el andlisis de la secuencia del gen se
encontrd un elemento que combinaba un sitio de unién STAT6/STATI1
localizado en la vecinidad del sitio de inicio de la transcripcién, por lo
cual la IL-4 e INF-y compiten por la unidon a este sitio, lo que explica
los efectos antagdnicos de estas dos citocinas en cuanto a la expresién
de Ia DC-CK1/CCL18 (16).

En general la induccién de macréofagos por IL-4 hace que estos adopten
un fenotipo alternativo caracterizado por: una alta capacidad de
endocitosis, estimulacién de la proliferaciéon de fibroblastos y la
sintesis de coldgena, reduccién de secrecién de citocinas
proinflamatorias y la inhibicién de la proliferacién de linfocitos T CD4*
(11 y 24); por lo que los macréfagos activados alternativamente estidn
involucrados en la supresiéon de las reacciones inmunes asociadas a
linfocitos Th1 (17). La activacién alternativa de macréfagos se presenta
en la fase de saneamiento de las reacciones inflamatorias y en

enfermedades inflamatorias crénicas como artritis reumatoide (11).

Actividad quimiotédctica de DC-CK1/CCL18

Durante el proceso de inflamacién se producen una serie de
guimiocinas y moléculas de adhesién que permiten el reclutamiento de
células del sistema inmunolégico en las zonas afectadas. La quimiocina
DC-CK1/CCL18 es quimiotédctica para linfocitos T (CD3*) activados y
(CD14") no activados, también atrae linfocitos T virgenes (CD45 RA) (1
y 9), linfocitos T CD4* y linfocitos T CD8* (7), as{ como linfocitos B
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(CD38°) (13). Esto sugiere que la DC-CK1/CCL18 estad involucrada tanto
en la inmunidad humoral como la inmunidad mediada por células (7).
Existen distintos tipos funcionales de linfocitos T CD4"* facilitadores
(Th), el primer tipo son los linfocitos Thil, los cuales ejercen potentes
efectos pro inflamatorios, que si se dejan sin control, pueden dar lugar
a un dafio tisular e inmunopatologias. Las citocinas producidas por los
linfocitos Th2 como IL-4, IL-13 e IL-10 tienen importantes funciones
antiinflamatorias, por lo tanto una de las principales funciones de los
linfocitos Th2 es regular negativamente las respuestas mediadas por los
linfocitos Th1l y limitar los efectos de dano tisular (4). Los linfocitos Th2
también promueven la produccién de IgE y la funcién de los eosinéfilos,
los cuales a su vez juegan un papel en la patogénesis de las reacciones
alérgicas (4).

Alveolitis Alérgica Extrinseca (AAE)

La Alveolitis alérgica extrinseca (AAE), también conocida como
neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad inflamatoria
difusa que afecta al parénquima pulmonar y es provocada por la
inhalacién repetida de particulas orgdnicas (22). Para que se produzca
la AAE en un sujeto susceptible es esencial que se inhalen particulas
orgadnicas menores a 3 um de didmetro ya que dicho tamano le permite
a las particulas llegar y depositarse en los bronquiolos terminales y
alveolos; adicionalmente, algunas de estas particulas son dificilmente
digeridas por los macréfagos alveolares, activan la via alterna del
complemento, y/o tienen actividad enzimadtica lo que incrementa su
patogenicidad (5).

En México, la forma més comin de AAE es la inducida por la
inhalacién de proteinas aviarias (15), dichas protefnas hacen que los
pacientes se sensibilicen a un amplio rango de antigenos y
habitualmente presenten concentraciones elevadas de anticuerpos
especificos del tipo IgG, IgM e IgA contra diferentes proteinas que se

encuentran en e} suero, plumas y excretas de aves (21).
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Los pacientes con AAE presentan trastornos en la actividad supresora
de la respuesta inmune (19) debido a la disminucién de la funcién
supresora antigeno especifica, lo que se refleja en la hiperreactividad
celular y humoral que caracteriza al desarrollo de este padecimiento
(2). La reaccién se desarrolla principalmente por una respuesta
inmunolégica exagerada que ocurre en individuos susceptibles, seguida
de la formacién de complejos inmunes, lo cual parece desempenar un
papel patogénico en las formas agudas (21). La inflamacién es
predominantemente mononuclear y est4 compuesta de linfocitos,
células plasmaéticas, monocitos y macréfagos (21). En el intersticio,
donde la lesi6én es generalmente més prominente, la célula dominante
es el linfocito, mientras que en los espacios alveolares la célula mas
abundante es el macréfago, el cual se encuentra muy activado, en
especial en su funcién de célula presentadora de antigenos (8). Los
linfocitos T predominan sobre los linfocitos B y con relacién a las
poblaciones de linfocitos T, aquellas identificadas con el marcador
CD8* (supresora/citotéxica) son usualmente més abundantes que las
CD4* (facilitadoras) y entre las subpoblaciones de CD4* la Thi
predomina sobre la Th2 (21). Entre los mecanismos inespecificos de
dafio, destacan la activacién de la via alterna del complemento, y la
liberacién anormal de citocinas, enzimas proteoliticas y radicales libres
de oxigeno, los cuales contribuyen al dafo alveolar difuso y la
inflamacidén. (21).

La AAE generalmente afecta al parénquima pulmonar que comprende
los bronquiolos respiratorios, conductos alveolares, sacos alveolares,
alveclos y espacio intersticial (6); aproximadamente el 30% de los
pacientes con esta enfermedad evolucionan hacia la fibrosis intersticial
e intraalveolar con la consecuente destruccién del parénquima
pulmonar, lo cual resulta fatal para el individuo (15); esta enfermedad
también puede afectar a las vias aéreas y provocar bronquitis crénica u
obstruccién crénica de las vias aéreas (21).
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Fibrosis Pulmonar Idiopédtica (FPI)

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad pulmonar
intersticial difusa, con grados variables de inflamacién y fibrosis, sin
compromiso sistémico y sin datos clinicos, de laboratorio o histolégicos
que puedan sugerir una etiologia. Se trata de una enfermedad crénica,
generalmente progresiva y que presenta una expectativa de vida
promedio menor a cinco anos (21).

La FPI se caracteriza por una proliferacién anormal de las células
mesenqguimadticas, especificamente los fibroblastos y los miofibroblastos,
y por la acumulacién excesiva de proteinas de matriz, principalmente
coldgena. Las lesiones se producen por una persistencia
fibroproliferativa, tanto en los espacios intersticiales como
intraalveolares, ademdas de una acumulacién progresiva de protefnas de
matriz que distorsionan irreversiblemente la arquitectura del pulmén.
El excesivo depdsito de coldgena es el resultado de un desbaiance
debido a un incremento en la sintesis y una disminucién de la
degradacién de esta proteina (23).

En la FPI las lesiones se presentan en parches, mostrando diferentes
tiempos de evolucién, pues en los pulmones se observan Adreas
inflamadas al lado de otras fibroticas y otras dreas que se ven
practicamente normales (21). Las areas pulmonares que presentan
inflamacién difusa intersticial e intraalveolar, se desarrollan debido a la
entrada de células inflamatorias a través del torrente sanguineo,
principalmente macréfagos y linfocitos, en donde los linfocites T CD4*
Th2 predominan sobre los Thil. El reclutamiento de células
inflamatorias dentro de las dreas dafiadas se da por la liberacién local
de agentes quimiotédcticos, y por la produccién de algunas moléculas de
superficie celular, conocidas como moléculas de adhesién (23).

Existe una gran variedad de factores quimiotadcticos involucrados en la
expansién de la inflamacién tisular, uno de estos factores son las

quimiocinas, que parecen participar en el desarrollo de la inflamacién
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intersticial crénica del pulmoén. Estas proteinas quimiotdcticas en
conjunto con la expresiéon de moléculas de adhesién, permiten la
migracién transendoteiial de las células inflamatorias a lo largo de los
gradientes quimiotdcticos establecidos. Una vez dentro del pulmén,
tanto las células inflamatorias como las inmunocompetentes son
capaces de producir una gran cantidad de mediadores que dafan

seriamente las estructuras alveolares (23).
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OBJETIVO

» Analizar la presencia de la quimiocina DC-CK1/CCL18 en tejidos
pulmonares de pacientes con fibrosis pulmonar idiopética (FPI) y
alveolitis alérgica extrinseca (AAE), identificando las células que la

expresan.

HIPOTESIS

e Puesto que la quimiocina DC-CK1/CCL18 se produce en los pulmones
humanos y se ha visto que tiene propiedades quimiotdcticas para
ciertas poblaciones de linfocitos, la produccién de 1a DC-CK1/CCL18
podria jugar un papel importante en algin mecanismo de
reclutamiento de linfocitos durante el desarrollo de enfermedades
pulmonares como la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y la alveolitis

alérgica extrinseca (AAE).
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MATERIAL Y METODOS

Amplificacion del cDNA de DC-CK1/CCL18

Para la amplificacién del ¢cDNA de DC-CKI/CCL18 se trabajé con
bacterias £. coli cepa DHSa que portaban el pldsmido pSPORT 1 de
4109 pb (GIBCO/BRL) con la secuencia de DC-CK1/CCL18 de 750 pb
flanqueada por los sitios de restricciéon para Sal I y Not I (5’--3°), dichas
bacterias se crecieron en medio de cultivo sélido Luria Bertani (LB)
ampicilina (50 pg/ml) a 37°C durante 24 horas, después de lo cual se
obtuvieron colonias bacterianas, una de las cuales fue crecida en medio
liquido LB ampicilina (50 pg/ml) a 37°C durante 14 horas en agitacidn,
para alcanzar una densidad bacteriana de 1x10° células/ml.

Una vez crecidas las bacterias se tomaron 3 ml del cultivo y se
centrifugaron para concentrar las bacterias en la pastilla, procediéndose
a la extraccion del plasmido pSPORT 1 segin el protocolo de
Minipurificacién QIAGEN, que consiste en la resuspension de la pastilla
bacteriana en una solucion que contiene RNasa A, seguido de una lisis
alcalina con NaOH/SDS en donde el detergente SDS rompe los
componentes fosfolipidicos y proteicos de la membrana celular y el
NaOH desnaturaliza el DNA cromosomal y las proteinas, la reaccién de
lisis se detiene agregando acetato de potasio que debido a su contenido
de sales precipita el SDS junto con las proteinas, la pared celular y el
DNA cromosomal, no asf el DNA plasmidico debido a su pequeiio
tamafio y su estructura circular cerrada covalentemente, que le
permiten renaturalisarce y permanecer en solucién (20). Después de
una centrifugacién a 15 000 x g (10 000 rpm) se recuperé el
sobrenadante que fue filtrado por una columna de resina de intercambio
de aniones QIAGEN previamente equilibrada, permitiendo que el DNA
plasmidico se adhiriera a la columna por la alta afinidad de la resina
positivamente cargada hacia el DNA, mientras que el RNA degradado,
las proteinas y las sales fueron eluidas. Se procedié a lavar la columna
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con una solucién 1 M de NaCl con el fin de eliminar los contaminantes
como restos de RNA, proteinas y carbohidratos. Después de los lavados
se procedié a eluir el DNA plasmidico con un buffer que contenia 1.25
M NaCl, el eluido se sometié a una precipitacién con isopropanol por
centrifugacién a 15 000 x g (10 000 rpm) lo cual permitié eliminar sales
y concentrar el DNA plasmidico, lavandose la pastilla obtenida con
etanol al 70% con el fin de remover los remanentes de sales y
centrifugdndose de nuevo a 15 000 x g (10 000 rpm) para obtener el
DNA plasmidico en la pastilla, la cual se dejé secar y se resuspendié en
50 ul de buffer TE pH 7.0.

Con el fin de comprobar la concentracién del plasmido, su pureza y que
éste contuviera el gen DC-CK1/CCL18 se tomaron 4 ul de DNA
plasmidico purificadoe para hacer un anilisis con las enzimas de
restriccion Sal I y Not I, las cuales reconocian un solo sitio de corte
que se encontraba cada uno flanqueando la secuencia del gen de DC-
CK1/CCL18, Se digirié 1 pl de DNA plasmidico con la enzima Not I,
otro microlitro con la enzima Sal I y un microlitro mas de DNA
plasmidico se digiri6 con ambas enzimas, corriéndose después en un gel

de agarosa al 1%.

Elaboracidon de ribosondas (¢cRNA) sentide y antisentido de

DC-CK1/CCL1S

Las ribosondas (sondas de RNA) para DC-CK1/CCL18 fueron preparadas
a partir del DNA plasmidico purificado, que contenia la secuencia de
DC-CK1/CCL18 y los promotores para las RNA polimerasas T7 y SPé6
derivadas de bacteriéfagos, una parte del DNA fue linearizado con la
enzima Not | y la otra parte con la enzima Sal I, ambas enzimas
cortaban una sola vez al plasmido en un sitio que flanqueaba al gen DC-
CK1/CCL18 en uno de sus dos extremos.

De las macrodigestiones se obtuvieron dos linearizados del plasmido,

dichos linearizados se purificaron mediante la técnica de extraccién
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fenol/cloroformo y precipitacion con etanol (20), con el fin de eliminar
las enzimas de restriccion, sales minerales y proteinas que pudieran
interferir en la fabricacién de las ribosondas.

La ribosonda sentido (igual en secuencia al mRNA de DC-CK1/CCL18)
de 807 pb fue transcrita con el promotor SP6 para la RNA polimerasa
derivada del bacteriéfago SP6 y la ribosonda antisentido (secuencia
complementaria al mRNA de DC-CK1/CCL18) de 796 pb fue transcrita
con ¢l promotor T7 para la RNA polimerasa derivada del bacteri6fago
T7. Durante la transcripcién in vitro de ambas ribosondas se utilizé
para el marcaje digoxigenina-11-UTP, ademas de ATP, CTP y GTP, asi
como las RNA polimerasas T7 y SP6, dejdndose incubar por dos horas a
37°C. Una vez terminada la transcripcion in vitre el DNA templete fue
digerido con DNasa I libre de RNasa (Boheringer Mannheim) por 15
minutos a 37°C, posteriormente las ribosondas fueron precipitadas con
etanol y disueltas en H,0 libre de RNasas, todo lo anterior segin el
protocolo DIG RNA Labeling (Boehringer Mannheim, Alemania).

El anélisis de la calidad de las ribosondas se hizo corriendo una alicuota
en un gel de agarosa al 1%. Mientras que la cuantificacién de las
ribosondas marcadas con DIG-11-UTP se hizo mediante la prueba DIG
quantification teststrips segin las indicaciones del proveedor
(Boehringer Mannheim, Alemania) y que consistid en agregar un
microlitro de una dilucion 1:5 y 1:25 de cada ribosonda sobre una
membrana de nilén cargada positivamente, aplicdindose posteriormente
un anticuerpo antidigoxigenina-AP y el sustrato para la reaccién de
color NBT/BCIP, la intensidad de la marca se compardé con una
membrana de nilén control que poseia cantidades estandarizadas de
300, 100, 30, 10 y 3 pg de DNA marcado con DIG-11-UTP.
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ibridacion in situ con las ribosondas sentid antisenti e

DC-CK1/CCL18 en tejidos de pulmones sanos, con FPly AAE

La hibridacién in situ se desarrolld de acuerdo al protocolo de Pardo
(1996). Se trabajé con cortes de 4 um de espesor provenientes de
tejidos de pulmén humano incluidos en parafina de 7 pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), 9 pacientes con alveolitis alérgica
extrinseca (AAE) y dos tejidos de pulmones sanos (obtenidos de
biopsias que presentaban zonas sanas), todos los cuales fueron
proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER). Dichos cortes fueron desparafinados mediante un tratamiento
con xilol, rehidratados con tratamientos de etanol a concentraciones
descendientes de 100%, 95% y 50%. Con el fin de hacer més accesible el
RNA celular de los tejidos, éstos fueron tratados con 0.2 N HCI para el
rompimiento de ribosomas y desproteinizados mediante tratamiento de
1 pg/ml de proteinasa K (Sigma Chemical Co,, St Lous Mo) para facilitar
la penetracién de la sonda, posteriormente se trataron los tejidos con
0.25% (v/v) anhidrido acético (Sigma Chemical Co., St Lous Mo) para
impedir la union inespecifica de la sonda a los tejidos por la interaccion
de ésta con grupos amino libres cargados positivamente. Por ultimo los
tejidos se pusieron en buffer de hibridacién suplementado con 1 M
DTT.

Los tejidos de pulmén humano con FPI, AAE y sanos se dividieron cada
uno en cuatro grupos, a un grupo se le colocé la solucién de hibridacion
que contenia la sonda de RNA sentido para DC-CK1/CCL18 marcada con
digoxigenina, a otro grupo de tejidos se le agregé la solucion de
hibridaciéon que contenia la sonda de RNA antisentido para DC-
CK1/CCL18 marcada con digoxigenina, a un tercer grupo se le agregé la
solucién de hibridacién sin sonda de RNA (control negativo) y a un
cuarto grupo se le agregé la solucién de hibridacién con una sonda de

RNA antisentido para a-actina la cual se sabfa que daba positiva en
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dichos tejidos (control positivoe). Todos los tejidos fueron incubados a
42°C durante toda la noche, después de lo cual se lavaron con SSC, para
luego incubarse con un anticuerpo policlonal de oveja anti-digoxigenina
acoplado a wuna fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim Co,
Indianapolis IN) durante toda la noche a 4°C. La reaccién de color fue
revelada por la incubacién con el cromégeno Fast-Red/Napthol AS-Mx
(Biomeda Corp, Foster City CA) donde el Napthol AS-Mx actda como
sustrato para la fosfatasa alcalina y el cromégeno Fast Red se precipita
en los sitios donde ocurre la reacciéon enzimadtica. Las secciones fueron
contratefiidas con 1% de hematoxilina acuosa (Biomeda Corp, Foster

City CA) y montadas en Crystal/Mount (Biomeda Corp, Foster City CA).

Produccion del anticuerpo monoclonal anti-DC-CK1/CCL18

Se trabaj6 con hibridomas que producian un anticuerpo monoclonal
para la DC-CK1/CCL18 (donado por DNAX, Palo Alto CA), Ilos
hibridomas eran resultado de la fusion de linfocitos B de ratones de la
linea BALB/c inmunizados con la DC-CK1/CCL18 y células de mieloma
de ratones de la linea SP2/0. Los hibridomas se crecieron en medio
RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino y 2mM de L-glutamina,
ademds de los antibiéticos penicilina 100 u/ml y estreptomicina 100
ug/ml, manteniéndose a 37°C en una mezcla gaseosa con 5% de CO, en
cajas T75, hasta obtener una densidad celular de 2 x 10° células por
mililitro. La viabilidad celular fue- monitoreada mediante la tincién de
una alicuota de células con azul tripano y su posterior conteo en
hemocitémetro. Cada tercer dia se les cambiaba de medio a las células,
mediante una centrifugacién de 10 minutos a 1800 rpm a temperatura
ambiente, guardando el sobrenadante que contenia el anticuerpo anti
DC-CK1/CCL18, el cual se congelaba a -70°C, para posteriormente
liofilizarse con el fin de concentrar el anticuerpo y que éste pudiera ser

precipitado con sulfato de amonio.
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dichos tejidos (control positivo). Todos los tejidos fueron incubados a
42°C durante toda la noche, después de lo cual se lavaron con SSC, para
luego incubarse con un anticuerpo policlonal de oveja anti-digoxigenina
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una alicuota de células con azul tripano y su posterior conteo en
hemocitémetro. Cada tercer dia se les cambiaba de medio a las células,
mediante una centrifugaciéon de 10 minutos a 1800 rpm a temperatura
ambiente, guardando el sobrenadante que contenia el anticuerpo anti
DC-CK1/CCL18, el cual se congelaba a -70°C, para posteriormente
liofilizarse con el fin de concentrar el anticuerpo y que éste pudiera ser
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Inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal para DC-
CK1/CCL18 en tejidos de pulmones sanos, con FPI y AAE

Se trabajé con cortes de 4 uym de espesor provenientes de tejidos de
pulmén humano incluidos en parafina de 7 pacientes con FPI, 9
pacientes con AAE y dos tejidos de pulmones sanos (obtenidos de
biopsias que presentaban zonas sanas), todos los cuales fueron
proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER). Los tejidos fueron desparafinados en xilol, rehidratados con
etanol en concentraciones descendientes de 100%, 95% y 50% y
bloqueados con 3% de H,0, en metanol para eliminar la peroxidasa
endégena, seguido por un buffer de citratos 0.1 M pH 6.0 por 5§ minutos
en horno de microondas con el fin de desenmascarar el antigeno. Los
tejidos fueron incubados con un bloqueador wuniversal (Dako,
Carpinteria, CA) diluido 1/100 en PBS con el fin de disminuir reacciones
inespecificas entre el tejido y el anticuerpo monoclonal. El anticuerpo
monoclonal anti-DC-CK1/CCL18 se aplicé a 7 cortes de tejidos con FPl y
9 cortes de tejidos con AAE, a los cortes elegidos como control negativo
de cada uno de los casos se les dej6 en bloqueador universal, mientras
que a los cortes elegidos como control positivo se les incubé con un
anticuerpo que reconocia a-actina, todos los cortes se incubaron a 4°C
durante toda la noche. De acuerdo al protocolo de BioGenex los cortes
fueron expuestos a un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina
biotinilado (BioGenex, San Ramon CA) que reconocia al anticuerpo
primario, después de lo cual se agregé una fosfatasa alcalina conjugada
con estreptoavidina (BioGenex, San Ramon CA), siendo la
estreptoavidina la que reconocia a la biotina, posteriormente para la
reaccion de color se utilizé como sustrato el 3-amino-9-etil-carbazol o
AEC (BioGenex, San Ramon CA) en buffer de acetato que contenia
0.05% de H,0,. Los tejidos fueron contratefiidos con 1% de hematoxilina

acuosa (Biomeda Corp, Foster City CA) y montados en SuperMount
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(BioGenex, San Ramon CA). Para identificar macréfagos y células
dendriticas, secciones consecutivas de los cortes fueron tenidas con los

anticuerpos HAMS6 (7.5 pg/ml) y S-100 (11 pg/ml) (DAKO, Carpinteria
CA).

PCR _con iniciadores (primers) para la DC-CK1/CCLI8 con
DNA ulmones sanos y con FPI

En la PCR (replicaciéon en cadena de la polimerasa) para la DC-
CK1/CCL18 se utilizé una cantidad constante de cDNA para cada una
de las muestras, lo cual se hizo con base en la concentracién del
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual es un gen
constitutivo, por lo que su concentracién en condiciones normales es
constante. Se utilizaron 4.5 pg de cDNA de 4 casos de pulmones
humanos con fibrosis pulmonar idiopética y un caso de pulmén normal,
en 25 ul del buffer de reaccién que contenia dATP, dTTP, dGTP, dCTP,
MgCl,, Tris-HCl ademads de la enzima DNA polimerasa TaqGold (Perkin
Elmer, Alemania.) y los iniciadores: F1 (primer 5'): §° TGA CCA CTT
CTC TGC CTG ACC AG 3’ y Rl (primer 3’): 5° GTT GAA GGG AAA
GGG GAA AGG ATG A 3’ (GIBCO BRL). Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: un pretratamiento de 95°C por 10 minutos,
seguido de: 95°C por 30 segundos para la desnaturalizacién: 62°C por
30 segundos para la alineacién de los iniciadores: y 72°C por 2 minutos
para la sintesis; todo lo anterior durante 35 ciclos, finalmente un solo
postratamiento de 72°C por 10 minutos. Con base en la posicién que
reconocian los iniciadores (primers) en la secuencia para el cDNA de
DC-CK1/CCL18 se esperaba obtener un fragmento de 564 pb.

Con el fin de saber la especificidad de la PCR y el tamaiio de] fragmento
amplificado, se tomd una alicuota de cada caso y se corrié en un gel de
agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio, el cual fue visualizado bajo

luz UV. Los productes especificos fueron identificados por su tamaio
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con relacién a un marcador de peso molecular para DNA (Clontech) que
se corrié en el mismo gel.

RESULTADOS

Amplificacién del cDNA de DC-CK1/CCL18

Se obtuvieron 2 ng de la amplificaciéon de DNA plasmidico que contenia
la DC-CK1/CCL18, éste DNA purificado fue sometido a un andlisis con
enzimas de restriccién y su corrimiento en un gel de agarosa al 1%
demostré la integridad del DNA plasmidico, su pureza y que contenia
inserto el cDNA de la DC-CK1/CCL18 (Fig. 3).

Figura 3. Electroforésis en gel de agarosa al 1%,
gque muestra el DNA plasmidico que coatiene
inserto ¢l cDNA de DC-CK1/CCL18, Se mucstra
el marcador de peso molecular lambda(i), en el
carril 1 el DNA plasmidico circular, en el carril
2 la linearizacién del DNA plasmidico con la
enzima Sal I (4859 pb), en ¢l carril 3 1a
linearizacién del DNA piasmidico con la enzima
Not 1 (4859 pb) vy en el carril 4 la liberacién del
¢DNA de DC-CK1/CCL18 con las enzimas Sally
Not [, que posefa un tamafio de 750 pb,

Elaboracién de

DC-CK1/CCLI8
Una alicuota de las ribosondas se corrié en un gel de agarosa al 1%
pudiéndose visualizar dos bandas de RNA correspondientes al tamaifo
esperado de 807 y 796 pb, por otra parte con la cuantificacién de los
riboprobes marcados con DIG-11-UTP  utilizando la prueba DIG
quantification teststrips (Boehringer Mannheim, Alemania) se

obtuvieron 375 pg/ul de RNA marcado con digoxigenina.
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Hibridacion in situ con las sondas sentido y antisentido de
DC-CK1/CCL18 en tejidos de pulmones sanos. con FPI vy AAE

La hibridacidon in situ para los casos AAE y FPI dio positiva tanto para
el control positivo que fue tratado con una sonda de RNA antisentido
para a-actina, como para el grupo de tejidos que se hibridaron con la
sonda de RNA antisentido de DC-CK1/CCL18, en estos udltimos las
células que dieron reaccién positiva para la hibridacién fueron en su
gran mayoria de tipo macréfago intersticial, aunque también se
observaban algunas células del epitelio alveolar. Se observdé que la
expresion de DC-CK1/CCL18 fue encontrada principalmente en las zonas
de inflamaciéon pulmonar severa. En los grupos de tejidos que fueron
tratados con la sonda de RNA sentido de DC-CK1/CCL18, el control
negativo que no fue tratado con las sondas y el tejido de pulmén normal
que fue tratado con sondas sentido y antisentido para DC-CK1/CCL18 no

se observo reaccién positiva para la hibridacién in situ (Fig. 4).

Inmunohistoquimica con el anticuerpo para DC-CK1/CCL18 en
tejidos de pulmones sanos, con FPl v AAE

Los tejidos de pulmones humanos con AAE y FPI que fueron sometidos
a inmunohistoquimica usando como anticuerpo primario una
inmunoglobulina anti-DC-CK1/CCL18 dieron positivos para ambos tipos
de enfermedades, tifiiéndose en especifico células inflamatorias
intersticiales, que mediante el wuso del anticuerpo HAM-56 se
identificaron como macréfagos intersticiales, aunque algunas células
positivas fueron identificadas con un anticuerpo anti S-100 como
células dendriticas. Las células positivas en ambos casos se
encontraban frecuentemente rodeadas de linfocitos o cerca de camulos
de linfocitos y comparativamente se encontraron méas células positivas

para los casos de AAE que para los casos de FPI (Fig.5). La
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inmunohistoquimica fue negativa en el caso de los tejidos de pulmén
sano, al igual que los controles negativos incubados con suero no
inmune en lugar del anticuerpo primario.

Figura 4. Hibridacién in situ de tejidos de pulmdén humano con FPI, AAE y pulmén
normal. Hibridacién J/n situ con muestras de FPI (A) y muestras de AAE (B)
utilizande una sonda de RNA antisentido para la quimiocina DC-CK1/CCL18, donde
se observan de color morado las células que expresan ¢l mRNA de dicha quimiocina,
siendo células inflamatorias intersticiales (i) y células del epitelio alveclar (e)
probablemente neumocitos tipe 2. C, Muestra control de FPI utilizando una sonda
de RNA sentido para la DC-CK1/CCLi8, donde se observa que el tejido no presenta
células positivas. D. Pulmén sano expuesto a una sonda de RNA antisentido para la
DC-CK1/CCL18 donde se muestra que dicho tejide no presenta células positivas.
Todas las muestras fueron contrateiiidas con hematoxilina con el fin de contrastar
los nicleos.
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$-100 / HAM-56

Figura §. /umunohistaqufmica de muestras de pulmdén humane con FPI, AAE y
puimén normal. Inmunohistoquimica de pulmén humano con FPI (A) y con AAE (B)
utilizando un antlicuerpo monoclonal antl BC-CK1/CCL18 en donde se muestran de
color rojo las células que producen esta proteina, siende macréfagos intersticiales
(m) y algunas células dendriticas (d), como se comprueba con la localizacién de
células dendriticas con el anticuerpo S-100 y macréfagos con el anticuerpo HAM-56
{D}. También se muestra un tejido control de AAE (C) en el cual se usé sueroc no
inmune, mostrdndose que no exlsten células positivas en el tejido. Todas las
muestras fueron contratefiidas con hematoxilina con el fin de contrastar los nicleos.
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PCR con iniciadores (primers) para la DC-CK1/CCL18 con
A , n c Pl

La PCR con iniciadores (primers) para DC-CK1/CCL18 y cDNA de pulmones humanos
sanos y con FPI generé un segmento amplificado que se correspondia con el tamaiio
esperado para el segmento de DC-CK1/CCL18 de 564 pb, segiin se observa en el gel
de agarosa al 1% (Fig. 6), donde también se observa que la PCR fue especifica puesto

que no aparecen secuencias inespecificas amplificadas y que tanto en los casos de
fibrosis pulmonar idiopética como el caso de pulmén normal se amplificé el
fragmento de la DC-CK1/CCL18,

Figura 6. Electroforésis en gel de agarosa
a4l 1% que muestra Jos fragmentos
amplificados de la PCR para la DC-
CK1/CCLI1I8. Se muestran los fragmentos
de 564 pb amplificados durante la PCR
con inicladores pare la DC-CK1/CCL18
utilizando ¢DNA de puimén normal {(carril
C) v ¢DNA de pulmones con FPI (carriles
A, B, D, E). Se observa que tanto en el
pulmén normai como en los pulmones con
FPl se expresa el mRNA de la DC-
CK1/CCL18.
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DISCUSION

La AAE en su etapa avanzada y la FPI son enfermedades pulmonares
que hasta ahora no tienen algin tratamiento que pueda curarlas, en
parte porque en ninguno de los dos casos se han terminado de entender
sus mecanismos patogénicos (21 y 23). En este marco es importante
conocer los mecanismos que involucran el trdfico y acumulacién de
linfocitos T en las lesiones pulmonares tipicas de estas enfermedades,
para lo cual es necesario entender cuales son las moléculas
responsables de atraer por quimiotaxis a las células inflamatorias en el
lugar del daiho pulmonar.

Dada la importancia de las quimiocinas en el reclutamiento de células
inflamatorias, se decidié probar la presencia de la quimijocina DC-
CK1/CCL18 en pulmones con AAE y FPI, con el fin de saber si dicha
quimiocina estaba involucrada en los mecanismos de reclutamiento de
linfocitos T que se presentan en las zonas de inflamacién de la FPI (23),
asi como la AAE que se caracteriza por una acumulacién significativa
de linfocitos en el parénquima pulmonar (21).

Mediante hibridacién in situ no se encontré expresién de esta
quimiocina en pulmones normales. En contraste, en los pulmones con
AAE y FPI se demostré la presencia de numerosas células que
expresaban el mRNA de la DC-CK1/CCL18, fundamentalmente células
inflamatorias intersticiales y ocasionalmente células del epitelio
alveolar. Por inmunohistoquimica se corroboré la presencia de la
proteina DC-CK1/CCLI8 en estas células inflamatorias intersticiales.
Posteriormente, mediante el uso de HAM-56, un anticuerpo que
reconoce especificamente macréfagos humanos, pudimos identificar a
estas células inflamatorias como macréfagos. Estos hallazgos son
similares a los reportados en investigaciones previas que muestran que

los macréfagos expresan la DC-CK1/CCL18 tanto en cultivos invitro(1 y
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9), como en placas ateroesclerdticas (18), y células de lavado
bronquioalveolar de fumadores, asmaéaticos y personas sanas (11).

En nuestro estudio encontramos también que tanto en pulmones con
FPlI como con AAE la quimiocina DC-CK1/CCL18 se expresaba en
algunas células dendriticas, identificadas por su positividad para el
anticuerpo anti 5-100, lo cual coincide con otras investigaciones en las
cuales se ha encontrado que dicha quimiocina es expresada por células
dendriticas en los centros germinales y é&reas de células T en los
érganos linfoides secundarios (1, 9, 13).

Comparativamente al total de células inflamatorias intersticiales que
expresaban DC-CK1/CCL18, las células dendriticas productoras de DC-
CKi1/CCL18 eran escasas. Como se ha demostrado anteriormente solo
las células dendriticas derivadas de monocito expresan la quimiocina
DC-CK1/CCL18 (1, 11) y en ellas el nivel de expresién de DC-CK1/CCL18
es mds bajo y disminuye con la maduracién de la célula dendritica (11),
por la estimulacién de la célula dendritica inmadura o cuando estd en
presencia de TNFa o CD40L (3), lo cual podria explicar el por qué las
células dendriticas que expresan DC-CK1/CCL18 en los tejidos de FPl y
AAE son escasas con relacidon a los macrdéfagos que expresan dicha
quimiocina.

Como se mencioné previamente, tanto para las muestras de tejido de
AAE como FPl que se sometieron a hibridacién in situ, se encontré
ocasionalmente la expresion del mRNA de la DC-CK1/CCL18 en células
del epitelio alveolar, comprobdndose dicho fenémeno en algunos tejidos
sometidos a inmunohistoquimica con el anticuerpo para DC-CK1/CCL18.
Estos resultados parecen concordar con hallazgos reportados en otra
investigacién que muestra la expresién de la quimiocina DC-CK1/CCL18
en células epiteliales de lesiones con inflamacién crénica, de pacientes
con sindrome de Sjogren en fase primaria y secundaria (27).

Aunque la hibridacién in situ y la inmunohistoquimica no son técnicas
cuantitativas, en ambos estudios observamos un mayor nuimero de
células que expresaban la DC-CK1/CCL1I8 en los casos de AAE en
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comparacién con los casos de FPI. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en un andlisis realizado con biopsias de pulmén humano de
pacientes con FPI y AAE sometidas a PCR cuantitativo en tiempo real,
donde la DC-CK1/CCL18 se encontrd significativamente sobreexpresada
en los casos de AAE en comparacién a los casos de FPI y controles (14).
En este estudio, las concentraciones del mRNA de la DC-CK1/CCL18
normalizadas con la expresién de ubiquitina fueron de 2085+392 para
AAE, 10231110 para FPI, y 46694 para el caso de pulmones sanos (14).
En conjunto, estos hallazgos parecen apuntar a que la DC-CK1/CCL18
desempefia un papel importante especialmente en el desarrollo de la
AAE puesto que se sobreexpresa en esta enfermedad en células
inflamatorias y tiene capacidad de atraer por quimiotaxis a los
linfocitos, que son tipicos en las zonas de inflamacidén; de igual manera
puede estar involucrada en el control de la inflamacién via quimiotaxis
de linfocitos a las zonas de inflamacién encontradas en los pulmones de
pacientes con FPI.

Por el contrario, en nuestro estudio no se encontré expresién de la DC-
CK1/CCL18 en los tejidos de pulmén sano ni por hibridacién in situ ni
por inmunohistoquimica. Estos hallazgos son diferentes a resultados
obtenidos en investigaciones previas que encuentran la expresiéon del
mRNA de la DC-CK1/CCL18 en macrofagos alveolares de pulmones de
personas sanas (9, 11). Sin embargo, también en nuestra investigacién
los resultados obtenidos por la PCR muestran la expresiéon de la DC-
CK1/CCL18 en ¢cDNA de pulmén normal, lo cual concuerda con los
resultados de las investigaciones mencionadas; la discrepancia entre los
resultados obtenidos por PCR y los de localizacidén tisular se pueden
explicar por el grado de sensibilidad de los experimentos a que fueron
sometidas las muestras de pulmén, ya que la PCR es una prueba maés
sensible en comparacién a la hibridacién /n situ. En este contexto, sl en
pulmén normal se expresa menos el mRNA de DC-CK1/CCL18 sera mas
dificil localizarlo. Este mismo argumento puede explicar que las

muestras de pulmén normal sometidas a inmunohistoquimica también
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dieran negativas para la DC-CK1/CCL18. Asi, la produccién de la
quimiocina puede ser muy baja en pulmén normal y por lo tanto la
prueba no fue lo suficientemente sensible para localizar la quimiocina,
o bien, puede existir algiin mecanismo de inhibicién de la traduccidn
que impide la sintesis de la DC-CK1/CCL18 en las células de los
pulmones sanos y que por ello no se pueda encontrar la expresién de
dicha quimiocina.

Si bien con este trabajo se demuestra que la quimiocina DC-CK1/CCL18
se expresa principalmente en macréfagos intersticiales, vy
ocasionalmente en células dendriticas y del epitelio alveolar, tanto en
la AAE como en la FPI, hace falta saber el tipo de linfocitos que atraen
hacia el pulmén las células que expresan DC-CK1/CCL18. Para esto es
necesario que se realicen nuevos experimentos en los que se hagan
colocalizaciones de la quimiocina DC-CK1/CCL18 y algin marcador
especifico que distinga las poblaciones de linfocitos, asf como las
subpoblaciones de linfocitos CD4* Thl y Th2 con el fin de entender
mejor el papel que desempefa esta quimiocina en el desarrolio de la
inflamacién tipica en la AAE y la FPI.

Aln existen dudas en cuanto a si el efecto de la DC-CK1/CCL18 es
proinflamatorio o antiinflamatorio, pues algunos autores sugieren que al
ser expresada por macréfagos activados alternativamente Thi-
supresores, la funciéon de la quimiocina DC-CK1/CCL18 es la inhibicién
de los linfocitos Thl y por ende la induccidén de la tolerancia (10). Esta
postura parece ser apoyada por los resultados obtenidos por otros
investigadores en los que se observa in vitro que la expresién de la DC-
CK1/CCL18 por parte de las células dendriticas decae con la
maduracién de la célula (11), por la estimulacién de la célula dendritica
inmadura o cuando se le agrega al cultivo TNFa o CD40L (3). En
términos generales, estos hallazgos parecen indicar que la expresién de
esta quimiocina en las células dendriticas no desempefa un papel
importante en la funcién de dichas células como presentadoras de

antigeno y por ende como activadoras de los linfocitos Thil
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proinflamatorios. Este concepto es a su vez apoyado por el hecho de
que las células de Langerhans epidérmicas (un tipo de células
dendriticas) no expresa in vivo a la DC-CK1/CCL18 (10) y por la
ausencia de expresion de DC-CKI1/CCL18 por parte de las células
dendriticas en las placas ateroesclerdticas, no asi en los macréofagos de
las mismas (18).

Por el contrario algunos investigadores sugieren que la DC-CK1/CCL18
tiene efectos proinflamatorios ya que es parte del arsenal
inmunoestimulatorio de las células dendriticas durante el desarrollo de
las células T virgenes hacia células Thl efectoras (1) cuestién que
concuerda con la asociacién de la expresiéon de dicha quimiocina por
células mononucleares de muestras de higado con hepatitis C con la
infiltracién de linfocitos T virgenes (12). Asimismo, se ha observado una
correlacién directa entre los niveles de DC-CK1/CCL18 en los casos de
AAE y el numero de linfocitos en el lavado bronquicalveolar de
pacientes con ésta misma enfermedad, lo cual sugiere que la DC-
CK1/CCL18 esta asociada al desarrollo de la AAE debido al
reclutamiento de linfocitos T (14).

Por lo anteriormente citado, no queda claro el efecto de la DC-
CK1/CCL18 y hacen falta méas experimentos que se enfoquen a analizar
las interacciones entre los macréfagos activados alternativamente que
expresan DC-CK1/CCLI8 y los linfocitos a los que atraen, con el fin de
conocer el efecto que los macréfagos causan a dichos linfocitos, ya sea

de activacion o inhibicion de la respuesta inflamatoria.
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