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RESUMEN

La incidencia de enfermedades inflamatorias alérgicas de vias respiratorias se ha
incrementado durante las Ultimas décadas en todo el mundo y por tanto, el interés en la
investigacion de los mecanismos celulares y moleculares que participan en la enfermedad.
Esto con el fin de proponer blancos terapéuticos importantes.

Particularmente, el asma es modulada entre otras cosas por la migracion de leucocitos
especificos a vias respiratorias. El control de este reclutamiento es mediado por quimiocinas
gue son citocinas importantes que controlan la migracion y el reclutamiento selectivo
homeostéatico hacia los 6rganos mediante receptores acoplados a proteinas G. Estos se
encuentran distribuidos diferencialmente a través de distintos tipos celulares. CCR9, uno de
estos, es el receptor implicado en el desarrollo de los timocitos durante la ontogenia ya que
se sobreexpresa en la transicién de estadio dobles negativos a dobles positivos.(Papadakis
et al 2000; Wurbel et al 2000) Asimismo, existe una participacibn muy importante en la
migracion selectiva de linfocitos T a intestino delgado por parte de este receptor y su ligando,
la quimiocina CCL25 (TECK).(Bowman et al, 2002; Kunkel et al, 2003)

CCR9 se expresa diferencialmente en otras poblaciones celulares como eosindfilos, y
recientemente en humanos se ha descrito que existe una sobreexpresion de CCR9 en
células INKT de pacientes con asma alérgica (Sen et al, 2006); sin embargo, ain no es claro
el papel de CCR9 en la regulacion de la alergia pulmonar en otras poblaciones celulares. Es
por ello que estamos interesados en buscar este papel regulador del receptor en el proceso
inflamatorio, utilizando un modelo de alergia pulmonar en ratones deficientes del receptor de

CCRO.



En este estudio, en el analisis del niumero de células totales en lavados broncoalveolares
(LBA) y tejido pulmonar no se demuestran diferencias significativas; sin embargo en los
ganglios mediastinales del raton alérgico si se observo una disminucion significativa.

El andlisis histolégico y morfométrico demostré menor reclutamiento celular en ausencia de
CCR9 hacia pulmon en condiciones de alergia, se observo una disminucion en el numero de
eosinofilos en LBA. El analisis de los tipos celulares de acuerdo a la expresion de
marcadores superficiales: CD3, CD4, CD8, CD19, CD11b, CCR3 no se vio modificada en
ausencia de CCR9 en LBA ni en tejido pulmonar. Sin embargo, estos marcadores se
redujeron significativamente en CCR9 -/- comparado con CCR9 (+/+) en los ganglios

linfaticos mediastinales.

La ausencia de CCR9 modifica la expresion de otros receptores como CCR2, CCR4, CCR3y
CCRS5 en el tejido pulmonar. Los resultados al evaluar el nivel de IL-10, demostraron una
disminucién en los niveles en el ratén deficiente de CCR9. Los niveles de mRNA de

guimiocinas como CCL2, CCL5, CCL11 y CCL12 se afectan en ausencia de CCR9.
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1. INTRODUCCION

1. 1 ElI SISTEMA INMUNE

Constantemente los seres vivos estan expuestos a una gran cantidad de microorganismos
infecciosos y otras sustancias extrafias capaces de causar enfermedad. EIl sistema inmune
comprende todos los mecanismos a través de los cuales dichos organismos se defienden;
sin embargo también es responsable de procesos patologicos perjudiciales para el individuo
tales como hipersensibilidad y autoinmunidad [1]. De manera general, el sistema inmune
comprende tanto barreras fisicas como principalmente los elementos celulares y humorales
gue se encargan de llevar a cabo los procesos de comunicacién, erradicacion y reparacion
del dafio. [1]

1.1.1 INMUNIDAD INNATA E INMUNIDAD ADAPTATIVA

Para su estudio, se ha clasificado al sistema inmune como sistema inmune en innato y
adaptativo. La inmunidad innata comprende algunas moléculas de defensa y
reconocimiento a patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) en las células de la
inmunidad innata (ver tabla 1)

En vertebrados, (los Unicos seres vivos que pueden montar respuesta inmune adaptativa),

podemos encontrar mecanismos que inhiben la activacion de la inmunidad innata.

La inmunidad adaptativa, involucra variabilidad y rearreglo de segmentos de genes para la
expresion de sus receptores especificos de antigeno, es por ello que el sistema inmune
adaptativo proporciona un reconocimiento especifico, memoria inmunologica ante las
infecciones y expresion de proteinas adaptadoras patdégeno-especificas. Como se menciond
anteriormente, en algunas ocasiones la inmunidad adaptativa también es responsable de

procesos autoinmunes, alergias y el rechazo de los transplantes. [2, 3]



TABLA |. DIFERENCIAS ENTRE INMUNIDAD INNATA'Y ADAP TATIVA

Inmunidad innata Inmunidad adaptativa

* Fagocitos mononucleares.
Monocitos (Macréfagos).

¢ Polimorfonucleares.

Linfocitos T

idénticas de la misma clase.
Receptores

REPRESENTANTES J . g e Linfocitos B
CELULARES Eosindfilos, basofilos y
neutrofilos. e Células NKTs
e Células NK
* Células NKTs * Linfocitos T y3
e Células dendriticas
* Células cebadas * Células T reguladoras
* Complemento
¢ Defensinas
REPRESENTANTES e Catelisidinas
HUMORALES *  PRR solubles: CRP, SAP,
(pentraxinas) MBL.(colectina) e Anticuerpos
e Superficie. MMR, DEC205,
MSR, MARCO.
e Intracelulares. PKR, NOD
(CARD) TLR (MYD88)
DISTRIBUCION No clonal. Todas las células son

Hay expansion celular de clonas
distintas por cada clase de
linfocito

AUTOINMUNIDAD

Perfecta discriminacion / propio-no

Imperfecta discriminacion propio-

propio no propio
TIEMPO RESPUESTA Temprana Tardia
MEMORIA No Si

RECONOCIMIENTO

Receptores codificados en linea
germinal

Repertorio codificado en
segmentos de genes y sufren
rearreglos durante desarrollo.

ACTIVACION

Reconocimiento de PAMPs por
TLRs, PRRs.

Reconocimiento, activacion,
procesamiento y presentacion
por el sistema inmune innato.

Modificado de Janeway, 2002.




1.1.2 INMUNIDAD INNATA

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra las infecciones y es capaz de
reconocer compuestos derivados de microorganismos. Se pueden generar distintas
respuestas debido al reconocimiento de estructuras especificas que son compartidas por
clases particulares de microorganismos. Estas estructuras incluyen acidos nucleicos con
caracteristicas particulares provenientes de microorganismos, factores proteinicos que se
encuentran solamente en microorganismos, lipidos y carbohidratos complejos que son
sintetizados por dichos microorganismos y son diferentes quimicamente a las producidas por
células del hospedero.[7]

Este reconocimiento se lleva a cabo en células efectoras de la inmunidad innata, tales como
los neutrdfilos, los fagocitos mononucleares y las células “Natural Killer” (NK) (Tabla 2).
Algunos mecanismos efectores que realizan estas células son la secrecion de citocinas que
activan a los fagocitos y estimulan el reclutamiento celular al sitio afectado conocido como
inflamacion. [7].

TABLA 2. COMPONENTES DE LA INMUNIDAD INNATA

Componentes ‘Funciones principales

Barreras

Superficies epiteliales Prevencion de la entrada microbiana
Defensinas Muerte celular de microorganismos

Linfocitos Intraepiteliales Muerte celular de microorganismos

Células efectoras circulantes

Neutrofilos Fagocitosis temprana y muerte celular
Macréfagos Fagocitosis eficiente, muerte celular, secrecién de citocinas que estimulan la inflamacién
NKs Lisis de células infectadas, activacion de macréfagos.

Proteinas efectoras
Compelmento Destruccion de microorganismos, opsonizacion de microorganismos, activacion de leucocitos

Lectinas de uniébn a | Opsonizaciéon microbiana y activacién del complemento

manosa
Proteina C-reactiva Opsonizacién microbiana y activacion del complemento

Factores de coagulacién Recuperan la integridad de tejidos dafiados y barreras de tejidos infectados.
Citocinas

TNF, IL-1, quimiocinas Inflamacion

IFN-a, -B Resistencia a infecciones viralees

IFN-y Activacion de los macroéfagos

IL-12, IL-18,IL-23 Produccién de IFN-y por NKs y linfocitos T

IL-10,TGF-B Control de la inflamacién

Modificado de Abbas, A. 52 edicion.



1.1.3 LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

1.1.3.1 ANATOMIA DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

Para asegurar que se lleven a cabo el reconocimiento de antigenos y las interacciones
celulares necesarias para la activacion de la inmunidad adaptativa, los linfocitos y las células
presentadoras de antigeno se localizan en tejidos u 6rganos definidos anatémicamente en
donde los antigenos también tienen que circular concentrarse.

Estos organos linfoides se clasifican de acuerdo a los eventos celulares que se llevan a cabo
en ellos. En los 6rganos linfoides primarios (médula ésea y timo) se llevan a cabo los
primeros eventos de expresion de receptores y maduracion de las células inmunes. En los
organos linfoides secundarios, se inicia el reconocimiento antigénico por los linfocitos y el
desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Los organos linfoides de periferia incluyen
nodulos linfaticos, bazo, sistema inmune cutdneo y sistema inmune asociado a mucosas
(BALT, NALT, GALT) [4].

Los ganglios linfaticos, que son los drganos linfoides mas distribuidos a lo largo de todo el
sistema linfoide, son agregados nodulares que consisten en una corteza externa y una
corteza interna. Cada nodulo linfatico o ganglio es rodeado por una capsula fibrosa que es
comunicada con el sistema linfatico a través de numerosos vasos linfaticos aferentes, los
cuales vacian el contenido linfatico en la regién subcapsular y esta linfa sale del ganglio a
través de vasos linfaticos eferentes. A lo largo de la region subcapsular, la corteza externa
contiene foliculos que son agregados celulares, los cuales a su vez pueden contener centros
germinales que se desarrollan en respuesta a un estimulo antigénico. Los foliculos son las
zonas de linfocitos B en el nédulo linfatico. Los linfocitos T y las células dendriticas se
encuentran entre los foliculos. [4, 5]

La segregacion anatomica de diferentes clases de linfocitos en distintas areas del nodulo es
dependiente de quimiocinas. Los linfocitos T virgenes y las células dendriticas expresan el
receptor de quimiocinas CCR7 por lo que se dirigen hacia la misma zona del nédulo, en
cambio, los linfocitos B expresan al receptor CXCR5 cuyo ligando se encuentra en los

foliculos, razén por la cual se dirigen a esa zona.[6]



1.1.3.2 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA PRIMARIA

Las células presentadoras de antigeno profesionales (APC) mas especializadas son las
células dendriticas. Estas ingieren el antigeno en el sitio de la infeccién y se activan como
parte de la respuesta inmune innata. Esto induce su migracion a érganos linfoides regionales
(o tejido linfoide asociado) mediada por las quimiocinas, lo cual induce su maduracion como
células presentadoras de antigeno lo que las hace muy efectivas para activar a los linfocitos
T no activados.

Los antigenos intracelulares provenientes de microorganismos y de las mismas células del
hospedero son reconocidos, procesados como péptidos y son presentados por el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | a los linfocitos T citotoxicos (CD8+) cuyo blanco
de citotoxicidad son las células infectadas. Los péptidos derivados de material extracelular
son ingeridos, procesados y acarreadas a la superficie celular por el MHC clase Il y
presentado a las células TCD4+ [5]. A su vez, estos linfocitos T CD4+ pueden diferenciarse
a células efectoras tipo Thl y Th2 en base al microambiente de citocinas que genera el
reconocimiento del antigeno. Las células efectoras tipo Thl activan las propiedades
microbicidas de macréfagos e inducen la produccion de anticuerpos clase IgG por la
secrecion de citocinas como de IFN-y y TNF-qa, y favorecen el cambio de isotipo a 1gG2a,
(en raton) IgGl e 1gG3 (en humano). También se distingue esta subpoblacion por la
expresion de receptores de quimiocinas como CCR1, CCR2, CCR5y CXCR3. [7]

Las células Th2 inician la respuesta humoral activando a las células B antigeno-especificas
para producir anticuerpos de la clase IgE e IgG1 (en raton), IgG4 e IgE (en humano), a través
la produccion de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. (6). Ademas, los linfocitos Th2 expresan
diferencialmente a los receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 y CCRS8. [7] Los linfocitos
Th2, se relacionan principalmente con la activacion de linfocitos B y el desarrollo de

respuesta humoral protectora contra helmintos y respuestas alérgicas.

Una poblacion, recientemente descrita de linfocitos T, es la subpoblacién Th1l7. Estas
células producen IL-17, esta citocina inflamatoria promueve la produccion de otras citocinas
como IL-6, IL-8, GM-CSF y la quimiocina CCL2 en fibroblastos, células epiteliales y

endoteliales.



Esta subpoblacion de linfocitos Th se ha relacionado con procesos de autoinmunidad, y se

distinguen por la expresion del factor de trascripcion RORyt [6, 8]

Otras poblacion de linfocitos T que se ha descrito, es la de de linfocitos T reguladores, los
cuales se caracterizan por bloquear la activacion y funcion de otros linfocitos T, se
encuentran en la periferia. Se han identificado varios subtipos de células T reguladoras:
células reguladoras naturales (N-Tregs), caracterizadas por los marcadores de superficie
CD4+ CD25+ FoxP3+, estas células adquieren el fenotipo regulador durante su
diferenciacion en el timo. Otra subpoblacién de células reguladoras denominadas Tregl
(CD4+ CD25-), adquieren el fenotipo regulador en periferia, debido a la estimulacion por IL-

10, citocina que posteriormente producen ellas mismas, ademas de TGF-B. [9, 10]

Otra subpoblacion de células reguladoras que adquieren este fenotipo supresor en periferia
son la subpoblacién de linfocitos Th3, estas células se caracterizan por la produccion de

TGF-B, y al igual que las células Tregl resultan importantes para mantener la tolerancia oral

[9].

1.1.3.3 ACTIVACION DEL LINFOCITO T

Los linfocitos T virgenes recirculan constantemente a través de los nédulos linfaticos, asi
mismo, los antigenos que fueron reconocidos en la periferia son endocitados, procesados y
transportados hacia los nédulos linfaticos. De esta manera, si un linfocito T virgen antigeno-
especifico reconoce por medio de su TCR al antigeno asociado al MHC de clase | o Il
(dependiendo de sus coreceptores CD8 y CD4 respectivamente), este linfocito sera
activado. Las sefales que se generan por este reconocimento, desencadenan la expresion
de moléculas de adhesion, que aseguran una interaccion estable del linfocito T con la APC.
La activacion completa requiere de sefiales secundarias que son provistas por la
coestimulacion a través de moléculas como CD28, LFA-1, CD40 e ICOS entre otras, que son
expresadas por la APC para completar la sinapsis inmunoldgica. La activacion, es
complementada también, por las citocinas como la IL-12 que es secretada por las APC y la
IL-2 que es secretada de manera autdcrina por los linfocitos T. Este microambiente y
conjunto de sefiales, favorecen la proliferacion y diferenciacion a linfocitos efectores y de
memoria. [5, 11, 12]



1.1.3.4 COOPERACION T-B Y PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Los linfocitos T cooperadores, activan a las células B cuando reconocen el antigeno
especifico unido al MHC en la superficie del linfocito B; esto desencadena que nuevamente
el linfocito T se active y sintetice una serie de moléculas efectoras que sinergizan el efecto en
la célula B, como son el TNF-a y CD40L. La union de CD40 con su ligando, origina que la
célula B ingrese a su ciclo celular, prolifere e induce el cambio de isotipo de la
inmunoglobulina de membrana IgM a otra clase de anticuerpo dependiendo del perfil de
citocinas secretado por el linfocito T cooperador. Una vez ocurrido el cambio de isotipo, la
célula B se convierte en célula plasmatica o en célula secretora de anticuerpos en periferia.
[11, 13]

Las inmunoglobulinas son proteinas que se encuentran en suero y fluidos corporales. Estas
pueden encontrarse en forma soluble (anticuerpos) o anclados a la membrana de los
linfocitos B (forma BCR). Cada molécula de anticuerpo esta constituida por dos cadenas
polipeptidicas conocidas como cadenas pesadas y otras dos cadenas polipeptidicas
conocidas como cadenas ligeras, las cuales se encuentran unidas entre si por puentes
disulfuro. Tanto las cadenas pesadas como las cadenas ligeras, tienen una regién variable y
otra conservada. Las cadenas ligeras completas forman parte de la fraccion de unién al

antigeno (Fab) y la region constante se conoce como fraccion cristalizable (Fc).

Se han descrito cinco clases o isotipos principales de cadenas pesadas {4, 8, y, ay €y dos de
cadenas ligeras Kk y A. Las inmunoglobulinas formadas por estos tipos de cadena pesada se
denominan IgM, IgD, IgG, IgA e IgE respectivamente y pueden contener cualquiera de los
isotipos de cadena ligera. Variaciones dentro de las moléculas de los isotipos IgG e IgA
permiten diferenciar cuatro subclases de inmunoglobulinas en humanos IgG (IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4) y dos de inmunoglobulinas IgA (IgA1 e IgA2), en raton IgG1l, 1gG2a, 1gG2b e
lgG3. [7, 14]



1.2 QUIMIOTAXIS Y TRAFICO LEUCOCITARIO EN HOMEOSTASIS E INFLAMACION

Cada tejido debe presentar propiedades quimioatrayentes para las células del sistema
inmune en condiciones normales y de inflamacion. Esta quimiotaxis estd regulada por la
expresion de un perfil de moléculas quimioatrayentes especifico en el tejido. Estas moléculas
incluyen: mediadores lipidicos inflamatorios (prostaglandinas y leucotrienos), antimicrobianos
(quimerina, defensina) citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF-a), derivados microbianos (fMet-

Leu-Phe), proteinas derivadas del complemento (C3a, C5a) y quimiocinas. [15]

1.3 QUIMIOCINAS. ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Las quimiocinas son citocinas pequefias 8-10 kDa (aproximadamente 100 aminoé&cidos) a las
gue se les han atribuido propiedades quimioatrayentes principalmente. (10) Otras actividades
gue se les conocen son: regulacibn de la angiogénesis y fibrosis, proliferacion y
susceptibilidad a apoptosis. [16, 17]

Las familias de quimiocinas se han clasificado de acuerdo a sus propiedades estructurales,
en base al numero y posicion de residuos de los residuos de cisteina que se encuentran muy
conservados en toda la familia y que estan cercanos al extremo amino terminal [18, 19]. La
clasificacion ordena a las familias CC, CXC, CX3C, (donde “X” corresponde a un aminoacido
cualquiera) y la quimiocina C, la cual contiene solamente 2 cisteinas en lugar de 4 en esta

porcién conservada cercana al extremo amino terminal de las quimiocinas. [20]

1.3.1 FAMILIA CXC

La familia CXC contiene un subgrupo de quimiocinas que tienen tres aminoacidos entre el
extremo N-terminal y la primera cisteina, (Glu-Leu-Arg) son conocidas como ELR-
guimiocinas. Se sugiere que esta secuencia es necesaria para atraccion de neutrdéfilos y
esencial para la activacion de los receptores CXCR1 (solo en humano) y CXCR2.0Otra
propiedad importante que se les confiere, es la angiogénesis, mientras que las quimiocinas
no-ELR, poseen la capacidad de quimioatraer monocitos y linfocitos y que ademas son

inhibidoras de la angiogénesis. [21]



1.3.2 FAMILIA CC

Es la familia de quimiocinas mas numerosa. Se les atribuye la quimiotaxis de monocitos,
linfocitos T, eosindfilos, basdfilos, células dendriticas, linfocitos B, timocitos, progenitores
linfoides y megacariociticos. Las células que secretan estas quimiocinas son monocitos,
macrofagos, células dendriticas, eosindfilos, células NK, mastocitos, linfocitos T, basdfilos,
plaguetas y células no inmunes como fibroblastos, células epiteliales, hepatocitos y células
endoteliales. Sus efectos biol6gicos son muy diversos: inducen activacion del endotelio, son
guimiotacticas, regulan la liberacion de granulos y enzimas, modulan la apoptdésis, controlan
crecimiento celular hematopoyético, etc. A quimiocinas como CCL11, CCL16 y CCL21 se les

ha atribuido también un papel en la angiogénesis. [22]

1.3.3 FAMILIAS Cy X3C

Son producidas por linfocitos T CD8, timocitos, mastocitos y células NK. Actian
principalmente sobre células NK vy linfocitos T, induciendo su activacién y quimiotaxis. La

familia representada por fractalcina, tiene varias regiones, un dominio tipo quimiocina, una

region tipo mucina con repeticiones serina-treonina y muchos polisacaridos laterales. [23]
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Samantha Allen, 2007[24].



1.3.4 CASCADA DE ADHESION LEUCOCITARIA

En respuesta a estimulos proinflamatorios tales como TNF-a o IL-1 debidos al
reconocimiento de un patdgeno o a un estimulo inflamatorio, el endotelio es activado y como
consecuencia expresa selectina-E y selectina-P. Estas selectinas presentan baja afinidad por
sus ligandos expresados en los leucocitos, tales como la selectina-L. Las sefiales derivadas
de la interaccion de las selectinas y sus ligandos, permiten el rodamiento del leucocito por
efecto de la disminucién su velocidad en el flujo sanguineo; esto conlleva a la activacién de
las integrinas por quimiocinas. Estas citocinas son expuestas en concentraciones altas en la
superficie luminal del endotelio mediante los GAGs de heparan sulfato posterior a un
estimulo antigénico o inflamatorio. Tras la activacién de los receptores de quimiocinas por la
union de su ligando, se induce una modificacion en las integrinas expresadas en los
leucocitos que incrementa la afinidad por sus ligandos expresados en la superficie endotelial
(Ej. VLA-4 y su ligando ICAM-1). Las principales consecuencias de esta interaccion, son la
adherencia muy fuerte de los leucocitos al endotelio y el rearreglo del citoesqueleto para
atravesar las células endoteliales. El gradiente de quimiocinas formado desde el lugar de la
inflamacion, permite que las células sean capaces de transmigrar a través del interendotelio.

Esta serie de pasos permite la acumulacién de leucocitos en el sitio de inflamacion [23]
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Figura 2. Cascada de adhesioén leucocitaria Modi ficado de Ley, 2007.Nature Reviews



1.3.5 RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

Aproximadamente se han reportado 20 receptores de quimiocinas. Estos son receptores con
7 unidades transmembranales (7TM) y con 7 regiones extracelulares conectadas por bucles
extracelulares acoplados a proteina G. La habilidad de los receptores de quimiocinas para
sefalizar después de la interaccion con su ligando, se debe a la presencia de un motivo DRY
en el segundo bucle intracelular.

La activacion consiste en que la subunidad Ga de la proteina G trimérica, interactia con los
bucles intracelulares. Asi mismo, se encuentran unidos a las subunidades GB y Gy. La
subunidad Ga contiene un dominio de GTPasa que involucra la hidrdlisis de una molécula de
GTP, esto ocurre solo en estado activo de la proteina G. [25, 26]

1.3.5.1 CCL25. CARACTERISTICAS FUNCIONALES Y ESTRUCTURALES.

CCL25 es una quimiocina cuya expresion es constitutiva y que dirige el trafico leucocitario de
manera homeostatica a organos linfoides primarios, especificamente el timo. Se conoce
como CCL25 o TECK (quimiocina expresada en timo).

El locus teck, se encuentra localizado en el cromosoma 8 de raton [27] y en el cromosoma 19
en humano [28]; a diferencia de otras quimiocinas de la familia CC, contiene un residuo de
tirosina en la posicién 52, a lo que se le atribuye posiblemente la quimiotaxis de monocitos
por lo que se ha sugerido que esta quimiocina tiene un origen previo en la escala evolutiva y
gue ha ido modificAndose para asegurar funciones similares a las otras quimiocinas debido al
parecido en sus estructuras secundarias y terciarias. [27]

Se ha identificado la expresion de mRNA de TECK de manera alta en timo adulto por células
dendriticas estromales, en el timo fetal por el epitelio MHCII® y en bazo después de
estimulacién con LPS. Ademas se encuentra la expresion restringida a intestino delgado,
tanto en ratbn como en humano [27, 29] y en el epitelio de las criptas del yeyuno e ileon. [30]
A pesar de que Teca se expresa en grandes cantidades en intestino delgado, no se
encuentra en colon ni otros epitelios adyacentes, lo cual sugiere que la expresion restringida
de CCL25 y su receptor, controlan el reclutamiento y la colocalizaciéon de linfocitos
especializados lo cual confiere caracteristicas inmunitarias a diferentes superficies epiteliales
[30].



Esta quimiocina induce quimiotaxis en células dendriticas de bazo y macréfagos activados
por IFN-y, asi como en timocitos inmaduros CD4+CD8+ y linfocitos simples positivos CD4+ 6
CD8+ maduros, lo cual sugiere el papel potencial que tiene CCL25 y su receptor en el
desarrollo de los linfocitos T en timo [31]

1.3.5.2 CCR9. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES

CCR9 es el receptor especifico y unico para la quimiocina CCL25. Dicho receptor, cuya
secuencia de aminoacidos es de 369, posee un patron de expresion restringido a timo,
intestino delgado y de manera muy débil, a bazo y nddulos linfaticos. Por ello, se ubica
filogenéticamente en la familia de CCR6 y CCR7. Asi mismo, se relaciona la expresion de
CCR9 con su ligando en linfocitos T maduros e inmaduros, por lo que se implica de manera
importante a CCR9 en el desarrollo de células T en timo [32].

CCRS9 se encuentra codificado por un gen unico en el cromosoma 3. Como otros receptores
de quimiocina, contiene residuos acidos cercanos al extremo N-terminal y contiene un sitio
para N-glicosilacion en la regién N-terminal (Asn32). Asi mismo, se conocen cisteinas
conservadas en los loops intracelulares 1 (Cys119) y 2 (Cys198). Ademas, contiene un
residuo de cisteina en el extremo carboxilo terminal que puede ser palmitoinilado [33].

Se conocen dos proteinas receptoras para CCL25 a las cuales se les ha designado el
nombre de CCR9A y CCR9B respectivamente. CCR9A contiene 12 amino&cidos adicionales
en su extremo amino terminal en comparacion a CCR9B. Otro aspecto importante de ambos
receptores, es que existe una diferencia funcional entre ambas proteinas, la cual radica en la
diferencia de concentracion de quimiocina necesaria para activar a CCR9A, la cual es menor
a la requerida por CCR9B para activarse [33]. Esto es importante debido a que podria existir
esta extension en el rango de concentraciones de quimiocina, sobre la cual podrian distinguir
un aumento en la concentracion de ligando. En linfocitos, se conoce un rango de CCR9A y
CCRB aproximadamente de 10:1[33].



1.3.5.3 EL DESARROLLO DE TIMOCITOS EN TIMO Y SU INTERACCION CON EL
ESTROMA.

Posterior a la migracion de precursores timicos de médula 6sea a timo para su desarrollo,
eéstos avanzan hacia la corteza a su estadio doble negativo CD4-CD8- con su TCR en
codificacion de linea germinal. Una vez que de este se rearregla la cadena [3, se asocia con
la pre-cadena o que aun no se rearregla y éstas a su vez se unen a CD3 para formar el
complejo pre-TCR, el cual envia sefales independientes de antigeno, las cuales guian al
estadio doble positivo (DP), esto asegura que el TCR sea funcional y la cadena rearreglada
continue su maduraciéon. A partir de ese momento, se lleva a cabo la exclusion alélica del
locus de la cadena B y estas células proliferan hasta 100 veces. El segundo punto de control
durante la ontogenia de los linfocitos T es mediado por las sefales realizadas por el complejo
TCR en la seleccién positiva 0 negativa. La alta union a péptido da lugar a la seleccién
negativa y la baja unién o nula da lugar a la muerte por negligencia. Los timocitos DP, de los
cuales su complejo TCR se una a complejos de MHC-péptido presentes en la superficie de
las células estromales con la afinidad apropiada, sufren sefiales que los llevan a la
diferenciacion CD4 o CD8 SP [34]. Finalmente, antigenos propios son presentados a través
de las células dendriticas estromales mediante el factor de transcripcion AIRE (regulador de
autoinmunidad). Los timocitos capaces de reconocer estos antigenos son dirigidos a
apoptésis como un mecanismo de tolerancia central. Para llevar a cabo los procesos de
presentacion, es necesaria la aproximacion debida de los timocitos con las células
estromales. [34]

La migracion de los timocitos el timo ocurre en la corteza de adentro hacia fuera en su
transicion de DN a DP. Posteriormente migran a medula 6sea como linfocitos SP. Las
guimiocinas y sus receptores regulan esta migracion en timo y en tejidos periféricos. Los
timocitos en desarrollo expresan distintos receptores de quimiocinas en respuesta a

guimiocinas que son producidas en el timo.



Tabla 3. Receptores y quimiocinas involucrados

en el desarrollo de los linfocitos [34]

Receptor QUIMIOCINA
CXCR4 SDF-1 (CXCL12)
CCR4 TARC y MDC CCL17 y
CCL22
CCR5 MIP-1B (CCL4)
CCRY ELC (CCL19)
CCR8 TARC (CCL17)

Los elementos considerados como estroma son: células dendriticas derivadas de médula
0sea, células epiteliales corticales y medulares, macréfagos y células mesenquimales. Se ha
determinado que distintas subpoblaciones de timocitos interaccionan con elementos del
estroma timico de manera distinta y que dicha interaccion participa en el trayecto de estos
timocitos por los diferentes estadios de desarrollo. En su trayecto de corteza exterior a
corteza interior, existen elementos de regulacion que guian a los timocitos e inducen su paso
de dobles negativos a dobles positivos y posteriormente a simples positivos. [34]

El receptor de quimiocina CCR9, incrementa su expresion en los timocitos durante la
transicion de dobles negativos a dobles positivos y las células simples positivas migran en
respuesta a su ligando, TECK en adulto. Ademas se ha sugerido que este receptor pudiera
participar en el reclutamiento de precursores timicos al timo fetal. Debido a esto, se
considera que CCR9 puede regular el trafico de los timocitos en dos diferentes escenarios:
durante la migracion de precursores hematopoyéticos a timo fetal y después en la induccion

de dobles negativos a dobles positivos [34].

1.3.5.4 CCR9 Y EL RECLUTAMIENTO HOMEOSTATICO DE LINFOCITOS A INTESTINO
DELGADO.

Debido a la expresion selectiva de CCR9 en timo e intestino delgado, se ha investigado el
papel que representa el receptor durante el reclutamiento de linfocitos a intestino. Existe una
expresion importante de CCR9 en linfocitos T que van a intestino delgado, asi como de
subpoblaciones de linfocitos T intraepiteliales y linfocitos conformadores de lamina propria.
La mayoria de linfocitos T CD4 y CD8 que expresan CCR9 en periferia, son de fenotipo de

memoria [35].



1.3.5.5 PAPEL DE CCR9 EN LA INMUNIDAD DE MUCOSA INTESTINAL.

En sangre periférica, se pueden encontrar linfocitos T que expresen CCR9, sin embargo
estos linfocitos muestran fenotipo de memoria CD4 y CD8, asi como la integrina de mucosa
intestinal a4p7. También, la mayoria de linfocitos intraepiteliales y linfocitos residentes de
lamina propia expresan CCR9. Comparando estas caracteristicas a lo que pasa en colon, no
se encuentra mRNA aunque un porcentaje bajo de linfocitos si lo expresan. El andlisis de
subpoblaciones de linfocitos en intestino delgado muestra que aunque la mayoria son CD3+
y casi todos estos expresan marcadores de activacion CD45R0O, CD69 y CD95. También hay
una baja cantidad de linfocitos B y células NK que expresan CCR9 [36], aunque en sangre
periférica no hay células que muestren este fenotipo [28]. Tampoco existe un perfil de
polarizacion Thl o Th2 de estos linfocitos ya que tanto CD3+CCR9+ como CD3+CCR9-
producen las mismas cantidades de IFN-y e IL-4 lo cual indica que el fenotipo CCR9 polariza

el perfil de citocinas [36].

1.3.5.6 CCR9 CONTRIBUYE A LA LOCALIZACION DE CELULAS PLASMATICAS EN
INTESTINO DELGADO

Cuando se encontr6 que las células secretoras de anticuerpos respondian hacia la
guimiotaxis de CCL25, se sugiri6 que esta quimiocina podria servir para reclutar
eficientemente a estas células productoras de IgA en lamina propria.

Existe un reclutamiento selectivo de estas células que no solo es un mecanismo, Sino
proporciona un paradigma sobre la selectividad de tejido a reclutar estas células cuando son
CCRO9+.



1.3.5.7 FENOTIPO DEL RATON CCR9 -/-

La cepa de ratén resultante que se generd donde se deletd el gen de CCR9 es viable, fértil y
sin anormalidades morfoldgicas aparentes.

La evaluacion del perfil de quimiocinas no revelo diferencias en la expresion de otros
receptores. El raton deficiente de CCR9 no tiene diferencia en las subpoblaciones de
timocitos a pesar de que CCR9 es un receptor que se expresa en el cambio de dobles
negativos a dobles positivos. [37] No se observaron diferencias importantes en el nimero de
linfocitos Taf en periferia y esos linfocitos son capaces de responder previa activacion via
TCR. El porcentaje de linfocitos Tyd en periferia es dos o tres veces mayor en el raton CCR9
-/- que en el raton CCR9 +/+.En mucosa intestinal, existe una disminucion en 2 veces el
namero de linfocitos T intraepiteliales del raton CCR9 -/- y el nUmero de linfocitos Tyd es 5
veces menor en el genotipo CCR9 -/-. La ausencia de CCR9, limita temporalmente el
desarrollo de linfocitos T durante la embriogénesis, sin embargo, no es indispensable para
este efecto y las diferencias en celularidad son compensadas en el dia 20 de gestacion, lo
gue ocurre de la misma manera para los linfocitos B en médula Gsea y esto se manifiesta en

la disminucién de células pre-proB ante la ausencia del receptor [37].

1.3.6 ESTRATEGIAS DE ANTAGONISMO DE LAS INTERACCIONES QUIMIOCINA-
RECEPTOR.

Debido a que un amplio rango de enfermedades se encuentran asociadas con las
guimiocinas y sus receptores, la industria farmacéutica se ha enfocado en modular sus
efectos con fines terapéuticos. Las interacciones quimiocina-GAGs pueden ser un blanco
efectivo en el tratamiento de ciertas enfermedades. La heparina soluble inhibe la actividad de
las quimiocinas in vivo, por lo que, algunas heparinas sinteticas y especificas para ciertas
guimiocinas pueden actuar como tratamientos eficaces. Asi mismo, se buscan pequefias

moléculas que actien como antagonistas de los receptores.[25]



TABLA 4. RECEPTORES DE QUIMIOCINAS Y ENFERMEDADES [ 17]

Receptor Ligando Células Enfermedad

CCR1 CCL3, CCL5, CCL7, Linfocitos T, monocitos, Artritis reumatoide, esclerosis
CCL14 eosindfilos, basdfilos multiple
CCL11, CCL23, CCL7, Eosindfilos, basdfilos, ] o
CCR3 . Asma alérgica, rinitis
CCL5, CCLS8, CCL13 células cebadas, plaquetas

CCL3. CCL4, CCL5, ) ) ) Coreceptor HIV, rechazo a
CCR5 Linfocitos T, monocitos
CCL11, CCL14, CCL16 transplantes

Linfocitos T, células Migracién a érganos linfoides
CCR7 CCL19 ] ]
dendriticas secundarios

Linfocitos T, células

plasméticas secretoras IgA, Inflamacién crénica intestinal

eosindfilos, timocitos

] ) Enfermedad inflamatoria
CXCR1 CXCL8, CXCL6 Neutréfilos, monocitos
pulmonar, COPD
CXCR3 CXCL9, Endoteliales, células Angiostatico para crecimiento
CXCL10,CXCL11 neoplasicas tumoral




CXCR5 CXCL13 Linfocitos By T foliculares. Foliculos linfocitos B

Macrofagos, musculo liso, ]
CX3CR1 CX3CL1 ] Ateroesclerosis
endoteliales

1. 4 PROCESO ALERGICO PULMONAR

Las reacciones de hipersensibilidad tipo | ocurren cuando un individuo que ha producido
anticuerpos IgE en respuesta a un antigeno inocuo, se encuentra con el mismo alergeno.
Este alergeno desencadena la activacién de células cebadas via receptores para Fc de IgE
localizados en su superficie, (10) originando las respuestas caracteristicas de la alergia que

se revisaran a continuacion.

1.4.1 ASMA COMO CONSECUENCIA DE ALERGIA PULMONAR. CARACTERISTICAS

El asma es un sindrome inmunoldgico en vias aéreas, provocado por una respuesta Th2
inapropiada, ante una variedad de estimulos especificos y no especificos.
Las principales caracteristicas son: hipersecrecion de moco, inflamaciéon en vias aéreas,

remodelacion e hiperreactividad bronquial.

1.4.1.1Hipersecrecion de moco. Se conocen dos fendmenos criticos para la hipersecrecion
de moco, la produccién excesiva de moco es una caracteristica importante de los
padecimientos pulmonares crénicos. En primer lugar se lleva a cabo la diferenciacion de
células que se encuentran comunmente en epitelio a células mucoproductoras,
posteriormente se lleva a cabo la degradacion del colageno perteneciente al epitelio,
permitiendo que las células epiteliales migren para aumentar el tamafio de glandulas
secretoras de moco. Las bases moleculares radican en las mucinas y metaloproteinasas de

matriz que se regulan genéticamente en velocidades diferentes de expresion. [38]



1.4.1.2 Inflamacion de vias aéreas.

Linfocitos T. Se les atribuye en gran medida las caracteristicas de la inflamacion y
orquestan la actividad de otras células secretando citocinas del perfil Th2 como IL-5 e
IL-13

Eosinodfilos. Son reclutados al sitio de infamacion y activados por efecto de C5a o
fMLP, de citocinas inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-3, IL-5 o0 GM-SCF y quimiocinas
como CCL11. Ademas, estas células expresan receptores de quimiocinas como
CXCR2, CCR2, CCR3 y algunos receptores de citocinas como IL-4, IL-9 e IL-13.
Como consecuencia de esta activacion, los eosindfilos liberan mas mediadores y
citocinas como: Proteina catidnica de eosindéfilos (ECP), proteina basica principal
(MBP), neurotoxina derivada de eosinéfilos (EDN) y citocinas: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
GM-CSF, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-12, TNF-a, TGF- y mediadores lipidicos.[39]

Mastocitos. Las células cebadas o mastocitos, abandonan la médula 6sea como
células mononucleares CD34+ y FceRI+. Se dirigen a mucosa y submucosa de vias
aéreas para continuar su diferenciacién. Se conocen 2 subpoblaciones: 1) mastocitos
con triptasa y quimasa y 2) mastocitos con solo triptasa que también contienen
proteoglicanos. Las células cebadas son capaces de producir IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5.[40]

Células iINKT. Son una subpoblacion de células NKT que poseen caracteristicas de
células NK y de linfocito T, ademas de que pueden expresar CD4 y/o CD8 0 ninguno.
Algunas de estas células expresan un repertorio de receptores altamente conservado,
Val4-Jal8 (ratén) y Val4d-Jal8 (humano) y se conocen como NKT invariante (iNKT).
Este receptor les permite que reconozcan antigenos glicolipidicos presentados por las
moléculas no polimérficas CD1d en las células presentadoras. La activacion de este
TCR invariante tiene como consecuencia la secrecion de citocinas tipo Thl y Th2. El
requerimiento de estas células para el desarrollo de hiperreactividad en modelos
experimentales, sugiere que estas células tienen un papel muy importante en asma en
humanos.[41, 42]



1.4.1.3 Remodelacion. Es un mecanismo de reparacion inducido por la inflamacion crénica.
Este mecanismo involucra procesos de engrosamiento de las paredes en vias respiratorias.
Ademas, se ha identificado deposicidn de fibronectina, colagenas I, lll, V y proteoglicanos en
submucosa y adventicia, asi como un aumento en la cantidad de fibras de muasculo liso que
contribuyen a dicho engrosamiento. La consecuencia de esta remodelacién crénica puede

ser fatal, ya que termina en obstruccion de las vias aéreas de manera irreversible. [43, 44]

1.4.1.4 Hiperreactividad bronquial. Este fendmeno en vias aéreas se refiere al estado de
excesiva susceptibilidad de los bronquios para reaccionar frente a estimulos, esta reaccion
se manifiesta en una contraccién de las fibras de musculo liso, lo cual dificulta el paso del
aire. Es por ello, que esta hiperreactividad es un elemento importante de diagndstico del
asma y consiste en la administracion de dosis controladas de algun farmaco agonista como

metacolina lo que se mide por espirometria del volumen de aire expirado. [39]

1.4.1.5 Resolucion de la inflamacion y fibrosis. En algunos modelos la produccion de IL-
10 por las células cebadas contribuye a que se pueda reducir la inflamacién en los sitios
afectados. El reclutamiento celular también tiene como consecuencia, la produccion de
citocinas y quimiocinas que contrarrestan el efecto proinflamatorio. Algunos de estos
productos pueden ser mediadores lipidicos como IL-4 (que también puede tener efecto
antiinflamatorio), TGF-B, TGF-q, IL-10 e IL-35. [45-47]



1.4.2 FACTORES INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DEL ASMA ALERGICA

* Predisposicion genética: Se han encontrado polimorfismos que originan la atopia en
genes que regulan asma. Ejemplos de estos son el control de la respuesta
inflamatoria, diferencias en la produccion de IgE, citocinas y quimiocinas, asi como

funcién y remodelacién de vias aéreas.[48, 49]

» Factores ambientales: Exposicion a alergenos e infecciones previas. Los alergenos
favorecen la produccion de IgE. Los linfocitos T CD4 Th2 favorecen el cambio de
isotipo de IgM a IgE o pueden causar cambio a IgG2 e IgG4 (humano) o IgG1 e IgG3
(ratén). (10)

1.4.2.1 Alergenos

La alergia pulmonar es causada por una serie de proteinas alergénicas pequefias que
desencadenan la produccion de IgE en individuos susceptibles. Un elemento de debate en la
definiciébn de alergeno es conocer qué hace a algunas proteinas alergenos y a otras no,
algunos principios se ha atribuido a los alergenos. Se conocen dos tipos de alergenos
principalmente: las sustancias ambientales no infecciosas que pueden inducir produccion de
IgE, estas proteinas se encuentran comunmente en pasto, polen, descamacion animal,
heces de acaros, algunos alimentos, latex, algunos farmacos y veneno de insectos. El
segundo tipo comprende a las sustancias ambientales no infecciosas que pueden inducir
respuesta adaptativa asociada con inflamacion local pero independiente de IgE por ejemplo

plomo o niquel.[49, 50]
1.4.2.2 VINCULO ENTRE INFECCIONES PREVIAS Y ASMA
Se ha relacionado la exposicién de patégenos con el desarrollo de la enfermedad. Existe una

relacion inversa entre la exposicién a M. tuberculosis, ya que ésta inhibe el desarrollo del

asma. [51]



Algunos estudios sugieren que las infecciones comunes con virus patdgenos son mas
frecuentes en la actualidad. Esta exposicion incrementa el riesgo de desarrollar el
padecimiento durante la infancia [51], aunque se sabe también que las infecciones multiples
globales promueven la maduracion del sistema inmune como una proteccion. [52]

En contraste, la exposicion a bacterias y sus productos en mucosas, favorece la proteccion
hacia asma e incluso se ha relacionado con un incremento en la incidencia y la disminucion

en la colonizacién por Lactobacillus y Bifidobacterias. [53]

1.4.3 INMUNOHISTOPATOLOGIA DEL ASMA

El tejido pulmonar de pacientes asméaticos se observa con un infiltrado muy caracteristico
compuesto por: Eosindfilos, células cebadas activadas y degranuladas, linfocitos T activados
y en casos severos: neutrofilos.

Los cambios estructurales demuestran deposicion de colageno (engrosamiento de la
membrana basal), oclusion del lumen bronquial por moco, hiperplasia e hipertrofia
(engrosamiento de musculo liso), descamacién epitelial [54] y angiogénesis en respuesta al

incremento de VEGF.

1.4.4 ETAPAS DE LA REACCION ALERGICA PULMONAR

Fase aguda : La activacion de las células cebadas ocurre a través de FceRlI por la interaccion
de la IgE unida al alergeno y la agregacion de varios receptores activados en el mastocito.
Esto induce la liberacion de mediadores preformados y la sintesis de metabolitos del acido
araquiddnico [55] sintetizados en respuesta al factor estimulante de colonias que secretado
por las células epiteliales.[39]

Estos mediadores son espasmadgenos y vasoactivos, tales como: Histamina, leucotrienos C,
D4, E4, prostaglandina D, y enzimas recién sintetizadas (triptasa, quimasa vy
carboxipeptidasa). Estos mediadores inducen hipersensibilidad inmediata y actividad
espasmogénica en musculo liso, causando broncoconstriccion, edema, secrecion de moco y
produccién de citocinas y quimiocinas que reclutan a otras células al sitio de inflamacién y

provocan la remodelacion. [39]



Incremente produccion de mocoe iti
H C. Dendritica Alergeno

Lumen epitelial

C. mucoprod. . epitelial

IL-13, histamina:

IL-8,
THF-ei, triptasa

CCLE2

-IgE
Neuro- Feshi%

peptidos

Linfocito T

TNF-0, PGD,,

Neuropeptidos LTB, IL-8, CCL2

Histamina

Histamina cys-LTs
VEGFA Rechtamiento leucocitario
Transicion a la fasecrénica

Triptasa, PGD,,
Neuro- o |7 TNF-a

peptidos Histarmina

PGLy, cys-LTs,
PAF

b} /
- -
v, / Vasodilatacién

Broncoconstriccion

Incremento de la
Musculo liso permeabilidad vascular

Figura 3. Fase aguda de inflamacion alérgi  ca pulmonar. Modificado de Galli, S. 2008 Nature.[ 50]



Fase tardia o cronica . Es inducida por el infiltrado inflamatorio de células mononucleares y
eosinofilos. Aunque tiene muchos aspectos en comuin con la etapa aguda, en la fase cronica
han pasado varias horas después del contacto con el alergeno y aqui esté involucrado el

reclutamiento de linfocitos Th2.
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1.4.5 MODELOS EXPERIMENTALES DE ALERGIA PULMONAR

Los modelos animales proporcionan una alternativa para investigar los mecanismos de
progresion de la enfermedad. Es complicado que un modelo animal Unico, imite todos los
aspectos funcionales y morfolégicos, sin embargo, existen diferentes modelos que permiten

acercar las caracteristicas experimentales a las reales en humanao.

1.4.5.1 Modelos de reto antigénico agudo.

Se han utilizado para elucidar los mecanismos de la respuesta inflamatoria e inmunologica
del asma y para la busqueda de nuevos blancos terapéuticos que controlen el padecimiento.
La naturaleza del modelo de inflamacion debe ser elegida en base a la cepa de ratén, el
alergeno y el protocolo de sensibilizacion. La cepa murina mas utilizada es BALB/c porque
desarrollan una buena respuesta inmunoldgica Th2, sin embargo se pueden utilizar otras
cepas como C57BL/6 y A/J. La ovoalbumina (OVA) derivada del huevo de gallina se ha
utilizado frecuentemente en el laboratorio como alergeno.

Aunque se utilicen distintos protocolos de inflamacion, la sensibilizacion inicial requiere
comunmente de administraciones sistémicas en presencia de adyuvantes como AIOH3; ya

gue este favorece la respuesta Th2. [56]

1.4.5.2 Modelos de alergia crénicos.

Algunos grupos han buscado los efectos de la exposicion cronica en ratdn como la
remodelacion. Esto con el objetivo de reproducir de manera similar lo que ocurre en la clinica
También se busca reproducir la hiperreactividad persistente y probar nuevas terapias que se
encuentren en desarrollo. Estos modelos involucran una exposicion repetida en las vias
respiratorias y con niveles bajos de alergeno por mas de 12 semanas. Se han utilizado
diferentes alergenos como: Extracto de polen de pasto y no siempre se requiere la
coadministracion con adyuvante ya que se tiene como problema que la administracion del
alergeno por periodos largos induce tolerancia. En algunos modelos existe la evidencia de

remodelacion, hiperplasia e hipertrofia y fibrosis peribronquial.[56, 57]



1.4.6 TRATAMIENTO

1.4.6.1 Inmunoterapia. Actualmente existen farmacoterapias disponibles (corticoesteroides,
antagonistas de leucotrienos, IgEmab, IL-5mab e IL-4mab) y generan una reduccion en el
padecimiento, no existe un tratamiento que cure el asma.

En la busqueda de nuevas terapias, se necesita inducir la tolerancia hacia los alergenos que
no existe de manera natural en los individuos susceptibles. Otra opcion, consiste en la
inmunoterapia oral o subcutanea del alergeno. También pueden ser eficientes los prebidticos

gue activen al sistema inmune de mucosas para reducir la inflamacion. [58]

1.4.6.2 Farmacos. Se han desarrollado farmacos agonistas 2 que se administran via local-
inhalada y se encargan de la relajacion del musculo liso. Los corticoesteroides
(beclometasona, budesonida) son administrados via inhalacion y su mecanismo de accion es
antiinflamatorio para varias células. Las metilxantinas (teofilina) administradas oralmente,
relajan también el masculo liso y tienen efectos directos en eosinéfilos y células T, también
incrementan la limpieza mucociliar. EI cromolin y nedocromil inhiben la secrecion de
mediadores inflamatorios. Los leucotrienos modificados funcionan como antagonistas de los
receptores de leucotrienos. Los antagonistas muscarinicos bloquean los receptores

muscarinicos en vias aéreas y evitan la broncoconstriccién. [59]






2. ANTECEDENTES

2.1 SOBREEXPRESION DE CCR9 EN iNKT DE PACIENTES ALERGICOS

Las células NKT con fenotipo Vax24-Invariante de pacientes con asma alérgica expresan
CCR9 con alta frecuencia. Ademas de que se observa un infiltrado de INKT CCR9+ en
la mucosa pulmonar, significativamente mayor que en individuos sanos. El ligando
CCL25 es capaz de inducir quimiotaxis en las células provenientes de pacientes
asmaticos y no en células normales. Esto sugiere que células Va24-Invariantes
anormales inducean sistémica y localmente un fenotipo Th2 lo cual es critico para el

desarrollo de esta enfermedad.[60]

Aunqgue se ha determinado que estas células NKT en asma sobrexpresan CCR9, no se
ha determinado claramente cuél es el papel de este receptor en el reclutamiento de
éstas y poblaciones celulares o incluso si existe un efecto modulador de la respuesta

inflamatoria.[37]

2.2 EXPRESION DE CCR9 EN EOSINOFILOS

Los receptores que utilizan los eosindfilos para llegar al sitio de inflamacion es de gran
interés porque estas células son reclutadas a sitios especificos de inflamacion y el
bloqueo de esta entrada y su degranulacion pudiera ser Gtil en el asma. Comparando
con los eosindfilos de circulacion, los eosindfilos de pulmoén incrementan la expresion

de CCR4, CCR9 y CXCR3 en su superficie posterior a un estimulo alergénico. [61]



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma alérgico es un padecimiento crénico inflamatorio que se ha convertido en
un problema mundial que ha afectado a 300 millones de personas
aproximadamente durante la Ultima década [62]. Se estima una prevalencia de la
enfermedad en nifios y adultos, de un rango de 1 a 18%][62, 63]. Debido a que se
han alcanzado proporciones epidémicas, se ha incrementado el interés en el

cuidado y tratamiento de esta enfermedad.

Este padecimiento de vias respiratorias involucra una serie de células
caracteristicas: eosindfilos, linfocitos Th2 principalmente y también multiples
mediadores proinflamatorios que resultan en cambios fisiol6gicos importantes.[64]

Estas células son reclutadas al sitio de inflamacién y generan un microambiente
muy importante para el desarrollo del proceso alérgico. La importancia de este
microambiente, esta determinada por la manera en que responden las células ante
los estimulos proporcionados por las citocinas, quimiocinas y mediadores
quimicos a través de sus receptores. Aunque se han caracterizado muy bien una
gran variedad de citocinas, quimiocinas y los receptores que modulan el proceso
alérgico pulmonar, existen algunas otras que no se han descrito claramente. Tal
es el caso del receptor de quimiocinas CCR9, ya que actualmente no esta claro el
papel regulador de este receptor en el proceso inflamatorio alérgico, por ello ha
sido necesario utilizar modelos animales que proporcionen evidencia sobre la
participacion de CCR9 en la inflamacion alérgica pulmonar y sea posible evaluar el

papel de esta regulacion utilizado un raton deficiente del receptor.



4. JUSTIFICACION.

Durante el proceso inflamatorio alérgico que se lleva a cabo en las vias aéreas
respiratorias, existe un reclutamiento de células inflamatorias como eosindfilos,
linfocitos T e INKTSs.

Los eosindfilos son células con caracteristicas del perfil alérgico que se desarrolla en
el asma; se sabe que en humano, estas células expresan el receptor de quimiocinas
CCR9, entre otros receptores celulares [61] y es por ello que este receptor podria

participar modulando a este tipo celular durante el proceso asmaético.

Otra poblacion celular componente del infiltrado pulmonar en condiciones de
inflamacion son los linfocitos T. Este tipo celular es modulado por CCR9 desde la
ontogenia [34] y algunas subpoblaciones dependen de la expresion de este receptor en
su reclutamiento homeostatico a mucosa intestinal [36], razon por la cual se podria
sugerir que el receptor CCR9 tuviera un papel importante en la modulacion de procesos

inflamatorios en la mucosa pulmonar.

Por otra parte, las células iINKTs son de gran importancia en el desarrollo del proceso
alérgico en el pulmoén; se ha encontrado un incremento en la expresion de CCR9 por

parte de estas células durante el proceso alérgico pulmonar,

A pesar de que todas estas células pudieran expresan diferencialmente al receptor
CCR9, no esta claro el posible papel regulador en alguna poblacion celular ni en el

microambiente necesario para que se lleve a cabo la alergia pulmonar.

Por lo tanto, se plantea buscar evidencias importantes del posible papel modulador de
CCR9 en el proceso inflamatorio que se lleva a cabo en la alergia pulmonar semejante
al asma en un modelo murino y asi mismo, proponer nuevas terapias basadas en la

modulacién de este receptor.



5.0 HIPOTESIS

Durante el proceso inflamatorio que se lleva a cabo en la alergia cronica pulmonar,
existe un reclutamiento celular caracteristico, la expresion del receptor CCR9 en las
células pudiera modular su reclutamiento celular, por lo que la ausencia de este
receptor en las células, es decir, en un raton deficiente de CCR9 (CCR9 -/-), tendra un
efecto en la respuesta inflamatoria, distinto a lo que ocurre cuando las células si

expresan el receptor (CCR9 +/+)



6.0 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer el papel del receptor CCR9 como regulador en un proceso inflamatorio

alérgico utilizando un modelo murino en genotipo CCR9 (-/-)

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un modelo de inflamacién alérgica pulmonar murino en un ratén
deficiente de CCRO.

Determinar la presencia y cuantificar inmunoglobulinas IgE, 1gG1, IgG2a OVA-

especificas

Analizar y cuantificar el infiltrado celular en LBA, nédulos linfaticos mediastinales

y tejido pulmonar.

Cuantificar los niveles de citocinas y quimiocinas tipo Thl y Th2 por RT- PCR en

tiempo real

Analizar las diferentes poblaciones celulares involucradas en el proceso

inflamatorio por citometria de flujo.

Medir la expresion de quimiocinas y sus receptores por RT- PCR tiempo real y

correlacionar con la cantidad de citocinas detectadas en periferia.



7. METODOLOGIA

7.1 OBTENCION DE DNA A PARTIR DE COLA DE RATON POR EXTRACCION
FENOL-CLOROFORMO Y GENOTIPO DE RATON CCR9 (-/-) POR PCR

7.1.1 OBTENCION DE DNA DE RATONES CCR (+/+) y CCR9 (-/-)

El DNA se obtuvo a partir de cola de raton, las cuales fueron tratadas inicialmente con
500 pL de amortiguador de lisis con proteinasa K (Invitrogen) y se agité la mezcla. Se
digirieron a 55T en un bafio de agua durante 2 horas o toda la noche dependiendo del
grosor del tejido. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos para separar huesos y
pelo. Al sobrenadante se le agregaron 500 pL de fenol:.cloroformo (1:1) con agitacion.
Se centrifugd la mezcla durante 5 minutos a 13,000 rpm. Se separ6 la fase acuosa y se
agitd suavemente. Se dejoé incubar durante toda la noche a -20C y después se
centrifugdé durante 10 minutos a 13,000 rpm. Se dejé evaporar el etanol y el DNA se
resuspendio en 100 pL de agua estéril. Se disolvié el DNA calentando a 55C durante 2

horas. Se almacen¢ a -20C para su posterior analis is por PCR

7.1.2 ANALISIS DEL GENOTIPO DE CCRO (-/-)

Se utilizé 1 uL de DNA. Se mezclaron los siguientes componentes en un tubo: 2.5 pL de
amortiguador de reaccion para la Taq Polimerasa sin MgCl,, 0.5 de mezcla de
nucléotidos, 1 uL de MgCl, 50 mM, 1 uL de primer especifico para amplificar sentido, 1
ML de primer antisentido,1 pL de primer central, 0.1 pL de Taq Polimerasa
(Invitrogen) y agua libre de RNAsas y DNasas para un volumen final de 25 yL. Las
muestras se amplificaron en un termociclador (MyCycler BioRad) a las condiciones
especificadas para los oligonucléotidos (ver anexo I). Se corrieron 15 yL de las
muestras con 1 pL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X
para comparar el tamafio del producto con el marcado de peso molecular 100 - 2052 pb
(Invitrogen).



7.2 MODELO DE ALERGIA PULMONAR

Para generar un modelo de inflamacion alérgica pulmonar, se llevo a cabo un protocolo
utilizando a la proteina ovoalbumina como alergeno. Se utilizaron 4 grupos de ratones
hembras C57BL/6 de 8 semanas con genotipo CCR9 (+/+ ), CCR9 (-/-) para ser
tratados con OVA y sus respectivos controles con solucién salina (SS). Al dia 0 del
modelo, a los ratones se les administraron 10ug de OVA por mg de hidroxido de
aluminio (Alum) en 100 pL de solucién salina como vehiculo. Al dia 8, se administraron
via intraperitoneal 10ug de OVA por mg Alum en 100 pyL de PBS. A partir del dia 15y
hasta el 20, se ret6 a los animales mediante nebulizacioén, con una solucion de OVA al
1% durante 30 minutos a una velocidad de 6 mL/min. Se retdé nuevamente a los
animales via nebulizacion el dia 34 con una solucion de OVA al 5% en PBS durante 30
minutos a una velocidad de 6 mL/ min.

El dia 35 se obtuvieron las muestras: Lavados broncoalveolares (LBA), sueros, tejido

pulmonar, timo y ganglios para su posterior analisis.

Dia Dia € Dia 15-20 Dia 3¢ Dia 3¢

y A 4 A A A 4

OVA/alum i.p.
(1 pg/mg)/mL

OVA/alumi.p.
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OVA aerosol.
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5% en PBS 3
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Obtencion de
las muestras

Fig. 4 Descripcion del modelo de inflamacién alérgi

Anadlisis histolégico
Determinacion citocinas
Quimiocinas y receptores
Determinacion IgE, IgG1,

laG2a en suel

A

ca pulmonar utilizado.




7.3 OBTENCION DE MUESTRAS PARA ANALIZAR

Se recolectaron de 500 a 800 pL de sangre heparinizada y se centrifugaron las
muestras a 2500 rpm durante 10 minutos. Una vez separado el suero, se colocé
dividido en 2 alicuotas en tubos previamente etiquetados y se congelaron a -70C para
el posterior analisis de IgE, IgG1 e IgG2a anti-OVA por ELISA. Para asegurar que los
ratones de genotipo CCR9 (-/-) no expresaran un receptor funcional, se extrajo el timo
de los ratones y se mantuvo en RPMI/SFB 2% para realizar un ensayo de quimiotaxis
ante el ligando CCL25.

Para obtener los LBA se expuso la traguea via canulacién y se obtuvieron 4 mL de
fluido. ElI primer mililitro se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a 4T, el
sobrenadante se dividié en 2 alicuotas en tubos previamente etiquetados y se almaceno
a -70C para el posterior andlisis de las citocinas: IL-4, IL-10 y TNF-a por ELISA. El
paquete celular se juntdé con los 3 mL restantes de lavado para determinar con mayor

precision el numero de células totales obtenido de los lavados.

La extraccion de los ganglios linfaticos mediastinales se realizé para obtener el nUmero
de células totales. El tejido pulmonar se traté con colagenasa 0.05 %, junto con los
LBA y ganglios mediastinales se mantuvieron en medio RPMI con SFB 2% a 4T para
posteriormente tefir y evaluar la expresion de receptores por citofluorometria.

Para el obtener el numero de células totales, se tomaron 10 pL de suspension celular
(LBA, ganglio, pulmén, timo) y se colocaron 30 puL de azul de Tripano. Este colorante
distingue a las células viables de las células muertas debido a que las células no
viables se tifien de azul a diferencia de las células viables. Finalmente, se tomaron 10
UL y se contaron en camara de Neubauer, donde el nimero total de células viables se

obtiene en base al nimero de células contadas y en relacién a la dilucion realizada.



Para realizar el conteo diferencial, se obtuvieron 100 pL para fijar las células con
citocentrifuga (Cytofuge), ajustando la concentracién a 200, 000 células en 100 pL. Los
frotis, se tifleron mediante la técnica de Wright/Giemsa con una solucion Diff Quick

(Dade Behring) durante 10 minutos.

Para realizar el analisis histoquimico, los tejidos se insuflaron con solucion
crioconservadora (Tissue-Tek) al 85 % en SSI, se colocaron en moldes y se cubrieron
con la solucién crioprotectora. Se almacenaron a -70C para realizar posteriormente los
cortes histolégicos y tefiir con hematoxilina-eosina (HE) y &cido peyoddico de Schiff
(PAS).

Un l6bulo de cada pulmén, se almacené a -70C para posterior extraccion de RNA para

el andlisis de citocinas, quimiocinas y receptores por RT-PCR tiempo real.

7.4 ENSAYO DE QUIMIOTAXIS

Para evaluar la actividad de timocitos procedentes de los ratones utilizados en este
modelo, se obtuvieron los timocitos y se prepard6 una curva con las siguientes
concentraciones de quimiocina CCL25: 0, 10, 50 y 100ng/mL en HBSS. Se prepard una
membrana de quimiotaxis de 0.5 pm incubandola con fibronectina (20ug/mL) durante 2
horas a 37<C previas al ensayo. Posteriormente, se lavaron con PBS antes del ensayo.
Las células se preincubaron con calceina a una dilucién 1:1000 durante 20 minutos, al
finalizar la incubacién, se lavaron con PBS/SFB 2% y se resuspendieron en HBSS.

Se utilizé una cdmara de quimiotaxis; colocando en la parte de abajo 30 UL de cada
una de las concentraciones de quimiocina por triplicado y utilizando como blanco HBSS.
En la parte de arriba, se colocaron 50uL de suspension de células con 2.5 millones de
timocitos por pozo. Se incub6 la cdmara durante 2 horas a 37<C con 5% de CO ».

Al finalizar la incubacién, se desarmé la camara y se lavo cuidadosamente la membrana
con PBS 1X. La membrana se dejé secar y posteriormente se midio la fluorescencia en
un equipo detector de fluorescencia (Typhoon Scan).

La cantidad de células que migraron hacia la membrana en respuesta a la quimiocina

se reporta como intensidad de fluorescencia (IF)



7.5 CONTEO TOTAL Y DIFERENCIAL DE CELULAS EN LBA

El conteo total fue realizado en cadmara de Neubauer el dia de obtencion de las
muestras. Para realizar el conteo diferencial, se adhirieron las células a las laminillas
por citocentrifugacion (Cytofuge) colocando 40 pL de suspension celular, ajustando
cada muestra a 200, 000 células con PBS.

Se distinguieron a las células por caracteristicas morfolégicas de Wright/Giemsa con
una solucion Diff Quick (Dade Behring) durante 10 minutos.

Se distinguieron macrofagos, linfocitos, eosinéfilos y neutréfilos. Se utilizé cada muestra
por duplicado, tomando en cuenta 200 células por laminilla. El conteo fue realizado por

dos personas de manera independiente.

7.6 ANALISIS DE DISTINTAS POBLACIONES CELULARES POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Las células obtenidas de LBA, nddulos linfaticos mediastinales y pulmon, se colocaron
en una placa de 96 pozos de fondo céncavo. Posteriormente, se centrifugaron a 2500
rom y se resuspendieron en amortiguador para FACS. Se ajustd en cada pozo el
ndmero de células a 1¥10° y se centrifugaron a velocidad maxima a 4C en men os de 1
minuto. Se lavaron en 50 uL de amortiguador de FACS y se centrifugaron a velocidad
maxima y 4C. Se resuspendieron en 20 pL de dilucion de anticuerpos especificos para
las moléculas CD3, CD4, CCR3, CD8, CD19 y CD11b marcados con los fluorocromos:
CD3-Cy, CD4-PE, CD8-CY, CD-19-PE, CCR9-FITC, CD11b-CY. EIl anticuerpo para
CCRa3, requirié de un anticuerpo secundario anti rata-PE. y se incubaron a 4T durante
20 minutos. Se centrifugaron a 4T y velocidad maxi ma durante menos de 1 minuto y
se lavaron las células con 50uL de amortiguador de FACS.

Se centrifugaron de la misma manera por ultima vez y se resuspendieron en 150uL de
PBS 1X con 50uL de paraformaldehido al 4%.

Posteriormente se pasaron las muestras en un FACS Calibur (BD) y utilizando el

software Cell Quest. Para adquirir y analizar los datos. Por cada muestra se analizaron



10* células y para realizar el andlisis se crearon las regiones que contienian a los
linfocitos y a la regién de granulocitos y monocitos de acuerdo a su tamafio y
granularidad. Los porcentajes obtenidos se relacionaron con los ndmeros totales y los

datos se reportaron como numero de células totales.

7.7 EXTRACCION DE RNA

El procedimiento se llevé a cabo en condiciones de esterilidad y con material libre de
RNAsas. Al tejido pulmonar se agreg6é 1 mL de reactivo Trizol (Invitrogen) por muestra.
Las muestras se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente. Los tejidos se
maceraron utilizando un homogenizador de tejidos (Brinkmann) y se enjuagé el vastago
(7 mm de didmetro) entre cada muestra con PBS + SDS 0.05%. Una vez fragmentado
completamente el tejido, se agregaron 200 pL de cloroformo.

Las muestras se agitaron vigorosamente durante 15 minutos y se dejaron reposar
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 12000 rpm durante 15
minutos a 4C.

Se obtuvo una solucion trifasica, donde la fase inferior contiene a las proteinas y
material extracelular, la fase intermedia contiene ADN y la fase superior (acuosa)
contiene al RNA, se separé la fase acuosa y se agregaron 500 pL de alcohol
isopropilico; la mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 4¢C. Posteriormente se elimind el
sobrenadante y se lavo agregando 200 uL de etanol 75% y centrifugando a 7500 rpm
durante 5 minutos a 4C. Se realizé un segundo lavado y al término, se dejo secar a

temperatura ambiente para evaporar el etanol.

Se resuspendié en 40 L de H,0O libre de RNAsas y de esta dilucion se tomaron 2 uL
para cuantificar en diluciébn 1:500 y se congeld el resto. Para cuantificar, las muestras
se leyeron en un espectrofotometro (Ultraspec Biochrom) a una longitud de onda de
260 nm, y se obtuvo la relacién Abs 280/ 260 para verificar la pureza ya que relaciones



cercanas a 2 contienen alto grado de pureza de RNA. La cantidad de RNA se obtuvo a

partir de la siguiente ecuacion:

Abs . * 500 * 4
1000

Abs260= Absorbancia determinada a 260
nm
40= Volumen Final

0 Donde 500= Factor de dilucién
RNA (ug/pL) { }

Posteriormente se corrieron 3 pL de RNA resuspendido en 10 pL de H>O en un gel de
agarosa 2% en TAE 1X. La integridad del RNA se verifica en el gel observando que las
3 bandas de RNA correspondientes a los 3 tipos de RNA se encuentren bien definidas.

7.8 SINTESIS DE cDNA.

Para la sintesis de cDNA, se mezclaron los siguientes componentes: 1uL de cebadores
oligo dT (500 pug/mL), 5 pg de RNA, 5 pL de la mezcla de dinucléotidos trifosfato dATP,
dCTP, dTTP y dGTP (10 mM) y H,O libre de RNAasas cbp 12 pL y se calentaron a
65T durante 5 minutos para alinear las cadenas de RNA. Posteriormente, se llevaron
rapidamente a hielo. Se agregaron 4 pL de amortiguador para la enzima 5X (Promega)
y 2 uL de DTT 0.1 M (Invitrogen). Se mezclaron los componentes y se incubaron 2
minutos a 37C. Se agregd 1 pL de enzima MMLV- RT (Promega). Se mezclé la
reaccion y se incubé 60 minutos a 37<C. Al finalizar la incubacion, se inactivd la
reaccion calentando a 70C durante 15 minutos. Al terminar la inactivacion, se

almacenod a -20<C hasta su uso en PCR.



7.9 RT-PCR SEMICUANTITATIVA

Se mezclaron los siguientes componentes en un tubo: 2 pyL de cDNA, 2.5 pL de
amortiguador de reaccion para la Taq Polimerasa sin MgCl,, 0.75 uL de MgCl, 50 mM,
0.5 pL de primer especifico para amplificar sentido, 0.5 yuL de primer antisentido, 0.1 pL
de Tag Polimerasa (Invitrogen) y agua libre de RNAsas y DNasas hasta un volumen
final de 25 pL. Se amplificaron en un termociclador (MyCycler BioRad) a las condiciones
especificadas para los cebadores (ver anexo ). Se corrieron 15 pL de las muestras con
1 yL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X para comprobar

el tamafio del producto con el marcador de peso molecular 100-2072 pb (Invitrogen).
7.10 RT-PCR TIEMPO REAL

Para cuantificar la expresion del RNA mensajero (mMRNA), se utilizaron 2 pL de cDNA
obtenido por muestra y el reactivo SYBR green [Master Mix] (Invitrogen). Los
oligonucleotidos especificos y las condiciones de reaccion se mencionan en el Anexo
[I. Para la reaccion, se utilizé el equipo ABI Prism 7000 (Applied Biosystems) con el
software correspondiente para hacer el andlisis. Se utilizaron placas con cubiertas

opticas (Applied Biosystems)

Tabla. 3 Especificaciones para PCR tiempo real

Reactivo Para una reaccion de 10 (pL)

SYBR Green 5
Agua libre de endonucleasas 3.6
Oligonucleotidos 10uM c/u 0.2
cDNA 1




7.11 DETERMINACION DE CITOCINAS EN LBA POR ELISA

Para determinar la cantidad de IL-4, IL-10 y TNF-a se utilizé el procedimiento y las
condiciones sugeridas por el fabricante (Biolegend). Se agregaron 100 pL de dilucion
1:4 de anticuerpo de captura a placas de 96 pozos (NUNC 1y immunoplate MaxiSorp
Surface) y se incubaron toda la noche a 4C. Al dia siguiente, se lavaron con solucién
de lavado (PBS+Tween 20 0.05%) y se bloquearon con soluciéon de ensayo (PBS-SFB
10%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Mientras tanto, se prepardé una curva
estandar con citocina murina recombinante y al finalizar la incubacion, se realizaron 4
lavados con solucién de lavado. Se colocaron 80 pL de cada muestra con 20 pL de PBS
1X por triplicado y otro pozo de 100 pL de PBS como blanco. Las placas se incubaron
durante 2 horas con agitacién a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron. Se
agrego el anticuerpo de deteccion anti-citocina acoplado a estreptavidina y se agito
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, se agregd la enzima
peroxidasa acoplada a avidina y se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacion constante.

Se lavaron y adicionaron 100 uL de sustrato TMB (BD OptEIA) para revelar y se incubé
a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 minutos. Finalmente, se detuvo la
reaccion con 100 pL de H,SO4 2N. Se ley6 la absorbancia a 450 nm en un lector de

placas.

7.12 DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS OVA-ESPECIFI CAS EN SUERO
POR ELISA

Para cuantificar las inmunoglobulinas IgE, IgG1 e IgG2a, se sensibilizaron las placas de
96 pozos (NUNC+y Immunoplate MaxiSorp Surface) con 100 pL en cada pozo de una
solucion de 20 pug de OVA (USB) disuelta en NaHCO3; 0.1 M pH 8.3 y se incubaron toda

la noche a 4<C.



Posteriormente, se lavaron 4 veces con 300 pL de solucién de lavado, se bloqueo la
union inespecifica con 200 uL de solucién de ensayo (ver apéndice de soluciones) y se

incubaron durante 1 hora con agitacion constante a temperatura ambiente.

Se lavaron las placas y se adicionaron 100 pL de muestras de suero diluidas 8:10 en
solucion de trabajo y se dejaron incubando durante 1 hora con agitacion durante 1 hora.
Se lavaron las placas y se agregd a cada pozo 100 pL de dilucién de anticuerpo de rata
anti- IgE de ratén, 1gG1 e lgG2a (1:10000) (Zymed) y se incub6 durante 1 hora a 37<C.
Al termino de la incubacion, se lavaron y se adicionaron 100uL del anticuerpo biotinilado
(1:1000) (ZYMED), Goat (F'ab)2, anti-rata y se incubd durante 1 hora a 37C.

Se lavaron las placas y se adiciono el reactivo avidina-HRP diluido 1:250 en solucion de
ensayo y se incubaron durante 30 minutos a 37<.

Por ultimo, se lavaron las placas y se adicionaron 100uL de solucion TMB sustrato
(TMB sustrate BD Optics)/ peroxido de hidrogeno (1:1) y se incubaron durante 30
minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Para detener la reaccion, se agregaron
50 pL de H,SO,. Finalmente se determiné la absorbancia en el lector de ELISA a una
longitud de onda de 450 nm. Los datos se reportan como absorbancia determinada a
450 nm, y ésta es proporcional a la cantidad de anticuerpo OVA-especifico presente en

cada muestra.

7.13 PROCESAMIENTO DE TEJIDO PULMONAR, ANALISIS HIS TOQUIMICO Y
MORFOMETRICO

Para realizar el andlisis histolégico y morfologico de tejido pulmonar, los pulmones se
fijaron con etanol absoluto (grado reactivo Sigma). Posterior a la fijacion, los pulmones
fueron embebidos en parafina y procesados para el andlisis. Las secciones de tejido
fueron tefiidas con H/E para evidenciar el infiltrado celular. La produccion de moco fue

revelada por tincion de los cortes con PAS. Se tomaron fotografias de los cortes de



pulmén con el objetivo 40X. Se realizaron medidas de 2 animales por cada grupo (3
campos por cada individuo) utilizando el software Motic Image Plus 2-0 (Motic
Instruments Inc., British Columbia, CA, USA).

Se identificaron bronquios y bronquiolos de acuerdo a su estructura, de cada
bronquiolo, se midié la longitud en um? desde la lamina basal hasta la capa externa de
musculo, mientras que para los vasos, se midié el espacio entre la adventicia y el tejido

conectivo

7.14 ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias significativas fueron determinadas mediante el andlisis estadistico t
student para datos desapareados a dos colas. Los valores de P<0.05 se consideraron

como significativos.



8. RESULTADOS.

8.1 Andlisis del genotipo de los ratones CCR9 (+/+)  y(-/-) por PCR. Se determind el
genotipo de los ratones homocigotos y heterocigotos por PCR semicuantitativa para

comprobar que los ratones CCR9(-/-) no expresaran ningun alelo para el gen de CCRO.

M 1 2
2072 ___
1500 — Producto gen CCR9
> 800 pb. Ratén CCR9(*/*)
600 —
300 pb.
100 — g Ratéon CCR9(-/-)

Fig. 6 Determinacién de genotipo de los ratones CCR 9 -/- usados en este estudio . Se realizo el
tipaje de ratones CCR9 (-/-) por PCR. (M) = Marcador de peso molecular. (1) = CCR9-/- (2) = CCR9+/+

Secuencia de los oligonucléotidos y condiciones de amplificacién, ver apéndice I.

8.2 Analisis de la actividad quimiotactica de CCR9 mediante su ligando por

quimiotaxis . Se verificO que la ausencia del receptor impidiera la migracion de los
timocitos procedentes de los ratones CCR9 (-/-) frente a su ligando, la quimiocina
CCL25

35+

30 7 —+—CCR9 KO
25 - —a—WT

© 20 -
i
*

w 15 ~

—

10 -

5,

0

0 50 100
CCL25 (ng/mL)

Fig. 7 Determinacion de fenotipo de timocitos de lo s ratones CCR9 (-/) utilizados en este estudio

Se utilizaron las concentracionesde CCL25 0, 50 y 100 ng/mL. Gréfica promedio de 3 animales por

grupo.



8.3 Andlisis del proceso inflamatorio alérgico. Se cuantificaron los niveles de

inmunoglobulinas OVA-especificas . Para determinar si el modelo de inflamacién
alérgica genero una respuesta especifica, se determinaron los niveles relativos de IgE,
IgG1 e IgG2a anti-OVA por ELISA. La ausencia de la expresion de CCR9 no afecta la

cantidad de inmunoglobulinas presentes en suero.
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o 1.8
Q 2.5 § 16
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Fig. 8 Andlisis de inmunoglobulinas especificas an ti-OVA en suero por ELISA A) IgE especifica en
suero de animales alérgicos. (* P>0.05). B) IgG1 IgG2a en suero anti-OVA. (* P> 0.05, ** P> 0.05) n=4
WT= Silvestre 6 CCR9 (+/+) KO = Deficiente 6 CCR9( -/)- SS = Solucién salina OVA = alergenizados

con ovoalblimina

8.4 Se determind el nimero de células totales para cada grupo . A pesar de que hay
una disminucién del nimero de células totales presentes en LBA, esta diferencia no es
significativa. * (P > 0.05)
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Fig. 9.1 Analisis del nimero de células en el LBA de los ratones tratados. Los ratones fueron sometidos a
la inflamacion alérgica. Diferencia no significativa estadisticamente. (* P>0.05 n=4). Gréfica promedio de
2 experimentos independientes. n= 4

8.4.1 Analisis diferencial de las células obtenidas de LBA en ratones CCR9 (-/-) y

CCR9 (+/+). Posterior a la determinacibn de células totales, se distinguieron
morfolégicamente a los siguientes grupos celulares: linfocitos, macrofagos, eosinofilos y
neutrofilos. Aunque para todos los grupos celulares existe cierta disminucién en

ausencia de CCR9, solamente es significativa en el nimero de eosinofilos. (* P < 0.05)
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Fig. 9.2 Conteo diferencial de células en LBA. Se analizaron los tipos celulares: macréfagos (M),
linfocitos (L), eosindfilos (E) y neutréfilos (N) de acuerdo a sus caracteristicas morfolodgicas por duplicado
en un aumento de 400x. Grafica promedio de 2 experimentos independientes. n=4 Realizado por 2

observadores de manera independiente. Diferencia estadisticamente significativa (* P< 0.05)

8.4.2 Expresion de marcadores celulares en las célu las de LBA. Después de
caracterizar morfolégicamente algunos tipos celulares, por citometria de flujo se evalu6
la expresion de los marcadores celulares: CD3+ como marcador de linfocitos T, CD4+ y
CD8+ para distinguir las subpoblaciones de linfocitos T, CCR3 como marcador de
activacion de células en respuestas alérgicas, CD19 como marcador de linfocitos B y
CD11b como marcador de macréfagos.

Las regiones analizadas que se muestran a continuacién(Fig. 8.4 a y b), fueron
seleccionadas de acuerdo a su tamafio y granularidad para linfocitos y granulocitos
respectivamente.

Se encontré una disminucion no significativa (*P> 0.05) de linfocitos T totales (CD3+) y
a su vez, de linfocitos T CD4+. y CD8+ (*P > 0.05 ** P> 0.05).



No hay diferencia significativa del nimero de linfocitos B (CD19+). El nimero de células
gue expresan el receptor de quimiocinas CCR3, no se ve modificado de manera
significativa con respecto a las células procedentes de los ratones CCR9 (+/+); también
se analizé el numero de macréfagos que expresaran CD11lb y no hay diferencia
significativa en la expresion de este marcador comparando ratones CCR9(+/+) vs CCR9

(-1-).
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Fig. 9.3 Poblaciones totales de células en LBA. Se analizaron 5000 células por muestra. Gréfico
representativo de cada grupo. A) CCR9 +/+ Solucién salina B) CCR9 +/+ OVA C) CCR9-/- solucién salina
D) CCR9 (-/-) OVA
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8.5 Andlisis del numero de células totales en tejid o pulmonar. Se analizé el nimero
de células presenten en tejido pulmonar completo tratado con colagenasa mediante la
técnica de citometria de flujo. Los resultados muestran que no hay diferencia en el
infiltrado inflamatorio total reclutado a vias aéreas en condiciones de alergia en
ausencia de CCR9 (* P 0.05).
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Fig. 10.1 Determinacién del namero total de células de pulmén. Células totales de pulmdén obtenidas

por tratamiento con colagenasa. La grafica corresponde a un experimento representativo.(* P > 0.05 n=4)

8.5.1 Expresion de marcadores celulares en las célu las obtenidas de tejido
pulmonar. Después de caracterizar morfolégicamente algunos tipos celulares por
citometria de flujo, se evalué en pulmoén, la expresién de los marcadores celulares:
CD3+ como marcador de linfocitos T, CD4+ y CD8+ , CD19 como marcador de
linfocitos B, CD11b como marcador de macréfagos y CCR3

Las regiones analizadas que se muestran a continuacion (Fig. 10.3 a y b), fueron
seleccionadas de acuerdo a su tamafo y granularidad para linfocitos y granulocitos-
macrofagos respectivamente.



Se encontrd una disminucion no significativa (*P> 0.05) de linfocitos T totales (CD3+) y
a su vez, de linfocitos T CD4+. y CD8+ (**P > 0.05 *** P> 0.05). No hay diferencia
significativa del nimero de linfocitos B (CD19+). El nimero de células que expresan el
receptor de quimiocinas CCR3, no se ve modificado de manera significativa con
respecto a las células procedentes de los ratones (CCR9 +/+). Ademas se analizo el
namero de macréfagos que expresen CD11lb y no hay diferencia significativa en la
expresion de este marcador comparando ratones CCR9+/+ vs CCR9 -/-.
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Fig. 10.2 Poblaciones totales de células de tejido ~ pulmonar. Se analizaron 10000 células por muestra.
Gréfico representativo de cada grupo. A) CCR9 +/+ Solucién salina B) CCR9 +/+ OVA C) CCR9-/-
solucion salina D) CCR9 -/- OVA
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8.6 Analisis de células totales en ganglios linfat  icos mediastinales. Se determiné
el nimero de células a nivel de ndédulos linfaticos mediastinales. Se observd una
disminucién en el nimero total de células en los ratones CCR9 (-/-) comparados con los
ratones CCR9 (+/+)..
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Fig. 11.1 Namero total de células en nédulos linfat  icos mediastinales. La gréafica corresponde a un
experimento representativo. * P < 0.05.n=3 La ausencia de CCRY9, influye en el nimero de células

localizadas en los nédulos linfaticos regionales.

8.6.1 Expresion de marcadores celulares en los gan  glios mediastinales. Se evalu6
en nodulos linfaticos mediastinales, la expresion de los marcadores celulares: CD3+
como marcador de linfocitos T, CD4+ y CD8+, CCR3, CD19 y CD11b.

Las regiones analizadas que se muestran a continuacion (Fig. 10.3 a y b), fueron
seleccionadas de acuerdo a su tamafo y granularidad para linfocitos y granulocitos-
macrofagos respectivamente. Se encontré una disminucién significativa (*P < 0.05) de
linfocitos T totales (CD3+) y a su vez, de linfocitos T CD4+. y CD8+ (**P < 0.05 *** P<
0.05). También se observé una disminucion significativa del numero de linfocitos B
(CD19+) comparando CCR9 -/- vs CCR9 +/+ (*P < 0.05).



El namero de células que expresan el receptor de quimiocinas CCR3, no se ve
modificado de manera significativa con respecto a las células procedentes de los
ratones (CCR9 +/+); también se analiz6 el nimero de macréfagos que expresen CD11b

(*P < 0.05) y existe también una disminucion significativa de ceélulas CD11b+
comparando ratones CCR9+/+ vs CCR9 -/-.
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Fig. 11.2 Poblaciones totales de células de ganglio s linfaticos. Se analizaron 10000 células por
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8.7 Analisis de la expresion de citocina en LBA por ELISA. Se analiz6 la expresiéon
de IL-4 en LBA como citocina caracteristica de respuesta Th2, la IL-10 como citocina
involucrada en regulacion y TNF-a como citocina pro inflamatoria y de respuesta
efectora Thl por medio de ELISA. El analisis cuantitativo muestra que no hay efecto
sobre la expresion de IL-4, aunque IL-10 si disminuye considerablemente, mientras que
TNF-a no es modificado de manera significativa cuando no se expresa CCRO.
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Fig. 12 Determinacién de citocinas en LBA por ELISA . Gréficas representativas de dos

experimentos independientes  A) Determinacion de IL-4. (* P> 0.05) B) Determinacion de IL-10 (**P <
0.05) C) Determinacion de TNF- d. (*** P> 0.05) graficas promedio de 2 experimentos independientes
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8.8 Andlisis de la expresion de mRNA de citocinas T hl, Th2 y marcador
intracelular Foxp3 . Se evaluoé la presencia de mRNA en tejido de IL-4, IL-5, IL-10, IFN-
y. Asi mismo se analiz6 la expresion de RNA mensajero del factor intracelular FoxP3

como marcador de células T reguladoras.
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Fig. 13 Expresion relativa de citocinas en RNA extr aido de pulmén por RT-PCR en tiempo real.

Gréficas representativas de dos experimentos independientes. A) IL-4 B) IL-5 C) IL-10 D) IFN-y

AACT

Expresion relativa al valor 2° obtenido en cada muestra.

Fig. 14 Expresion relativa de mRNA del marcador

100 - FOXP3
© intracelular FoxP3 . Gréfica representativa de 2
=
| BWT experimentos independientes.
0 10 7 0

P

oL Ko
85 1-
D- r
x
i

0.1 -

SS OVA




8.9 Determinacion del perfil de quimiocinas en teji  do pulmonar por RT-PCR en

tiempo real . La ausencia de CCR9 tiene efecto sobre la expresion de las quimiocinas
CCL2, CCL5, CCL11 y CC12. Los resultados muestran que la expresion de los genes
de quimiocinas se modifica en el raton deficiente de CCR9. Las quimiocinas CCL2 y
CCL11 disminuyen su expresion en condiciones de inflamacion, mientras que CCL5 y

CCL12 incrementan su expresion en el raton deficiente de CCRO.
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Fig. 15 Expresion relativa de quimiocinas en RNA ex  traido de pulmén por RT-PCR en tiempo real.

Graficas representativas de dos experimentos independientes. Expresién relativa al valor 28acT

obtenido
en cada muestra A) Se incluye a la expresion de CCL25 en timo como control B) CCL2 C) CCL5 D)

CCL11 E) CCL12.



8.10 Analisis de la expresion de receptores de quim  iocinas en ausencia de CCR9

en ratones alérgicos. En ratones CCR9 (+/+), la expresion de CCR9 aumenta lo que
demuestra su probable papel en la inflamacion alérgica. Se uso como control mRNA de
timo. Mientras que CCR3 y CCR5 se encontraban disminuidos. La expresion de CCR4

aumenta lo que indicaria una posible compensacion por la falta de CCR9.
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Fig. 16 Expresion relativa de receptores de quimioc  inas en RNA extraido de pulmén por RT-PCR

en tiempo real. Gréficas representativas de dos experimentos independientes. Expresién relativa al valor
22T obtenido en cada muestra A) Se incluye tejido de timo como control positivo B) CCR1 C) CCR43

D) CCR4 E) CCR5



8.11 Analisis por histologia del proceso inflamator io alérgico inducido por OVA en

ausencia de CCR9. En los tejidos por H/E, aparentemente existe menor cantidad de
infiltrado en el raton deficiente de CCR9, comparando con CCR9 (+/+) a nivel
perivascular y peribronquial. (Panel 1-3) Ademas, en la tinciébn con PAS, se observan

diferencias en el patrén de moco secretado (Panel 4)
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Fig. 17. Analisis histoldgico de cortes de tejido p  ulmonar en parafina . A, B, C Tinciébn con
hematoxilina-eosina (HE). D) Tincién con acido periddico de Schiff (PAS). Aumento 400 X. Imagenes

representativas de dos experimentos independientes.



8.12 Analisis cuantitativo del proceso inflamatorio por histologia. Al analizar por
morfometria la regién de infiltrado inflamatorio (mononuclear y polimorfonuclear)
perivascular y peribronquial respectivamente, a ambos niveles se observa una

disminucién en el infiltrado inflamatorio en ausencia de CCR9 comparando con CCR9
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Fig. 18 Andlisis morfométrico en cortes histologico s de tejido pulmonar. Se tomaron 2-3 campos por cada
imagen. Graficas promedio de 2 experimentos independientes. A) Diametro bronquial B) Diametro vascular.
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9. DISCUSION

El asma es un proceso patolégico en vias aéreas cuyo desarrollo y evolucién depende
en gran medida del reclutamiento de células como eosindfilos y linfocitos CD4+ Th2
principalmente [65]. Un aspecto importante de todos los desordenes inflamatorios es el
reclutamiento excesivo al sitio de inflamacion. Es esencial que este reclutamiento sea
regulado por citocinas proinflimatorias, moléculas de adhesion, metaloproteinasas de
matriz y quimiocinas [66]. Recientemente se han descrito algunos receptores de
guimocinas que participan en el reclutamiento de las distintas poblaciones celulares en
la alergia pulmonar y a su vez, afectan la magnitud de dicha respuesta y su resolucion.
Tal es el caso del receptor CXCR1, CXCR3, [67] CCR1, CCR3, CCR4 [68-70].

El receptor CCR9 participa en el reclutamiento homeostatico a mucosa intestinal y
desarrollo de linfocitos T intraepiteliales [30]. ES un receptor que se expresa
diferencialmente en macrofagos, células B plasmaticas, células dendriticas
plasmacitoides y células iNKT. Es de interés en este trabajo evaluar su papel en el

desarrollo y regulaciéon del proceso inflamatorio alérgico pulmonar.

Para cumplir con el objetivo se utilizd6 un modelo murino de inflamacién alérgica
inducido por OVA. Se compararon la cepa de ratones silvestres con la cepa de ratones
deficientes en CCR9 (Fig. 6, 7). Este modelo se basa en una sensibilizacién aguda con
OVA, (Fig. 5) la cual es una proteina ampliamente utilizada como alérgeno en modelos

experimentales de alergia pulmonar. [57]

Inicialmente, se analiz6 la expresion de anticuerpos caracteristicos de un proceso
alérgico: IgE, 1gG1 y de IgG2a como representante de perfil Thl. Se cuantificaron los
niveles de estos anticuerpos en suero y los resultados demuestran que la cantidad de
inmunoglobulinas en suero no se vio modificada por ausencia de CCR9.(Fig. 8) Esto
sugiere aunque CCR9 se expresa en el linfocito B, el cambio de isotipo que se lleva a
cabo en éstas células a los anticuerpos IgE, 1gG1 e IgG2a, no depende de CCR9.

Debido a que una caracteristica muy importante del proceso alérgico es el

reclutamiento celular, se analiz6 la cantidad de células totales presentes en LBA.



Aunque el numero total de células se redujo aparentemente en ausencia de CCR9
(CCR9-/-), esta disminucion no fue significativa (Fig.9.1); sin embargo, estas posibles
diferencias pudieran relacionarse con un tipo celular determinado.

Para comprobar esto, se identificaron morfologicamente para cuantificar la cantidad de
linfocitos, macréfagos, eosindfilos y neutrofilos en LBA y tejido pulmonar. Este analisis
revelé que hay diferencias en el reclutamiento eosinofilico (Fig. 9.2). Se sabe que los
eosindfilos son las primeras células que dirigen la respuesta alérgica previa activacion
de los mastocitos. Esto puede ser importante debido a que esta poblacién celular tanto

en periferia como en LBA expresa CCR9 inducido por la exposicion a un alergeno. [61].

Para caracterizar mejor el fendémeno inflamatorio, se analiz6 la expresion de
marcadores de superficie representativos de ciertos tipos celulares de acuerdo a su
tamafo y granularidad (Fig. 9.4 a, b)

Otra poblacién importante que dirige el curso del proceso alérgico en pulmén, es la de
linfocitos T CD4+ que polarizan la respuesta hacia Th2 [71], y los linfocitos T CD8+ que
son ceélulas que predominan en el infiltrado inflamatorio primario. Para valorar el efecto
de la deficiencia de CCR9 sobre las subpoblaciones de linfocitos T, se busco
inicialmente por citometria de flujo el marcador CD3+ que caracteriza a la poblacion
celular de linfocitos T y a su vez, se analizaron diferencialmente a las subpoblaciones
de linfocitos CD4+ y CD8+ en LBA. No se encontraron diferencias significativas (P >
0.05) en ausencia de CCR9, (Fig. 9.4 c,d), lo que sugiere que el reclutamiento a vias

aéreas de linfocitos T no depende de CCRO.

Por otra parte, se analizé la expresion de CCR3 que es un receptor que incrementa su
expresion en condiciones de alergia y esto es importante en eosindfilos y linfocitos Th2,
sin embargo, no son las Unicas células que expresan este marcador de importancia en
alergia [70], es probable que por esto no existieran diferencias significativas (P > 0.05)
en la expresion de este receptor en ausencia de CCR9. (Fig. 9.4e)

Con el fin de caracterizar detalladamente las poblaciones celulares en LBA, se analizé

la poblacién que distingue a linfocitos B por la expresion de CD19 (Fig. 8.4 d) ya que



son las células que se encargan de producir anticuerpos especificos contra el alergeno
[72] y también se analizo la poblacion de macréfagos a través de su marcador de
superficie CD11b (Fig. 9.4 g) por ser las células inmunes mas representativas en
pulmén en condiciones de homeostasis [73]. Para ninguno de los dos casos se
observaron diferencias significativas (P > 0.05) en cuanto al numero de células
presentes en LBA, lo cual es importante ya que los macréfagos son APC y tienen un
papel muy importante en el reconocimiento y presentacion del antigeno a los linfocitos
T.

Para poder correlacionar las células en LBA con las células en tejido, se realizo el
analisis por citometria para el tejido pulmonar disgregado con colagenasa. A diferencia
del andlisis de LBA, este experimento considera otras células como son las de
superficie epitelial y masculo liso; sin embargo se obtuvieron resultados similares a los
de LBA.

En condiciones de inflamacion alérgica, el numero de células se incrementa
aproximadamente 7 veces en el genotipo CCR9 (+/+). Ocurre algo similar en ausencia
de CCR9 (Fig., 10.1) lo que se relaciona con los resultados obtenidos en LBA, lo que
sugiere que ademas de que el receptor CCR9 no tiene efecto sobre el nimero total de
células reclutadas, tampoco lo tiene en la proliferacion de las células epiteliales que
conforman el tejido. Para este caso se analizaron a las poblaciones de acuerdo a sus
marcadores por citometria de flujo de la misma manera que se analizaron en LBA. (Fig.
10.3) y los resultados demuestran que no hay diferencia significativa en cuanto al
namero de cada poblacion celular analizada, lo cual también confirma los resultados
obtenidos en LBA.

Los nédulos linfaticos son los 6rganos linfoides secundarios encargados de inducir la
respuesta inmune adaptativa, es por ello que se procedid a analizar el proceso
inflamatorio en este 6rgano. Lo que resultdé fue el haber encontrado una disminucion
celular total significativa (P < 0.05) en ausencia del receptor en condiciones de alergia.
(Fig. 11.1). Este resultado sugiere que la respuesta inmune que se lleva a cabo en el

ganglio regional no interfiere con el reclutamiento que sucede en el pulmén después de



un estimulo. Se sugiere para completar este estudio, evaluar lo que sucede a nivel de
otros oOrganos secundarios como el bazo para determinar si existe un fendémeno

regulador por parte de CCR9 en otros 6rganos linfoides secundarios.

Para caracterizar mejor a las poblaciones celulares en ganglio, se analizaron a estas
células a través de sus marcadores de superficie. El analisis se hizo de acuerdo al
tamafio y granularidad (FIg 11.3 a y b). Debido a que la respuesta adaptativa que se
lleva a cabo en los ganglios se debe a la presentacion de antigeno a los linfocitos Ty a
la cooperacion al linfocito B por parte del linfocito T, es muy importante conocer lo que
ocurre en cuanto a esta poblacion de linfocitos T en ausencia de CCRO.
Interesantemente, se redujo de manera significativa (P < 0.05) el infiltrado inflamatorio
para los linfocitos T CD3 o posiblemente la proliferacion de las subpoblaciones CD4+ y
CD8+.(Figs. 11.3 c,d). Es importante resaltar, que en condiciones de homeostasis,
estas diferencias no se observan, por lo que esta disminucién podria atribuirse a la
ausencia del receptor CCR9 en condiciones de inflamacién. Existe el antecedente de
que los linfocitos T CD8+ expresen CCR9 mas que los CD4+ [36] y ademas esta
subpoblacion linfocitaria también es importante en el desarrollo del asma, [74] por lo

qué seria muy interesante analizar la coexpresion de estos marcadores y la de CCRO9.

Al analizar la expresion de CCR3 (Fig. 11.3 e), los resultados demostraron que también
existen diferencias significativas (P <0.05) en ganglio. Es importante saber que en este
organo no se esperaban alta cantidad de eosindfilos ya que no es un sitio de
reclutamiento para estas células, es por esto, que la expresion de CCR3 en este 6rgano
no se deberia a esta poblacion celular sino a otras que también expresan al receptor

como linfocitos B, macréfagos y linfocitos T.[37, 67]

Como parte del andlisis en ganglios mediastinales, se evalu6 la expresion de CD11b ya
que los macréfagos participan en este sitio como células presentadoras de antigeno y
los resultados demostraron que el nimero de macréfagos disminuye  significativamente
(P < 0.05) en ausencia de CCR9. (Fig. 11.3e)



El nimero de linfocitos B que existan en ganglio, sera importante porque ademas de ser
células presentadoras de antigeno, son las células que realizaran cambio de isotipo y
de ese 6rgano salen a periferia como células productoras de anticuerpos [7].

El analisis mostré que también existe una disminucion significativa de linfocitos B en

ganglio en ausencia de CCR9 (Fig. 11.3f).

La importancia de estudiar en detalle al microambiente es debido a que ahi se
encuentran mediadores inflamatorios como las citocinas que pueden modular este
proceso en cada etapa del proceso alérgico[54], por esto se analizo la expresion de

algunas citocinas en LBA.

Se relaciona a la citocina IL-4 en alergia de manera importante con el cambio de isotipo
a IgE y con la activacion y el reclutamiento de eosindfilos y ésta ademas es producida
por linfocitos Th2 (7); en este analisis la expresién de IL-4 en LBA no demostrd tener
una diferencia significativa al comparar el ratbn CCR9 (+/+) con el raton CCR9 (-/-) (Fig.
12 a), lo cual podria sugerir que las células que producen esta citocina no disminuyen
por efecto de CCR9 o incluso que la produccion de IL-4 en cada célula se viera
modificada; sin embargo también se debe considerar que pudiera existir una
compensacion en su produccion por parte de otras células como fibroblastos que

también la secretan.

Se determiné por ELISA, la cantidad de TNF-a en LBA. Esta es una citocina
proinflamatoria que favorece el reclutamiento celular al sitio de inflamacién. En este
experimento, en condiciones normales, esta citocina es expresada de la misma manera
en ambos genotipos de CCR9, sin embargo en condiciones de inflamacién, se reduce la
cantidad de TNF-a en ausencia de CCR9 (Fig. 12 c); aunque esta disminucion no es
significativa (P <0.05). La disminucion de la expresion de TNF-a en los animales
deficientes de CCR9 podria relacionarse con cierta disminucion de factores de
trascripcion activados como NF-kB. Esto podria ser comprobado utilizando ensayos de
fosforilacion de las moléculas involucradas en la cascada de activacion de dicho factor

de trascripcion.



Cabe sefalar, que TNF-a es una citocina secretada en las primeras horas del estimulo
antigénico y al momento del analisis ya habian pasado mas de 24 horas, momento al
cual esta citocina podria disminuir su expresién a causa de la secrecién de otros
mediadores tales como IL-4, IL-5, IL-10 y TGF-B.[39]

Como parte del analisis de citocinas, se cuantificaron los niveles de IL-10. El papel de la
IL-10 se relaciona con la regulacion del proceso inflamatorio (7). En el ratén deficiente
de CCRY, se observo una reduccion significativa (P<0.05) en los niveles de IL-10 (Fig.
12 b). Aunque aparentemente, en el raton deficiente de CCR9, ocurre una disminucion
en el reclutamiento de acuerdo al analisis de numeros totales, esta disminucion de IL-10
podria ocurrir por la ausencia de células T reguladoras que produzcan IL-10 y que no
son reclutadas por efecto de CCR9.

La transcripcion de mRNA ocurre antes de que este sea traducido a proteinas. Este
MRNA una vez sintetizado, cuenta con algunas formas de regulacién y dependiendo de
éstas, las proteinas son sintetizadas y expresadas en las células. Con base en esto, se
analizo la cantidad relativa de mRNA presente en el tejido pulmonar.

Al analizar por RT-PCR en tiempo real la expresion relativa de citocinas en el proceso
inflamatorio alérgico, se encontré que el los niveles de mRNA de IL-4 e IL-5
disminuyeron aparentemente (Fig. 13 a, b). Esto puede relacionarse con la cantidad de
IL-4 en LBA.

Se analiz6 también por RT-PCR, la expresion relativa de elementos de regulacion
como la citocina IL-10 y el factor intracelular Foxp3.Contrario a lo que se hubiera
esperado después de haber encontrado menor niumero de células inflamatorias en el
ratbn CCR9 -/-, existe menor cantidad también de estos elementos (Fig. 13 c y Fig. 14)
qgue se han involucrado con la regulacién de los procesos inmunes por parte de las
células T reguladoras.

Esto puede ser importante porque en un proceso inflamatorio crénico como lo es el
asma, un elemento de resolucion y remodelacion importante es la respuesta inmune. Si
no existe una regulacion adecuada mediada por citocinas, el proceso evoluciona hacia

fendmenos patoldgicos de fibrosis[38].



Finalmente se analiz6 a una citocina de fenotipo Thl. Por las caracteristicas del
fendmeno inflamatorio que se lleva a cabo en este modelo, hay cierto nivel de IFN-y
detectado, sin embargo al comparar a la cepa silvestre con el fenotipo deficiente de
CCRO9, el nivel de IFN-y es menor en ausencia de CCR9 (Fig, 13 d).

Las quimiocinas participan de manera importante en el reclutamiento y activacion de las
células en el fendmeno alérgico.[75], Se compard la expresion relativa del mRNA de
ciertas quimiocinas en tejido pulmonar por RT-PCR en tiempo real. Para tener un
control de expresion de CCL25, se utilizo tejido de timo ya que en este tejido se expresa

en niveles mas altos [27, 31].

Tal como se esperaba, los resultados demostraron una expresion relativa de mRNA de
CCL25 similar en el raton deficiente y la cepa silvestre (Fig. 15 a), ya que el fenotipo de
esta quimocina no depende de la expresion del receptor CCR9; aunque en los ratones
alérgicos se estimula la expresion de CCL25 en pulmén, no se expresa tan

eficientemente como ocurre en timo.

CCL2 es una quimiocina que durante el proceso alérgico inflamatorio favorece la
deposicion de colageno por fibroblastos, incrementa la produccién de TGF- e induce la
fibroproliferacion [76]. Se han detectado polimorfismos de esta quimiocina que se
relacionan con asma en humanos [77]. Se determind la expresion relativa de CCL2 y no
hay un cambio aparente en su expresion en ausencia de CCR9 (Fig. 15 b), esto sugiere
que la expresién de CCL2 en animales alérgicos es CCR9/CCL25-dependiente.

Se analizaron también los niveles de otras quimiocinas como CCL5[78], CCL11 [79] y
CCL12 [80] las cuales han sido involucradas en el desarrollo del asma. De manera
interesante, la expresion de CCL5 y CCL12 se incrementa en ausencia de CCR9 (Fig.
15 c, e), esto parece indicar que la ausencia de CCR9 induce un efecto compensatorio

de estas dos quimiocinas.



CCL11 es producida principalmente por células epiteliales estimuladas con citocinas y
la neutralizacion de CCL11 in vivo con anticuerpos especificos reduce la acumulacion
de eosindfilos en pulmon [81]. En este modelo, CCL11 se encuentra disminuida (Fig. 15
d) y esto es consistente con el hecho de que disminuyan los eosinofilos que dependen

en gran medida de CCL11 para su reclutamiento.

Los receptores de quimiocinas son un blanco terapéutico muy importante para el
tratamiento del asma. La regulacion en la expresion del mensajero depende, entre otras
cosas, de otros receptores de quimiocinas y de sus ligandos. Por ello y por las
diferencias encontradas en la transcripcion de estos ligandos, en este estudio se

interesé en analizar la transcripcion de mRNA de algunos receptores.

Para confirmar la expresion de CCR9, se utilizo tejido de timo, ya que se sabe que en
este tejido la expresion del receptor se debe a los timocitos en desarrollo y
principalmente en los que se encuentran en la transicion DN a DP [30, 35] y en este
modelo, los resultados demostraron aparentemente mayores niveles de mRNA en los

animales alérgicos a OVA y tratados como CCR9 (+/+) que en timo.(Fig. 16 )

El receptor CCR3 se encuentra intimamente involucrado con el fenémeno alérgico
porque es expresado en dos tipos celulares cruciales en la induccién de inflamacién:
eosinofilos y linfocitos Th2. El antagonismo de este receptor promete ser una estrategia
terapéutica valida para el tratamiento del asma. El reclutamiento eosinofilico a pulmén
posterior a un reto antigénico, se reduce en el raton deficiente de CCR3 y existe un
incremento de hiperreactividad inesperado cuando se bloquea CCR3 con anticuerpos,
sugieriendo que los eosindfilos no llegan a pulmén pero si se acumulan.[82] En el
presente estudio, los ratones alérgicos/deficientes de CCR9 tienen aproximadamente
10 veces menos en sus niveles de CCR3 que los CCR9 (+/+) (Fig. 16 c), esto es muy
importante porque el reclutamiento eosinofilico depende principalmente de este

receptor.



Se analizd expresion relativa de mRNA de CCR5 y la de CCR1. Se encontré un
aumento en la expresion de estos dos receptores que pueden tener un papel
importante en el reclutamiento de células mononucleares que expresan estos

receptores. (FIg 16 b,d)

CCR4 y su ligando CCL22 contribuyen al reclutamiento de las células Th2 a pulmén.En
contraste, la deficiencia de CCR4 no ofrece ninguna proteccion al desarrollo de asma o
de hiperreactividad [83, 84]. En este estudio, se obtuvo una cantidad elevada de
MRNA de CCR4, esto es de casi 10 veces con respecto al ratdbn normal. Esto podria ser
una debido a una compensacion por la ausencia con la expresion de otros receptores

de quimiocinas.

Posteriormente, para caracterizar las poblaciones in situ, se analizaron por histologia
las diferencias entre los grupos tratados y controles para cada fenotipo de CCRO.
Aparentemente el infiltrado peribronquial y perivascular es mayor cuando esta presente
CCRO.

El analisis de las muestras indica que la mayor parte de este infiltrado en los animales
alérgicos son eosindfilos y esto puede relacionarse directamente con los conteos

celulares y con las cantidades de mRNA (Fig. 17).

La tincibn con PAS gue pone de manifiesta la presencia de moco, revelé una
produccion poco uniforme de moco por las células calciformes del epitelio bronquial en
los ratones deficientes de CCR9. Es evidente que en ratones CCR9 (+/+) hay un patrén
de secrecion de moco que rodea completamente el perimetro del bronquiolo, lo que no
ocurre en el ratén deficiente de CCR9. Esto propone investigar a detalle si CCR9
modula directamente la secrecion de moco o a través de las mucinas en las células
mucoproductoras. Seria recomendable utilizar otras tinciones que revelaran otros tipos
de mucopolisacaridos tales como Azul Alciano o incluso evaluar la expresion de genes

involucrados con la produccién de moco tal como MUCS5.



Se cuantificaron las poblaciones celulares asociadas al tejido pulmonar por un método
morfométrico, confirmando que tanto el infiltrado perivascular como peribronquial es

cuantitativamente menor en el raton CCR9 (-/-) (Fig. 18).

CCR9 y su ligando se expresan en bajas concentraciones en condiciones basales en
tejido pulmonar; en un proceso inflamatorio alérgico un aumento de la expresion de
CCRO9 en las células reclutadas puede regular y modular este proceso.

El presente trabajo demuestra que el receptor CCR9 participa en el reclutamiento
celular de eosinofilos en pulmén y de linfocitos T CD4+,CD8+, linfocitos B y macréfagos
en ganglios mediastinales, aunque no se afectdé de manera significativa el desarrollo de
la respuesta alérgica humoral. La respuesta inmune que se ve afectada en ganglios
mediastinales por la ausencia de CCR9, abre una serie de cuestiones importantes
acerca de que dicha regulacién pudiera llevarse a cabo en ganglio y no en pulmon.

La regulacién que pudiera deberse a CCR9 en el asma alérgica, aun no esta descrita,
seria necesario, evaluar la participacion de otras quimiocinas, citocinas y receptores de
quimiocinas que participan en el microambiente y el efecto que pudiera tener el receptor

en la actividad y activacion de eosinofilos y de linfocitos T.

Los modelos animales de inflamacion alérgica pulmonar se utilizan ampliamente para
probar nuevas alternativas para el tratamiento del asma y conocer mejor lo que ocurre a
nivel celular y molecular. Aunque un solo modelo no demuestra lo que ocurre
realmente en el proceso asmatico, si permite sugerir lo que pasa en el proceso
patologico.

El presente modelo experimental permitié evaluar la inflamacion alérgica pulmonar, que
comprende el reclutamiento celular a nivel pulmonar, produccion de moco y nos
permitié evaluar la respuesta inmune en ganglios. Para completar esta investigacion,
seria interesante evaluar la hiperreactividad para relacionar de mejor manera este
modelo a lo que ocurre en el asma, ya que este fendbmeno es caracteristico en este
padecimiento y poblaciones celulares especificas como las INKT se han relacionado de

manera importante con este proceso patologico.



10. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un modelo de inflamacion alérgica pulmonar en ratén deficiente de
CCR9 (CCR9 -/-).

Se comparo el proceso inflamatorio en la cepa de raton silvestre (CCR9 +/+) y la
cepa deficiente (CCR9 -/-).

El analisis del nimero de células totales en lavados broncoalveolares (LBA) y
tejido pulmonar no demuestra diferencias significativas; sin embargo en los
ganglios mediastinales del ratén alérgico si se observdo una disminucion
significativa.

El analisis histolégico y morfométrico demostr6 menor reclutamiento celular en
ausencia de CCR9 hacia pulmén en condiciones de alergia.

Al analizar el LBA, se observé que en ratones no hay diferencia en ningun tipo
celular analizado, sin embargo, en CCR9 (-/-), se observo una disminucion
significativa en cuanto al numero de eosindfilos.

El analisis de los tipos celulares de acuerdo a la expresion de marcadores
superficiales: CD3, CD4, CD8, CD19, CD11b, CCR3 no se vio modificada en
ausencia de CCR9 en LBA ni en tejido pulmonar. Sin embargo, estos
marcadores se redujeron significativamente en CCR9 (-/-) comparado con CCR9
(+/+) en los ganglios mediastinales.

La ausencia de CCR9 modifica la expresion de otros receptores como CCR2,
CCR4, CCR3 y CCR5 en el tejido pulmonar.

No se observé diferencia significativa en la respuesta humoral OVA- especifica
de las inmunoglobuinas IgE, 1gG2a e 1gG1 en ausencia de CCRO.

Los resultados al evaluar el perfil de citocinas en LBA, demostraron que no hay
diferencia en la expresion de IL-4 ni TNF-a. En el caso de IL-10, se observa
disminucion en los niveles en el raton deficiente de CCR9.

Los niveles de mRNA de quimiocinas como CCL2, CCL5, CCL11 y CCL12 se
afecta en ausencia de CCRO.

La expresion de Foxp3 se ve modificada en ausencia de CCR9 en condiciones

de inflamacion.
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APENDICE |. OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS Y SUS CONDI CIONES DE REACCION.

Condiciones de reaccion:

Paso 1 (1 ciclo): 94T, 1min

Paso 2 (40 ciclos): 94<C, 45s-55C, 45s-72°1min

B-Actina

Sentido: GGGTCAGAAGGATTCCTATG
Antisentido: GGTCTCAAACATGATGTGGG

Tamafio del producto: 218pb

Temperatura de disociacion: 83.8C

IL-5

Sentido ACCTTGGCACTGCTTTCTACTCAT
Anti. :AGAAACTCTTGCAGGTAGTCTAGG

Temperatura de disociacion; 82.3C

CCR2
Sentido: CATTTGACCCCCACATAGGGAT

Antisentido: TTGTTGGAGAGAAGTTCCGAAGG

Tamafio del producto: 230pb

Temperatura de disociacion:

TNFa

Sentido:GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC

Antisentido:ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG

Tamafio del producto: 300pb
Temperatura de disociacién: 82.3C

CCR1
Sentido: GGGACATCATCAAACCAGACC
Antisentido: GCCAACCAAGCAGAAGACAGC

Tamafio del producto: 262pb

Temperatura de disociacion; 80.7C

CCR3

Sentido: TTCTCACCAGGAAGAAACGGA
Antisentido: GGAGGTGACTGAGGTGATTGC

Tamafio del producto: 135 pb

Temperatura de disociacion; 77C



CCR5
Sentido: ATCGTGTAAGCTCAGTCTATACCC

Antisentido: GCATGTATCTTGGCCCTCTATGAT

Tamafio del producto: 150 pb

Temperatura de disociacion; 77C

CCL11

Sentido:
CTGAAGAGCTACAAAAGAATCACCAACA
Antisentido:
GACCCCAAGAAGAAGTGGGTCCAGGATG

Tamafio del producto: 135 pb

Temperatura de disociacion:; 78.3C
CCR9

Sentido: TCCGAAGGGATCTGGTGAAG
Antisentido: GAATGAAACCCACTGGGCC

Temperatura de disociacion: 78 C

IL-10

Sentido: TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA
Antisentido: GGAGAAATCGATGACCGCGC
Temperatura de disociacion; 78.3C

IFN-y

Sentido: AACGCTACACACTGCATCTTGG

Antisentido: GCCGTGGCAGTAACAGCC

Temperatura de disociacion: 78.3C

CCL2

Sentido: TGATCCCAATGAGTAGGCTG
Antisentido: GGGCAGATGCAGTTTTAAAT

Tamafio del producto: 201pb

Temperatura de disociacion:; 81.1C

CCL12
Sentido: TTTCCACACTTCTATGCCTCC
Antisentido: GCAGTATGGTCCTGAAGATCA

Tamafio del producto: 201pb

Temperatura de disociacion; 81.8C

CCL25
Sentido: GCCTGGTTGCCTGTTTTGTT
Antisentido: CAGCAGTCTTCAAAAGGCACCT

Temperatura de disociacion; 77C

FOXP3

Sentido: GGTACACCCAGGAAAGACAG

Antisentido: ATCCAGGAGATGATCTGCTTG

Temperatura de disociacion: 77 C

CCL5

Sentido:CAAGTGCTCCAATCTTGCAGTC

Antisentido: TTCTCTGGGTTGGCACACAC

Temperatura de disociacion: 78.3C



APENDICE Il REACTIVOS Y SOLUCIONES

SOLUCIONES PARA CITOMETRIA DE FLUJO

Amortiguador para FACS

PBS 1X esterilcbp 100 mL
SFB 2 mL
Azida de sodio 0.5mL

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE DNA

Buffer de lisis

TrisIM pH 8.5 100 mL

NaCl 5 M 10 mL
SDS 10% 4 mL
EDTAO05M 2 mL

H,0 cbp 200 mL
Proteinasa K 20 mg

Proteinasa K

Proteinasa K 20 mg
H,O 10 mL

SOLUCIONES PARA EXTRACCION Y ANALISIS DE DNA Y RNA

PBS 10x

KCI 200mg/L
KH2PO4 200mg/L
NacCl 8000mg/L
Na2HPO4 1150mg/L

Agua desionizada

Agua tratada con DEPC

0.05% de DEPC en HyO tridestilada se
deja reposar toda la noche a temperatura
ambiente. Posteriormente se esteriliza por

autoclave.




TAE 1X

Tris Base 0.1M

EDTA 0.001M

Agua tratada con DEPC
El pH debe ser 8.3

Amortiguador de carga para ARN (10X)

Glicerol 50% (v/v)
EDTA 0.1 M pH 8.3
Azul de bromofenol 0.05%

Gel de Agarosa

TAE 1X
Agarosa 1.5% p/v
Agua desionizada estéril

SOLUCIONES PARA ELISA

Solucién de Lavado para ELISA

KCI 200mg/L
KH,PO, 200mg/L

NacCl 8000mg/L
Na;HPO, 1150mg/L
Agua desionizada 200mL
pH 7.4

Tween 20 0.05% v/v

Amortiguador de Carbonatos

pH 9.5

Para 200mL (10X)
Na,CO; 3.2g
NaHCO; 5.86g

Agua desionizada

Solucién de Trabajo para ELISA
pH 7.4

KCI 200mg/L

KH2PO4 200mg/L

NacCl 8000mg/L

Na2HPO4 1150mg/L

Agua desionizada




H>SO4 2N

Para 100mL
H,SO, 10.2 ml
Agregar agua destilada hasta 100mL

REACTIVOS

Proteinasa K (Invitrogen, Alemania)

« OVA (USB EUA)

e Suero Fetal Bovino (Hyclone)

* Albumina Serica Bovina (Sigma-
Aldrich)

* Inject Alum (PIERCE)

* Solucion salina Isotonica NaCl 0.9
%  calidad inyectable (SSI)
(Laboratorios Pisa, México)

» Etanol absoluto (JTBaker, México)

» Cloroformo (JTBaker, México)

e Alcohol isopropilico  (JTBaker,
México)

* Agarosa (BIO-RAD UEA)

* Bromuro de Etidio (GIBCO EUA)

Heparina Grado 1A (Sigma
Alemania)

Azul de tripano (GIBCO Alemania)
Xilacina (Laboratorios Pisa, México)
Diff Quick (Dade Behring, Suiza)

Poli L-lisina (Sigma, EUA)
Peroxido de Hidrégeno 1X (Pierce,
EUA

TMB  microwell Sustrate (BD
Optics)

dGTP, dATP, dCTP, dTTP (100
mM) (Promega,USA).

SYBR Green Master Mix 2x
(Applied Biosystems, Inglaterra)
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