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ABREVIATURAS

Alum Emulsion de hidroxido de aluminio y magnesio en proporcion (1:1)
CCR Receptor de quimiocinas de la familia CC

CXCR Receptor de quimiocinas de la familia CXC

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario

DEPC Dietilpirocarbonato

EDTA Acido etilendiamino tetra acético

FACS Citometro de flujo

ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima

HBSS Solucién salina balanceada de Hank

HE Hematoxilina/eosina

HRP Peroxidasa de rabano

LBA Lavados broncoalveolares

M-MLVRT Transcriptasa reversa del virus de leucemia murina-Moloney
mARN Acido ribonucleico mensajero

OVA Proteina ovoalbumina

PAS Acido peryédico de Schift

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

RT PCR Transcripcion inversa ligada a la reaccion en cadena de la polimerasa
SFB Suero fetal bovino

TAE Solucion de tris-acetato EDTA

TGF-B Factor transformante de crecimiento beta

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

TCR Receptor de linfocito T

VCAM Molécula de adhesion a la célula vascular




RESUMEN

Durante la progresion del proceso asmatico, existen diversos mediadores que
participan en el reclutamiento y activacion celular hacia el pulmén, entre los cuales
destacan las quimiocinas; éstas son citocinas de bajo peso molecular, a las que se
les conoce principalmente por su papel quimioatrayente. La expresion elevada de
algunas quimiocinas y sus receptores y la interaccién que se lleva a cabo entre éstas
y sus receptores se han asociado con la progresion de la inflamacién alérgica
pulmonar; sin embargo existen receptores cuya participacién no ha estudiada con

detalle, tal es el caso del receptor CCRO.

El receptor CCR9 se ha identificado como un modulador importante de la respuesta
inmune en la mucosa intestinal, aunque también existen antecedentes en donde se
sugiere que la expresion de este receptor se induce a través del microambiente
inflamatorio presente en la mucosa pulmonar durante la alergia pulmonar, ya que
existen reportes donde se demuestra que los eosindfilos, linfocitos T y las células
NKT, pueden incrementar la expresion de CCR9. Este trabajo tiene el objetivo de
investigar el papel del receptor CCR9 y su ligando, la quimiocina CCL25, en la

modulacion del proceso inflamatorio durante la alergia pulmonar.

Para cumplir con este obijetivo, se utilizé un modelo in vivo de inflamacién alérgica
pulmonar inducido con ovoalbumina (OVA) en ratones C57BL/6 silvestres y se
comparo la respuesta inflamatoria en ratones deficientes del receptor CCR9 (CCR9
knockout KO).

Los animales se sensibilizaron via i.p. con 10 ug de OVA con 10 uL de AI(OH);
(Alum) diluido en 100 uL de PBS en los dias 1 y 8. Durante los dias 15-20 se
nebulizé a los animales con OVA al 1% en PBS durante 30 minutos , el dia 34 la
nebulizacion fue de 5% en PBS. Veinticuatro horas posteriores al ultimo reto, los
animales se sacrificaron y se obtuvieron muestras de tejido, lavados
broncoalveolares (LBA) y sueros para analizar la expresion de receptores,

quimiocinas y/o citocinas por PCR, citometria de flujo y ELISA respectivamente.

Los resultados no demostraron diferencias significativas en el numero total de
células en lavados broncoalveolares (LBA) entre los ratones alérgicos silvestres
comparados con los deficientes de CCR9; aunque si se encontraron diferencias en

el nimero de eosindfilos (numero de células en conteo diferencial).



En este modelo experimental, en el analisis histoldgico y morfométrico se encontrd
una reduccion en reclutamiento celular en ausencia de CCR9. En el numero o
porcentaje de células positivas que expresan los marcadores como CD4, CD8 y
CCR3 no se encontraron diferencia en los ratones ccr9 -/- ; sin embargo la
identificacion de eosindfilos de acuerdo a la coexpresion de CD11b/CD11c, y este
resultado correlacioné con la disminucion en niumero de eosindfilos observada en

LBA por conteo diferencial.

Resultados preliminares por RTPCR indican que la inflamacion induce cambios en la
expresion de CCR3 y CCR9 en el tejido pulmonar, asi como de las quimiocinas
CCL11 y CCL25.

Al analizar por ELISA la produccién de anticuerpos IgE e IgG1 en suero, no se

encontraron diferencias significativas en los ratones deficientes de CCRO.

Estos resultados sugieren que el receptor CCR9 puede estar involucrado en la
modulacion de la respuesta alérgica en pulmon, afectando la presencia de una

poblacion especifica de eosinofilos.

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la regulacion de la respuesta
inflamatoria durante la alergia pulmonar y aporta al conocimiento de esta regulacion
al receptor CCR9 para estudios mas especificos acerca de esta regulacién y su
participacién en el reclutamiento a mucosa pulmonar de una o varias poblaciones

celulares en el asma.



I. INTRODUCCION

El sistema inmune es un conjunto de érganos y tejidos linfoides, células y moléculas
involucradas en la inmunidad adaptativa o en algunos caso la totalidad de los mecanismos
de defensa (1)-. Para una mejor comprension de su funcionamiento, se ha divido al
sistema inmunolégico en innato y adaptativo. El sistema inmune innato incluye a aquellos
mecanismos de reconocimiento de microorganismos a través de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs). La presencia de algunos genes que codifican para
proteinas con actividad de reconocimiento similar, se ha encontrado tanto en plantas como
animales, lo cual sugiere que evolutivamente, la inmunidad innata tiene un origen mas
antiguo que la division evolutiva de ambos reinos. Los sistemas de reconocimiento innatos
(receptores de reconocimiento de patron) activan mecanismos efectores como fagocitosis,
activacion del complemento y secrecion de citocinas proinflamatorias. El objetivo de la
activacion de estos mecanismos es la eliminacion del patégeno que amenace la integridad
del organismo. Cuando en los organismos vertebrados, estos mecanismos no son capaces
de contener la infeccidn, la activacion de los mecanismos de defensa del sistema inmune

innato conllevan a la activacion del sistema inmune adaptativo (2)-

El sistema inmune adaptativo involucra el reconocimiento de antigenos mediante receptores
cuyos genes se rearreglan durante la ontogenia, (lo cual proporciona una gran variabilidad) y
que son expresados por los linfocitos T y B. Otra propiedad que confiere este tipo de
inmunidad a los organismos vertebrados, es la generacion de memoria inmunoldgica contra
dichos antigenos (2)- . Actualmente, se han disectado multiples mecanismos celulares y
moleculares que comprenden el reconocimiento de estos microorganismos patdgenos y
ahora se sabe que el sistema inmune es capaz de distinguir componentes moleculares
propios y de esta manera evita la activacion en contra de moléculas propias y moléculas

innocuas, a través de un mecanismo conocido como tolerancia (3).-

La inmunidad innata es responsable de generar procesos perjudiciales: como la inflamacion
cronica que afecta ciertos 6rganos lo cual contribuye al desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas y que no son mediadas por anticuerpos; sin embargo, la respuesta inmune
adaptativa es la responsable también de que se lleven a cabo procesos perjudiciales contra
el propio organismo, tales como: enfermedades autoinmunes, el rechazo a transplantes y las

alergias y procesos no deseados que favorece el rechazo a transplantes (1)- .



1. Las alergias

En 1906, Clemens von Porquet, acufié por primera vez el término “alergia” para relacionarlo
a aquellos individuos que poseian predisposicion a desarrollar reacciones de
hipersensibilidad a ciertas sustancias que generalmente son innocuas para la mayoria de las
personas. Posteriormente, en 1963, Gell y Coombs, utilizaron el término “hipersensibilidad”
elaborar una clasificacion de estas reacciones de acuerdo al tipo de elementos

inmunoldgicos que intervienen en ellas (4)- .

De acuerdo a esta clasificacion, existen 4 tipos de hipersensibilidad y se les asigné el tipo de
acuerdo al mecanismo efector que las genera. La alergia o reaccion de hipersensibilidad de
tipo |, es una manifestacion clinica de una respuesta inmune hacia moléculas de naturaleza
proteica que se conocen con el nombre de alergenos. Esta respuesta es mediada por la
inmunoglobulina E (IgE) (5)- .

Las reacciones de alergia consisten en una serie de eventos que comienzan con el
reconocimiento de la estructura nativa del alergeno por células dendriticas residentes en la
via de entrada del alergeno e inducen la produccion de IgE alergeno-especificas. Estas IgE
se unen a sus receptores FceRl que se encuentran expresados en la superficie de las

células cebadas, esta interaccion culmina en la activacion de las células cebadas (6)- .

Las reacciones de hipersensibilidad son consecuencia de una desregulacién en un proceso
que originalmente fue disefiado para prevenir que los parasitos colonizaran las mucosas
(7)- y esta desregulacion afecta la homeostasis de las mucosas, lo que desencadena una
activacion exacerbada de la respuesta inmune hacia moléculas inocuas. Dentro de las
consecuencias de esta activacion, no Unicamente se encuentra la degranulacién de las
células cebadas e incremento de la permeabilidad vascular; ademas, una constante
exposicion con el alergeno tiene como consecuencia la hiperplasia de las células
caliciformes (productoras de moco), sintesis de mucinas con mayor viscosidad e incremento
de los movimientos peristalticos (en el caso de la mucosa intestinal) y una activacién del
epitelio que se encarga de la produccion de citocinas y quimiocinas que favorecen la
activacion celular y en el caso de la IL-13, la sobreproduccion de moco ya que tal como
ocurre en mucosa intestinal, en la mucosa pulmonar, se lleva a cabo el incremento en la
produccién de moco, por lo que las reacciones de hipersensibilidad mas comunes que

afectan a la mucosa pulmonar son rinitis y asma alérgica (5).



1. ASMA ALERGICA. GENERALIDADES

El asma es una de los padecimientos inflamatorios crénicos mas comunes que afecta tanto
a nifios como adultos en todo el mundo. Este padecimiento afecta las vias respiratorias de
individuos susceptibles. La Iniciativa Global para el Manejo del Asma (GINA), es un
programa creado desde 1993 mediante una colaboracién de el Instituto Nacional de
Corazon, pulmoén y sangre, Institutos Nacionales de la Salud y la Organizacién Mundial del la
Salud en EUA, como un esfuerzo para alertar a las autoridades médicas, trabajadores para
el cuidado de la salud y publico en general, que existe una tendencia al incremento del asma
(5). Este organismo define al asma como: “Un padecimiento crénico inflamatorio de vias
aéreas en donde participan algunos elementos celulares y moleculares. La inflamacion
crénica en el asma se encuentra asociada a la hiperreactividad bronquial que da lugar a
episodios recurrentes de sibilancias, dificultad para respirar y tos, particularmente por la
noche o en la mafiana. Estos episodios se encuentran asociados a una obstruccion variable

del flujo de aire que puede ser reversible espontaneamente o con tratamiento” (8)- .

Se estima que existen 300 millones de personas afectadas en todo el mundo por este
padecimiento (9)- ; sin embargo, existe la problematica que no hay una definicion precisa y
aceptada mundialmente que establezca una comparacién en prevalencias reportadas en
diferentes partes del mundo. A pesar de esto, se estima que la prevalencia del asma se
encuentra entre el 1% y el 18% de la poblacion en diferentes paises, con una tendencia a
disminuir en América del Norte y Europa y un incremento en la prevalencia en regiones en

donde anteriormente ésta era baja, tal es el caso de los paises en vias de desarrollo (9)- .

Otra cifra importante dice que en el afio 2005, se registraron 250 000 muertes a causa del
asma (5), sin embargo, estas cifras no correlacionan con la prevalencia. El costo econémico
es alto; directamente por las admisiones hospitalarias recurrentes y por el costo de los
medicamentos e indirectamente por el ausentismo laboral, por lo cual, es considerado uno

de los principales problemas de salud en algunos paises (9)- .

En un intento por clasificar al asma de acuerdo a sus manifestaciones clinicas, se ha
dividido al padecimiento en asma intrinseca y extrinseca. En el asma intrinseca los sintomas
generalmente ocurren en ausencia de un alergeno. Algunos factores que la desencadenan
son estados emocionales extremos o el contacto con algunos agentes quimicos como el
tabaco, la aspirina, ejercicio, algunos productos quimicos o la presencia de infecciones
virales que afecten a la mucosa pulmonar. El asma intrinseca generalmente es
desencadenada por una infeccion respiratoria, aunque se ha sugerido que los pacientes con
asma intrinseca pudieran ser alérgicos a una sustancia no detectada durante el diagnéstico;

sin embargo no se ha encontrado evidencia serolégica de alergia mediada por IgE hacia



alergenos ambientales comunes; se ha dicha produccion pudiera ser local. De manera
similar al asma atdpica, las biopsias bronquiales de estos pacientes muestran expresion
aumentada de citocinas tipo Th2 y quimiocinas de manera similar a lo que ocurre en el asma

atopica; sin embargo se ha observado un mayor numero de macréfagos (10)- .

El asma atopica es inducida por sustancias conocidas como alergenos. Comunmente se
observa en nifos, sin embargo, en muchos casos, los sintomas continian hasta la edad
adulta. En la mayoria de los casos, existen antecedentes familiares con atopia. Los sintomas
de esta forma incluyen tos, sibilancias, opresién en el pecho. No existe un tratamiento que
cure este padecimiento, sin embargo, los sintomas pueden ser controlados con tratamientos
inmunosupresores y con broncodilatadores. Es caracterizada por un infiltrado de eosindfilos
y linfocitos Th2 en la mucosa pulmonar y los pacientes son generalmente de menor edad
que los pacientes con asma intrinseca (10)- .

2. DESARROLLO DEL ASMA ALERGICA
FACTORES.
a) Predisposicion genética

Se considera que las alergias son padecimientos favorecidos por una predisposicion
genética pero que se ha sugerido que existe interaccion de los factores genéticos con
factores ambientales y en el caso del asma, interaccion también con el desarrollo de los

sintomas clinicos que se presentan en piel o en tejidos como mucosa nasal o pulmonar .

En muchos estudios genéticos se ha demostrado que el asma alérgica y otras alergias
tienen un componente hereditario muy importante. Algunos estudios han proporcionado
evidencias mediante la falta de transmisiéon genética en gemelos monocigoéticos y la falta de

segregacion genética de la enfermedad en familias con clara susceptibilidad (11,12)- .

El primer indicio que restablecié de una relacion entre la atopia con predisposicion genética
fue con el cromosoma 11q13 (13)- . En esta region cromosomica se encuentran los genes
que codifican para la subunidad B del receptor de alta afinidad FceRl y las proteina Htm4
involucrada en el ciclo celular y expresada mayoritariamente por baséfilos. Estos estudios se
comenzaron a mediados de la década de 1980. A partir de ellos, se han identificado varias
regiones cromosomicas. De las mas evidentes han sido las regiones 5g23-31, 5p15 y
12914-24.2 en donde se encuentran genes como IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-12b, IL-13, IFN-y,
iINOS, FCeRIB etc, (14)-. Estos genes se han identificado mediante estrategias de

busqueda de genes candidatos y a través la identificacion de multiples polimorfismos. De
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acuerdo a la identificacion de estos genes, se han clasificado de con base en la funcion en la
que participan. Como se muestra en la figura 1, existen 4 grupos de genes en donde se
encuentran moléculas importantes que participan en la interaccion del individuo con el medio
ambiente, algunos de ellos son componentes de la inmunidad innata y se han identificado
como polimorfismos que alteran el riesgo de desarrollo de alergias. Algunos genes se
expresan uUnicamente en el epitelio bronquial y estan relacionados con las funciones de
barreras de esta mucosa. Otro grupo es de genes involucrados en la polarizacién de
respuesta Th1/Th2 y que regulan la funcion efectora como IL13, IL4RA, y STAT6; TBX2, etc.
y de proteinas que regulan la eosinofilia como L1RL1, IL33, MYB, y WDR36 (15)-

INTERACCION AMBIENTAL
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| \ 11 111
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FIGURA 1. Grupos de genes relacionados con la susceptibilidad a desarrollar asma alérgica.
Modificado de Holloway, J. et al. 2010 (14). -

b) Exposicion a alergenos.

Los alergenos son antigenos inductores de las reacciones alérgicas; de naturaleza
glicoproteica. Ademas de la capacidad intrinseca que poseen estas proteinas como
moléculas inmunogénicas, algunas poseen actividad de proteasas. Estas proteinas son
inductoras de una respuesta humoral mediada por inmunoglobulina tipo E (IgE) y son
inocuas en individuos sanos, sin embargo, se les ha atribuido la propiedad como inductoras

de alergia por la actividad de proteasa que poseen y que les confiere la capacidad
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alergénica en individuos susceptibles (16)-. Tal es el caso del alergeno prototipo
Dermatophagoides pteronyssinus 1 (Der p 1) proveniente de las especies de acaros
domésticos D. pteronyssinus. Esta proteina de la capacidad intrinseca que posee como
molécula proteica a activar una respuesta inmune, esta molécula tiene actividad de cistein-
proteasa. Esta proteina es encuentra en particulas del desecho de acaros y debido al
tamano de estos desechos particulados (10-20 mm) puede ser inhalados. La actividad
proteolitica de Der p 1 puede ser optimizada en los humanos debido a el pH 6ptimo en
mucosa pulmonar y estabilidad y/o susceptibilidad a su inactivacion por anticuerpos (17)- .
La cantidad de este alergeno en el tejido pulmonar puede ser la éptima debido a la
cronicidad en la exposicion de los seres humanos al polvo. La activacién de la proteasas
depende de la presencia de la triada catalitica que contiene a los aminoacidos Cys34,
His170 y Asn190 responsables de la activacion de la proteasa. El alergeno de polen de
pasto Phleum pratense 1 (Phl p 1) también tiene actividad de cistein-proteasa y es homaéloga
a las proteasas de la familia de la papaina. Sin embargo, mediante comparacion de
secuencias se ha sugerido que existen motivos estructurales en este y otros alergenos que
no tiene actividad de proteasa y que favorecen sitios de reconocimiento para células del
sistema inmune innato. Otra caracteristica importante que se ha encontrado en el estudio de
las propiedades estructurales de los alergenos, es el patrén de glicosilacion que puede
activar al receptor de manosa presente en las células dendriticas o en el caso de la molécula
Ara 1, que en ausencia de glicosilacién, es incapaz de inducir activacion de monocitos
humanos o produccion de IL-4 e IL-13 mediada por el receptor DC-SIGN en células
dendriticas (17)- .

3. MECANISMOS DEL ASMA ALERGICA

Después de mencionar los principales factores que se han relacionado con el desarrollo del
asma alérgica, se describiran brevemente los procesos que contribuyen al sindrome del

asma alérgica.
a) Hiperreactividad bronquial

La hiperreactividad bronquial se define como un proceso de contraccion del musculo liso de
la mucosa bronquial. La hiperreactividad puede ser clinicamente inducida para diagnosticar
el padecimiento. Generalmente se utilizan compuestos agonistas como la histamina o la
metacolina. La hiperreactividad que se cuantifica es aquella cantidad minima de agonista
para lograr una reduccion de 20% en el volumen expiratorio forzado. A pesar de que la
hiperreactividad bronquial ocurre en la mayoria de los pacientes con asma, también es un

sintoma de enfermedad pulmonar obstructiva cronica; sin embargo es el sintoma clave que
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define a la inflamacion alérgica pulmonar como asma (8)- . En los modelos animales de
alergia pulmonar, esta hiperreactividad es un componente muy importante que determina si
el proceso alérgico es similar al asma en humanos y es evaluado como una medida directa

de la inflamacion.

b) Sobreproduccion de moco.

El moco es una sustancia viscosa que normalmente funciona como una barrera mecanica,
por lo tanto, su funcion en las mucosas es la de mantener un nivel 6ptimo de hidratacion en
el tejido y de retener particulas inertes, bacterias y virus. El moco tiene propiedades
antioxidantes y almacena moléculas con actividad de proteasa y antimicrobianas. En las
mucosas como la pulmonar o la gastrointestinal, existe una produccién basal de moco y los
procesos mecanicos para remover este moco son propiedades de la inmunidad innata de las
mucosas. Su principal componente son las mucinas (18)-, éstas son glicoproteinas con
residuos de serina y treonina repetidos en tandem que comunmente son glicosilados. La
expresion de estas proteinas esta regulada por genes llamados MUCs. En las vias aéreas
se expresan los genes MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC8, MUC11,
MUC13, MUC15, MUC19, y MUC20.2. Las proteinas que mayoritariamente componen el gel
son MUC5AC, MUC5B. Estos genes son regulados por algunas citocinas proinflamatorias
como TNF-q, IL-1B. Ademas de la contraccion del musculo liso, la sobreproduccién de moco
y la incapacidad de la mucosa bronquial de expulsarlo genera la obstruccion de las vias

aéreas que es una consecuencia grave en los pacientes asmaticos (19)- .
c) Remodelacién de las vias aéreas.

La inflamacién cronica que se lleva a cabo en el asma, tiene como consecuencia una serie
de cambios estructurales en las vias aéreas de los pacientes asmaticos. Estos cambios
estructurales son: hiperplasia e hipertrofia de las células epiteliales, fibrosis subepitelial,
incremento en la masa de musculo liso, hiperplasia de la glandula mucoproductora y de las
células caliciformes, formacién de vasos sanguineos y edema en las vias aéreas (18)- .
Estos cambios son producidos como un mecanismo de reparacién inducido por la
inflamacién constante en la mucosa pulmonar. Los mecanismos que inducen a cada uno de
estos cambios son complejos y son regulados principalmente por mediadores
proinflamatorios, factores de crecimiento y algunas moléculas como enzimas y factores pro-
angiogénicos. Estas moléculas tienen un efecto directo sobre las células que componen las
vias aéreas y éstas a su vez favorecen el reclutamiento de otras células proinflamatorias. El

edema, hipersecrecion de moco, el engrosamiento de la membrana basal y la contraccion
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del musculo liso contribuyen en gran medida al estrechamiento de las vias aéreas y

consecuente resistencia al flujo expiratorio del aire en los pacientes asmaticos.
d) Inflamacion.

Las citocinas liberadas al momento de la degranulacion de las células cebadas pueden tener
efectos como el reclutamiento de esoindfilos a partir de progenitores de médula ésea y el
incremento de su sobrevivencia (20)- . Asimismo, mantienen la produccion de IgE por las
células plasmaticas y en la induccién de la expresion de VCAM-1 por las células
endoteliales. Las citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 aseguran que el ciclo de inflamacion
persista (21).- Las citocinas y quimiocinas que se producen localmente por las células
endoteliales o epiteliales, estimulan el reclutamiento de ciertos grupos celulares, tales como:
linfocitos T, macrofagos alveolares, células cebadas, células iINKT y eosindfilos
proncipalmente. A continuacién se describe cada uno de estos tipos celulares y su

contribucién al proceso inflamatorio en el asma.

Linfocitos T. A ellos se les atribuye en gran medida las caracteristicas de inflamacion y
median la actividad de otras células a través de la secrecion de citocinas del perfil Th2 como
IL-4, IL-5 e IL-13 (22)- . Aunque es importante que las células dendriticas residentes de
pulmén, migren a los ganglios linfaticos mediastinales activadas por el antigenos, se ha
demostrado que existe una constante migracion basal de vigilancia hacia el tejido pulmonar
de linfocitos T. También se ha sugerido que los linfocitos T residentes de la mucosa

pulmonar pueden ser activados in situ (23) - .

Macrofagos alveolares. Los macrofagos son células distribuidas en diferentes tejidos en

donde tienen distintas funciones como: regular homeostasis, remodelacion tisular, defensa
del hospedero y eliminacion de materiales particulados. En tejido pulmonar, los macréfagos
alveolares eliminan las particulas que por su tamafo sean capaces de llegar al espacio
alveolar y que forman parte de aquellas con las que constantemente hay contacto en la via
aérea. Para eliminar un dafo colateral a antigenos inocuos, se encuentran en estado
quiescente produciendo baja cantidad de citocinas inflamatorias aunque con alta capacidad
fagocitica. Experimentos in vitro han demostrado que los macrofagos alveolares suprimen la

activacion de los linfocitos T mediante la secrecion de prostaglandinas, IL-10 y TGF-$3 (24)- .

Células cebadas. Las células cebadas salen de médula 6sea como células mononucleares
CD34+ y FceRI+. Viajan a mucosa y submucosa de vias aéreas para continuar su
diferenciacion. Se conocen 2 subpoblaciones: 1) mastocitos con triptasa y quimasa y 2)
mastocitos con solo triptasa que también contienen proteoglicanos. La activacion es
dependiente de IgE y mediada a través de la transudccion de sefales iniciada por las

cinasas de la familia Src, Lyn, Syk y Fyn (25)- . Los mediadores preformados en sus
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granulos se pueden clasificar en dos categorias: los preformados como la histamina,
proteoglicanos y proteasas neutras y algunas citocinas como TNF-a y los mediadores recién
sintetizados después de la activacion entre los cuales hay numerosas quimiocinas,
mediadores lipidicos y factores de crecimiento y angiogénicos, que participan en la
activacion de la respuesta alérgica, pues tienen efecto directo sobre los vasos, las células
epiteliales y el reclutamiento de células proinflamatorios (6)-

Células iNKT. Estas células son una subpoblacién de células NKT que poseen
caracteristicas de células NK y de linfocito T, ademas de que pueden expresar los
correceptores CD4 y/o CD8 o ninguno. Algunas de estas células expresan un repertorio de
receptores TCR altamente conservado, Va14-Ja18 (ratén) y Va14-Ja18 (humano) y se
conocen como NKT invariante (iNKT). Esto permite que las células reconozcan antigenos
glicolipidicos presentados por las moléculas no polimoérficas CD1d en las células
presentadoras. La activacion de este TCR invariante , tiene como consecuencia la secrecién
de citocinas tanto TH1 como 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 (26)- .

Eosindfilos. Los eosindfilos son leucocitos se encuentran estrechamente relacionados con
el desarrollo de procesos inflamatorios como son las infecciones parasitarias y las alergias
(27)- . Estas células provienen de un precursor pluripotencial que se desarrolla en la médula
O6sea y que tiene la capacidad de diferenciarse hacia el linaje eosinofilico mediante la
regulacion concertada de los factores de transcripcion: STAT-1, PU-1 y C/EBP. EIl
microambiente de citocinas es determinante para las decisiones de linaje hematopoyético en
médula 6sea. Se han descrito las citocinas que participan de manera importante en la
diferenciacion de eosindfilos son la IL-3, IL -5 y GM-CSF (28,29)- . IL-5 es una citocina que
se encuentra intimamente relacionada con la diferenciacion terminal de los eosinofilos,
favorece su salida de médula ésea y que junto con la quimiocina CCL11 (eotaxina-1) induce
su migracion hacia los tejidos (23)- y posterior activacion. La IL-5 es producida por linfocitos
Th2 y en pocas cantidades por eosindfilos y mastocitos. Se ha encontrado expresion de IL-5
en varios tejidos como piel, vias aéreas, vejiga, corazén y mucosa intestinal. En algunos
modelos de inflamacion alérgica pulmonar se ha demostrado que existe una disminucién en
la acumulacién de eosindfilos y la hiperreactividad mediante el bloqueo de IL-5 con
anticuerpos neutralizantes durante las reacciones inflamatorias alérgicas (30):. Los
eosinofilos contienen granulos intracelulares en los cuales se encuentran almacenadas,
entre otras moléculas, las enzimas: Peroxidasa de eosindfilos (EPO), la proteina basica
principal (MBP), la proteina catidénica de eosindfilos (ECP) y la neurotoxina derivada de

eosindfilos. Estas enzimas tienen efectos toxicos para los tejidos de corazon, pulmon vy
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células epiteliales de la mucosa pulmonar, modifican las respuestas de contraccion del
musculo liso y son capaces de promover estrés oxidativo. En los granulos también se
almacenan citocinas preformadas . La ECP tiene actividades adicionales no téxicas como
supresion de la proliferacion de linfocitos T y sintesis de inmunoglobulinas por los linfocitos
B, induccion de la degranulacién de los mastocitos y estimulacion de la secrecion de moco y
produccion de glicosaminoglicanos en fibroblastos. La MBP altera directamente la
contraccion del musculo liso e induccion de la degranulacion de basdfilos y células cebadas
(30)- . Una vez diferenciados, pueden ingresar a la circulacion sistémica y migrar de manera
homeostatica hacia intestino, utero y pulmén en bajas cantidades. Sin embargo, durante una
respuesta alérgica, éstas células son reclutadas hacia pulmdn ya que expresan receptores
para quimiocinas de la familia CC, como CCL3, CCL5 , CCL11, CCL24 y CCL26 aunque
ninguna de estas es especifica para eosindfilos (31)+ y que son producidas en su mayor
cantidad por las células epiteliales activadas (32)- . Posterior a la migracion hacia pulmén, lo
eosindfilos participan en multiples funciones incluyendo: presentacion de antigeno,
produccién de citocinas y quimiocinas y degranulacién y liberacibn de mediadores
preformados.

4. QUIMIOTAXIS, TRAFICO LEUCOCITARIO Y SU RELACION CON LA INFLAMACION
ALERGICA PULMONAR

Cada tejido se encarga de la secrecion de ciertas sustancias quimioatrayentes para las
células del sistema inmune. Este mensaje de movilidad esta determinado por la expresion
de un perfil de moléculas quimioatrayentes especifico. Estas moléculas incluyen:
mediadores lipidicos inflamatorios (prostaglandinas y leucotrienos), antimicrobianos
(quimerina, defensina) citocinas, derivados microbianos (fMet-Leu-Phe), proteinas derivadas

del complemento (c3a, c5a) y quimiocinas (33)- .

Las quimiocinas son péptidos de 8-10 kDa. Actualmente, se han identificado 50 péptidos y
20 receptores. Las quimiocinas se dividen en 4 subfamilias (familia CC, familia CXC, familia
CX3C y familia XC) y son reconocidas por receptores acoplados a proteinas G
principalmente del tipo Gai. En algunos casos, la interaccién receptor-quimiocina son
exclusivos de un solo ligando, para otros receptores de quimiocinas, su activacién puede ser
mediada por mas de una quimiocina y de la misma manera, algunas quimiocinas pueden
interaccionar con mas de un receptor (34)- . La expresion de las quimiocinas, especialmente
durante la inflamacion, se regula mediante transcripcion inducible (generalmente por
activacion de receptores de citocinas), traduccion, secrecion y recambio. En el caso de las

quimiocinas CXCL16 y CX3CL1, que son expresadas como componentes
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transmembranales y que son escindidas por metaloproteasas. Estas quimiocinas también

funcionan como moléculas de adhesion.

La principal funcion que se ha descrito de las quimiocinas es conferida por su capacidad
quimioatrayente. Inicialmente, participan en el proceso de arresto celular durante la
extravasacion y se encargan de mediar la agregacion y la activacion de las integrinas, lo
cual da lugar a interacciones de alta afinidad y avidez con sus ligandos expresados por el
endotelio; sin embargo, regulan procesos como : angiogeénesis, diferenciacion Th1/Th2,
organogénesis, sobrevivencia celular, apoptosis, metastasis y recientemente se les ha

descrito una funcién antimicrobiana (35)-

Las quimiocinas se clasifican de acuerdo a la homologia estructural que existe en el extremo
N-terminal. La familia CXC contiene a las quimiocinas que tienen tres aminoacidos entre el
extremo N-terminal y la primera cisteina (Glu-Leu-Arg) conocidas como ELR-quimiocinas y
ademas existe un aminoacido de separacion entre las dos cisteinas conservadas. Se
sugiere que esta secuencia es necesaria para atraccion de neutréfilos y esencial para la
activacion de los receptores CXCR1 (solo en humano) y CXCR2. Otra propiedad importante
que se les confiere, es la angiogénesis, mientras que las quimiocinas no-ELR, poseen la
capacidad de quimioatraer monocitos y linfocitos y ademas son inhibidoras de la
angiogénesis (36)- . La familia CC contiene quimiocinas en donde en su extremo N-terminal,
se encuentran dos cisteinas adyacentes. A las quimiocinas de la familia CC se les atribuye la
quimiotaxis de monaocitos, linfocitos T, eosindfilos, basofilos, 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 biolégicos son muy diversos:
inducen activacion del endotelio, son quimiotacticas, regulan la liberacion de granulos y
enzimas, modulan la apoptosis, controlan crecimiento celular hematopoyético, etc. A
quimiocinas como CCL11, CCL16 y CCL21 se les ha atribuido también un papel en la
angiogénesis (37)+ . Durante la inflamacion alérgica pulmonar, algunas quimiocinas de esta
familia inducen la degranulacion de eosindfilos y basofilos y proliferacion de musculo liso. En
la estructura de las quimiocinas de la familia XC, sdélo existe una cisteina en el extremo N-
terminal. Las quimiocinas de la familia XC son producidas por linfocitos T CD8, timocitos,
mastocitos y células NK. Actuan principalmente sobre células NK y linfocitos T, induciendo
su activacion y quimiotaxis. La familia CX3C es representada por un Unico miembro, la
quimiocina fractalcina. Contiene varias regiones, un dominio tipo quimiocina, una region tipo
mucina y que le permite expresarse transmembranalmente con repeticiones serina-treonina

y muchos polisacaridos laterales (38)- .
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5. RELACION DE LAS QUIMIOCINAS Y SUS RECEPTORES CON LA ALERGIA
PULMONAR

La sobreexpresion de algunas quimiocinas se relaciona con la progresion de multiples
procesos inflamatorios. En el caso de la inflamacién alérgica pulmonar, la quimiocina CCL11
(eotaxina-1) es producida por las células epiteliales en respuesta a la estimulacién con IFN-y
IL-4 e IL-13 principalmente y funciona de manera sinérgica con IL-5 para inducir el
reclutamiento de eosindfilos hacia pulmon. Esta quimiocina regula los niveles homeostaticos
de eosindfilos en tracto gastrointestinal y regula también la hematopoyesis. La quimiocina
CCL24 (eotaxina-2) también es reconocida por el receptor CCR3 expresado de
mayoritariamente en eosinofilos y linfocitos TH2. Esta quimiocina también actua en conjunto
con la citocina IL-5 para inducir la eosinofilia en pulmén y la produccién de IL-13. CCL26
(eotaxina-3) se induce en mucosa bronquial en etapas tardias de la alergia y mantiene el
reclutamiento sostenido de eosindfilos (39)- . CCL13 (MCP-1) es una quimiocina secretada
principalmente por células del epitelio pulmonar, es inducida a través de citocinas
proinflamatorias y ejerce actividad quimioatrayente y de activacion en macréfagos,
eosindfilos y linfocitos TH2. Se han encontrado algunos polimorfismos especificos en genes
codificantes para las quimiocinas del grupo de las eotfaxinas y se han asociado con nimeros
elevados de eosindfilos en pacientes asmaticos. Algunos receptores de quimiocinas pueden
ser expresados en los linfocitos TH2 como CCR1, CCR2, CCR3 y CCR5 y esta expresion es
un mecanismo por el cual diferentes subtipos migran hacia pulmén. Estos linfocitos migran
preferencialmente en respuesta a las quimiocinas CCL11, CCL22, CCL17 y CCL1. La
quimiocina CCL11 puede ser reconocida por CCR3, mientras que CCL17 y CCL22 pueden
interaccionar con CCR4. CCR1 también es expresado por eosindfilos en bajos niveles
(40)- . El receptor CCR4 es importante para inducir la migracion de linfocitos Th2 hacia
pulmén. Los ligandos, CCL17 y CCL22, sin embargo, no se ha demostrado que en ausencia
de este receptor no se desarrolle la inflamacion alérgica pulmonar; sin embargo, la
participacion de este receptor y sus ligandos es importante para la modulacion indirecta del
reclutamiento de eosindfilos a través de los linfocitos tipo TH2 (40)- .

Otro receptor que se ha involucrado de manera importante con la inflamacion pulmonar es el
receptor CCR1. Hasta ahora se ha descrito claramente que su Unico ligando es la
quimiocina CCL8. La expresion de esta quimiocina se encuentra aumentada en algunos
modelos experimentales y se sugiere que tiene un papel en el reclutamiento de eosindfilos y

es dispensable para el reclutamiento de linfocitos TH2 (41)- .
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5.1 Regulacion temporal en la expresion de quimiocinas durante la alergia pulmonar.

Los eosindfilos son células protagonistas en el desarrollo de la inflamacion alérgica
pulmonar; sin embargo, existen otras células con participacion importante tanto durante el
inicio como en la amplificacion de la respuesta inflamatoria. Se han caracterizado a las
quimiocinas que participan en el reclutamiento de diferentes grupo celulares; sin embargo,
aunque en los pacientes es dificil definir claramente las etapas de la inflamacion, es
importante conocer que existe una regulaciéon temporal en la expresion de diferentes
quimiocinas (42)- . Dentro de estas quimiocinas se encuentran CCL5, CCL11 y CCL12, que
inducen migracioén in vitro e in vivo de eosindfilos, son factores quimioatrayentes para
linfocitos T (CCL5, CCL11) y monocitos (CCL12) y se ha demostrado, que la induccion en la
expresion y disminucion correlaciona con los distintos tipos celulares que se reclutan hacia

la mucosa pulmonar, posterior al contacto con el alergeno. (43)-
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FIGURA 2. Esquema de la regulaciéon en el microambiente proinflamatorio durante la
inflamacion alérgica pulmonar. Se esquematiza la regulacién en la expresion de
mediadores proinflamatorios por los diferentes grupos celulares que participan en la
inflamacién durante la fase aguda, que ocurre dentro de los primeros minutos hasta horas
después del estimulo alergénico y es modulada por los la activacion de las células cebadas
ocurre a través de FceRI por la interaccion de la IgE unida al alergeno y la agregacion de
varios receptores activados. Esto induce la liberacion de mediadores preformados y la
sintesis de metabolitos del acido araquidénico sintetizados que son espasmoégenos y

vasoactivos, tales como: Histamina, leucotrienos C4,D4, E4, prostaglandina D2 y enzimas



recién sintetizadas (triptasa, quimasa y carboxipeptidasa) y que inducen hipersensibilidad
inmediata y actividad espasmogénica en musculo liso, causando broncoconstriccion, edema,
secrecion de moco y produccion de citocinas y quimiocinas que reclutan a otras células al
sitio de inflamacién y provocan la remodelaciéon. Posteriormente, se induce un infiltrado
inflamatorio de células mononucleares y eosindfilos. En esta fase cronica han pasado varias
horas después del contacto con el alergeno y aqui esta involucrado el reclutamiento de

linfocitos TH2.

6. EL RECEPTOR DE QUIMIOCINAS CCR9

CCR9 es un receptor de quimiocinas perteneciente a la familia CC que se caracterizd
originalmente durante los experimentos en dénde se buscaba analizar a los receptores de
quimiocinas que participan durante el desarrollo de los linfocitos T en el timo. En un inicio,
fue llamado GPR-9-6 y su expresion se encontr6 restringida unicamente a timo. Su ligando
unico, la quimiocina CCL25 (TECK por Thymus Expressed Chemokine), es expresada por
las células dendriticas en la médula del timo. CCL25 es expresado también por las células
estromales y dendriticas en el timo y en intestino delgado por las células epiteliales y
dendriticas, por lo que, a este receptor, también se le atribuye una funcién muy importante
durantee el reclutamiento homeostatico de células hacia intestino delgado. Las
subpoblaciones que responden de manera quimiotactica ante el estimulo con CCL25 son:
timocitos CD4+ CD8+ dobles positivos y los timocitos CD4+ y CD8+ simples positivos
(44)- (45)

CCR9 se encuentra codificado por un gen unico en el cromosoma 3. Las modificaciones
post-traduccionales que tanto CCR9 como otros receptores de quimiocina puede tener, se
realizan en los residuos acidos cercanos al extremo N-terminal. En este receptor se ha
identificado un sitio blanco de N-glicosilacién en la regién N-terminal (Asn32). Asimismo,
existen cisteinas conservadas en las regionesintracelulares 1 (Cys119) y 2 (Cys198).
Ademas, contiene un residuo de cisteina en el extremo carboxilo terminal que puede ser
palmitoinilado. Se conocen dos isoformas productos de procesamiento aleternativo del ARN
de CCR9. La isoforma CCR9A contiene 12 aminoacidos adicionales en su extremo amino
terminal en comparacion a CCR9B. Otra diferencia que existe entre ambas isoformas del
receptor es la cantidad de ligando necesaria para su activacion Para activar a CCR9A, se
requiere una menor concentracion de CCL25. En linfocitos T, la expresiéon de ambas
isoformas se mantiene en una proporcion de 10:1 (CCR9A :CCR9B ) (46)- .

Para una mejor comprension acerca del papel de este receptor en la regulacion de los
procesos homeostaticos e inflamatorios, se ha generado un ratén deficiente de CCR9. El
raton knockout para CCR9 (deficiente) es viable, fértil y sin anormalidades morfolégicas

aparentes (47)- .
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No se han reportado diferencias en la expresion de otros receptores de quimiocinas que
sugieran eventos compensatorios. A pesar de que se ha demostrado una participacion
importante de CCR9 en el desarrollo de los linfocitos T en el timo, en el raton deficiente de
CCR9 no hay diferencias ni el numero en las subpoblaciones de timocitos y recientemente
se ha sugerido que esto pudiera ser por una cooperacion de CCR9 con el receptor CCR?7, el
cual pudiera compensar la ausencia de CCR9 (48)- .

En cuanto al porcentaje de los linfocitos Tyd, es dos o tres veces mayor en el raton CCR9 -/-
que en el ratén CCR9 +/+.En la mucosa intestinal, existe una disminucion en 2 veces del
numero de linfocitos T intraepiteliales del raton CCR9 -/- y el numero de linfocitos Tyd es 5
veces menos en el genotipo CCR9 -/-. También se ha estudiado detalladamente la
participacion de CCR9 en el desarrollo linfocitario, se sabe que la ausencia de CCR9, limita
temporalmente el desarrollo de linfocitos T durante el desarrollo, sin embargo, no es
indispensable para este efecto y en el desarrollo embrionario, las diferencias en celularidad
que se han determinado pueden ser compensados en el dia 20 de gestacion. Este
fendmeno también se observa en los linfocitos B en médula 6sea y esto se manifiesta en la

disminucién de células pre-proB ante la ausencia del receptor (47)- .
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Il. ANTECEDENTES

Actualmente no se existen evidencias experimentales que impliquen al receptor CCR9 en la
regulacion del proceso inflamatorio durante la alergia pulmonar. Como se mencioné en la
introduccion, la funcion descrita de manera mas detallada de este receptor de quimiocinas,
es su participacion durante la ontogenia de los linfocitos T en el timo ya que es expresado
durante la transicién de timocitos DN4 (dobles negativos) a DP (dobles positivos) y esta
expresion se relaciona con la expresion constitutiva de su ligando Unico el estroma timico
(49)- .

En la periferia, CCR9 participa como regulador de la homeostasis intestinal, favoreciendo el
reclutamiento de los linfocitos hacia intestino delgado (50)- ; sin embargo aun no se describe
el papel que este receptor tiene como regulador en la inmunidad de mucosas pulmonar
(51)- .

Por otro lado, Las células iNKT participan de manera importante en el asma alérgica;
aunque no se ha identificado cémo regulan el microambiente en pulmén ya que son capaces
de secretar IL-4 e IFN-y . Se ha encontrado una sobreexpresion de CCR9 en células iNKT
de pacientes con asma alérgica, y aunque se ha reportado que CCL25 no se expresa de
manera constitutiva en pulmon, si se ha demostrado sobreexpresién en mucosa bronquial de

pacientes asmaticos (52)- .

El microambiente de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en pulmoén es crucial
en el desarrollo de la enfermedad. Se ha relacionado a la citocina IL-4 con el progreso del
asma alérgica, porque esta citocina tiene capacidad de favorecer el incremento en la
expresion de CCR9 en linfocitos T CD4 (53)- ; sin embargo aun no se ha explorado esta

induccioén en otros tipos ceulares que participan durante la inflamacion alérgica pulmonar.

En el caso de los eosinofilos, se ha descrito que existen un incremento en la expresion de
CCRO9 en eosindfilos de lavados broncoalveolares en pacientes alérgicos después de un reto
alergénico (54) Ademas, se ha reportado que en lineas celulares de eosinofilos, éstos son

capaces de migrar hacia CCL25 previo un estimulo pronflamatorio (55)- .

Ademas de todo lo anterior, existe un antecedente preliminar en nuestro grupo de
investigacion, en donde se sugiere que en un modelo experimental de alergia pulmonar en
ratones deficientes de CCR9, existe menor numero de eosindfilos en los lavados
broncoalveolares comparado con el numero de eosindfilos en ratones silvestres. Esto podria
establecer una relacion en el incremento de CCR9 para favorecer el reclutamiento de esta
poblacién celular hacia el pulmén en condiciones de inflamacion (56)- .
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Il. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma alérgica es un padecimiento cronico inflamatorio que se ha convertido en un
problema mundial, afectando a 300 millones de personas aproximadamente durante la
ultima década. Se estima una prevalencia mundial de la enfermedad de entre 1y 18% (9)- .
En México se estima que mas de 10 millones de personas se encuentran afectadas por este
padecimiento y cerca del 50% son menores de 15 afios. La prevalencia en México
corresponde entre 10-15% y cada afio mueren alrededor de 4000 personas a causa de esta
enfermedad (57). A pesar de que no es una de las enfermedades consideradas como de alta
mortalidad, se estima que el padecimiento consume cerca del 15% del ingreso econdmico
en las familias afectadas y debido a que se han alcanzado proporciones epidémicas, se ha
incrementado el interés en el tratamiento de la enfermedad y en el estudio de los

mecanismos moleculares que estan involucrados en la progresion del proceso inflamatorio.

El asma involucra una serie de células que son muy caracteristicas del padecimiento, como
eosindfilos y linfocitos Tw2 principalmente y asimismo de multiples mediadores

proinflamatorios que resultan en cambios fisiolégicos importantes.

Debido a que actualmente no se ha estudiado en un modelo in vivo, el papel regulador del
receptor de quimiocinas CCR9 en el proceso inflamatorio alérgico, es necesario analizar la
respuesta inflamatoria inducida en modelos animales que proporcionen evidencia sobre la

participacion de CCR9 en la inflamacion alérgica pulmonar.
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IV. HIPOTESIS

La hipotesis que deseamos poner a prueba en este trabajo es que, debido a que durante el
proceso inflamatorio alérgico pulmonar, se reclutan a la mucosa pulmonar células que
participan como moduladores de la inflamacién y que expresan el receptor de quimiocinas
CCR9, es posible hipotetizar que al inducir el proceso inflamatorio mediante un modelo
experimental de inflamacion alérgica pulmonar con ovoalbumina, sera menor el nimero y
distnto el tipo de células inflamatorias reclutadas en el pulmén y por tanto la respuesta
inflamamtoria en los ratones deficientes de CCR9 (knock-out KO) al compararlos con

ratones silvestres (wild-type WT)

V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion del receptor CCR9 en la modulacion del proceso inflamatorio en un
modelo murino de alergia pulmonar inducida con ovoalbumina (OVA) mediante la
comparacion de la respuesta inflamatoria obtenida en ratones silvestres con los deficientes
del receptor CCRO.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Inducir un proceso inflamatorio alérgico con ovoalbimina en ratones silvestres y en

ratones deficiente de CCRO.

Cuantificar la respuesta de inmunoglobulinas IgE e IgG1 OVA-especificas en

ratones silvestres y en ratones deficiente de CCR9.

Determinar el numero de células en lavados broncoalveolares y caracterizar las
poblaciones celulares presentes en tejido pulmonar en ratones silvestres y en

ratones deficiente de CCRO.

Cuantificar la produccion de IL-5 en lavados broncoalveolares en ratones

silvestres y en ratones deficiente de CCRO.

Evaluar la expresion de citocinas (IL-5), quimiocinas (CCL11) y los receptores de
quimiocinas (CCR3 y CCR9) mediante RT-PCR en tiempo real en ratones silvestres

y en ratones deficiente de CCRO9.
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VIl. METODOS

7.1 GENOTIPIFICACION DE LOS RATONES CCR9 (-/-) MEDIANTE PCR.

7.1.1 OBTENCION DE ADN DE RATONES CCR9 (+/+) y CCR9 (-/-)

Se obtuvieron las colas de ratones de 4 semanas y se colocaron en un tubo eppendorf;
posteriormente se agregaron 500 uL de amortiguador de lisis con proteinasa K (Invitrogen) y
se agitd la mezcla. Se digirieron a 55°C en un bafo de agua durante 2 horas o toda la noche
dependiendo del grosor de la cola. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos para
separar huesos y pelo. Al sobrenadante se le agregaron 500 uL de fenol:cloroformo (1:1)
con agitacion. Se centrifugo la mezcla durante 5 minutos a 13,000 rpm. Se separo la fase
acuosa y se agité suavemente. Se dejé incubar durante toda la noche a -20°C y después se
centrifugd durante 10 minutos a 13,000 rpm. Se dejé evaporar el etanol y el DNA se
resuspendié en 100 uL de agua estéril. Se disolvid el DNA calentando a 55°C durante 2

horas. Se almaceno a -20°C para su posterior analisis por PCR.

7.1.2 ANALISIS DEL GENOTIPO DE LOS RATONES CCR9 (-/-)

Se utiliz6 1 uL de ADN extraido a partir de la cola. Se mezclaron los siguientes
componentes en un tubo: 2.5 uL de amortiguador de reaccion para la Taq Polimerasa sin
MgCl2, 0.5 de mezcla de nucléotidos, 1 uL de MgCI2 50 mM, 1 uL de primer especifico para
amplificar sentido, 1 uL de primer antisentido,1 uL de primer central, 0.1 ulL de Taq
Polimerasa (Invitrogen) y agua libre de RNAsas y DNasas para un volumen final de 25 ul.
Las muestras se amplificaron en un termociclador (MyCycler BioRad) a las condiciones
especificadas para los oligonucléotidos (ver anexo I). Se corrieron 15 uL de las muestras
con 1 uL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X para comparar

el tamano del producto con el marcado de peso molecular 100 - 2052 pb (Invitrogen).
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7.2 MODELO DE ALERGIA PULMONAR

Se utilizé un modelo agudo de inflamacion alérgica pulmonar inducida con ovoalbumina. Se
utilizaron 4 grupos de ratones hembras C57BL/6 de 8 semanas con genotipo CCR9 (+/+),
CCR9 (-/-) para ser inmunizados con OVA y sus respectivos controles de soluciéon salina
(SS). Al dia 0 del modelo, a los ratones se les administraron 10ug de OVA con 10 de
hidréxido de aluminio (Alum) como adyuvante en 100 uL de solucién salina como vehiculo.
Al dia 8, se administraron via intraperitoneal 10ug de OVA por mg Alum en 100 uL de PBS.
A partir del dia 15 y hasta el 20, se retd a los animales mediante nebulizaciéon, con una
solucion de OVA al 1% durante 30 minutos a una velocidad de 6 mL/min. Se retd
nuevamente a los animales via de nebulizacion el dia 34 con una solucién de OVA al 5% en

PBS durante 30 minutos a una velocidad de 6 mL/ min.

El dia 35 se sacrificaron a los animales, obteniendo lavados broncoalveolares (LBASs),

sueros, tejido pulmonar, timo y ganglios para su posterior analisis.

1 - 1 p
DIAD | | DIAE | DIA I DIA3a | | DIA35
| St | | Smfiiai | i5-20

ova Via i.p. (10 OVA Via i.p. (10 NEBULIZACION NEBULIZACION Anifisis
dnms M san e T ]
Hg: 1 mg bg: 1 mg DVA 1 % 30 MIN. QVA 5 % 30 MIN.
Alum) /mL Alum) fmL

FIGURA 3. Descripcion del modelo de inflamacién alérgica pulmonar utilizado.

El modelo alergia pulmonar se realizé en ratones C57BL6 de 8 semanas. Se administraron 10
Mg de ovoalbumina (OVA) en una suspension con hidréxido de aluminio como adyuvante a
cada raton los dias 0 y 8. A partir del dia 15 y hasta el dia 20, se nebuliz6 a los ratones con una
solucion de OVA al 1% en PBS. El reto por nebulizacion se repitié el dia 34 con una soluciéon

de OVA al 5% en PBS. Los animales se sacrificaron a las 24 horas del tltimo reto.
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7.3 OBTENCION DE MUESTRAS DE ANALISIS

Para anestesiar a los animales, se administraron 70 uL de la mezcla de xilacina y ketamina
(Ver Anexo) por via intraperitoneal. Se procedié a realizar la puncion cardiaca hasta que el
ratéon se encontré en fase de sedacion. La sangre obtenida, se coloco en tubos de 1.5 mL
con 10 yL de EDTA 0.5 M. La sangre obtenida se agité cuidadosamente por inversién un

par de veces. De cada ratdon se obtuvieron aproximadamente entre 400 y 800 pL de sangre.

Para obtener suero, la sangre se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos. El suero se
almaceno en alicuotas a — 70 °C. Una vez sacrificado el raton por exanguinacion, se realizé
una incision en la piel a la altura del abdomen y se retird la piel para exponer la caja toracica
y cuidadosamente se localizé y expuso la traquea. Una vez expuesta, se coloca alrededor
de ella un hilo, con extremo cuidado se realiz6 una incisién pequefa. Posteriormente se
introdujo a través de ella una canula intratraqueal, ésta se inmovilizé con hilo realizando un

par de suturas quirurgicas.

Posteriormente se ajusto a la canula, una jeringa de 1 mL sin aguja. Mediante esta jeringa,
se administraron 900 L de PBS (solucién salina isoténica) y se recuperd el mismo volumen
que se introdujo. Una vez llena la jeringa con el liquido recuperado (lavado broncoalveolar),
éste se colocd en tubos cénicos de 15 mL y se colocd a 4 °C. Para cuantificar citocinas,
inmunoglobulinas u otras proteinas se almacend el primer mililitro de lavado. Este

procedimiento se repitid hasta obtener 4 o 5 mL de lavado broncoalveolar.

Para recuperar todas las células del lavado, el primer mililitro se centrifugé a 1500 rpm
durante 5 minutos. Del lavado broncoalveolar se pueden realizaron dos alicuotas y se
almacenaron a -70°C para el posterior analisis de IgE anti-OVA, IgG1 e IgG2a anti-OVA por
ELISA.

Para realizar el conteo diferencial, se obtuvieron 100 pL para fijar las células con
citocentrifuga (Cytofuge), ajustando a 20,000 células en 100 ulL. Los frotis, se tifieron
mediante la técnica de Wright/Giemsa con una solucién Diff Quick (Dade Behring) durante 5

minutos.

Para realizar el analisis histoquimico, los tejidos se insuflaron con solucién fijadora (etanol
absoluto). Se almacenaron a -70°C para ser realizar posteriormente los cortes histolégicos y

tefir para hematoxilina-eosina (H/E) y acido peryddico de Schiff (PAS).

Un Iébulo de cada pulmén, se almaceno a -70°C para posterior LA extraccion de ARN para

el analisis de citocinas, quimiocinas y receptores por RT-PCR tiempo real.
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7.4 ENSAYO DE QUIMIOTAXIS UTILIZADA PARA LA GENOTIPIFICACION DE LOS
RATONES CCR (-/-)

Los timocitos son células que por la expresion constitutiva del receptor CCR9, son capaces
de responder a la quimiocina CCL25. Para evaluar la actividad de timocitos procedentes de
los ratones utilizados en este modelo, se obtuvieron los timocitos el dia del sacrificio y se
preparé una curva con las siguientes concentraciones de quimiocina CCL25: 0, 10, 50 y
100ng/mL en HBSS suplementado con BSA 0.05%. Se preparé una membrana de
quimiotaxis de poro de 0.5 um incubandola con fibronectina humana (20ug/mL) durante 20

minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron con PBS antes del ensayo.

Las células se preincubaron con calceina (1 mg/mL) a una dilucion 1:1000 durante 20
minutos, al finalizar la incubacién, se lavaron con PBS/SFB 2% y se resuspendieron en
HBSS.

Se utilizé una camara de quimiotaxis; colocando en la parte inferior 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 celular con 250 000 de timocitos por pozo. Se

incubd la camara durante 2 horas a 37°C con 5% de CO2.

Al finalizar la incubacién, se desarmo la camara y se lavo la cara superior de la membrana
con PBS IX con cuidado de no eliminar las células que migraron con PBS 1X. La membrana
se dejo secar y posteriormente se midié 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 DE LOS RATONES CCR9
(+/+) Y CCR9 (--)

El conteo total fue realizado en camara de Neubauer el dia de sacrificio de los animales.
Para realizar el conteo diferencial, se adhirieron las células a un portaobjetos por
citocentrifugacion (Cytofuge) colocando 40 uL de suspension celular, ajustando cada

muestra a 200 000 células con PBS.

Se distinguieron a las células por caracteristicas morfologicas con tincion de Wright/Giemsa

con una solucion Diff Quick (Dade Behring) durante 5 minutos.

Se distinguieron macréfagos, linfocitos, macréfagos y neutrofilos. Se utilizé cada muestra por
duplicado, tomando en cuenta 200 células por laminilla. ElI conteo fue realizado en un

analisis ciego con el objetivo de 40X de un microscopio de luz.
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7.6 ANALISIS DE DISTINTAS POBLACIONES CELULARES POR CITOMETRIA DE
FLUJO (FACS).

Las células obtenidas de LBA, se colocaron en una placa de 96 pozos de fondo céncavo.
Posteriormente, se centrifugan a 2500 rpm y se resuspendieron en amortiguador para
FACS. Se ajusté en cada pozo el numero a un milléon de células por mL y se centrifugaron a
velocidad maxima a 4°C durante 15 seg. Se lavaron en 150 uL de amortiguador de FACS y
se centrifugaron a velocidad maxima y 4°C. Se resuspendieron en 20 uL de dilucion de
anticuerpo anti-CD14/CD16 para evitar la unién de los anticuerpos primarios a los receptores
para fracciones Fc, posteriormente se realizé un lavado con 150 L de amortiguador para
FACS. Se resuspendieron en 20 ulL de dilucion de anticuerpos primarios especificos para las
moléculas CD4, CD8, CCR3, Gr-1, CD11b, CD11c y se incubaron a 4°C y en la oscuridad
durante 20 minutos. Se centrifugaron a 4°C y velocidad maxima durante menos de 1 minuto
y se lavaron las células con 150uL de amortiguador de FACS. Se centrifugaron de la misma
manera y finalmente se resuspendieron en 150 uL de PBS 1X, con 50 uL de
paraformaldehido al 4% en PBS.

Posteriormente se pasaron las muestras en un FACS Calibur BD vy utilizando el software Cell
Quest. Para realizar el analisis de datos se utilizé el software FlowJo. Por cada muestra se
analizaron 10,000 células y para realizar el analisis se crearon las regiones que contiene a
los linfocitos y a la region de granulocitos-monocitos. Los porcentajes obtenidos se
relacionaron con los numeros totales y los datos se reportan como numero de células
totales. Las graficas que se muestran son representativas correspondientes a 3
experimentos independientes. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba

estadistica t de student.

7.7 EXTRACCION DE ARN PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS
POR RT-PCR

El procedimiento se llevo a cabo condiciones de esterilidad y con material libre de RNAsas.
Al tejido pulmonar se agregé 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 diametro) entre
cada muestra con PBS + SDS 0.05%. Una vez fragmentado completamente el tejido, se

agregaron 200 uL 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 4°C.
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Se obtuvo una solucion trifasica, donde la fase inferior contiene a las proteinas y material
extracelular, la fase intermedia contiene ADN vy la fase superior (acuosa) contiene al RNA, se
separ¢ la fase acuosa y se agregaron 500 uL de alcohol isopropilico; la mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se centrifugé a 12000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y se lavd agregando 200 uL de etanol 75%
y centrifugando a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se realizé6 un segundo lavado y al

término, se dejo secar a temperatura ambiente para evaporar el etanol.

Se resuspendio en 40 uL de H20 libre de RNAsas y de esta dilucion se tomaron 2 uL para
cuantificar en dilucion 1:500 y se congel6 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 relacion Abs 280/ 260 para verificar la pureza ya que relaciones cercanas a 2

contienen alto grado de pureza de RNA.

Posteriormente se corrieron 2 uL de RNA resuspendido en 8 uL de amortiguador TAE 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 cADN.

Para la sintesis de cADN, se mezclaron: 1uL de cebadores oligo dT (500 pg/mL), 5 ng de
RNA, 5 uL de la mezcla de dinucledtidos trifosfato dATP, dCTP, dTTP y dGTP (10 mM) y
H20 libre de RNAsas cbp 12 uL y se calentaron a 65°C durante 5 min para desnaturalizar
las cadenas de RNA. Posteriormente, se llevaron rapidamente a hielo. Se agregaron 4 uL de
amortiguador para la enzima 5X (Promega). Se mezclaron los componentes y se incubaron
2 minutos a 37°C. Se agrego 1 uL de enzima MMLV- RT (Promega). Se mezclé la reaccion y
se incub6 60 minutos a 37°C. Al finalizar la incubacion, se inactivé la reaccion calentando a
70°C durante 15 minutos. Al terminar la inactivacion, se almacené a -20°C hasta su uso en
PCR.
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7.9 RT-PCR SEMICUANTITATIVA PARA ANALISIS DE LA EXPRESION DE CITOCINAS,
QUIMIOCINAS Y RECEPTORES DE QUIMIOCINAS.

Para verificar la expresion de actina en todas las muestras, se mezclaron los siguientes
componentes en un tubo: 2 uL de cDNA, 2.5 uL de amortiguador de reaccion para la Taq
Polimerasa sin MgCl,, 0.75 uL de MgCl, 50 mM, 0.5 uL de primer especifico para amplificar
sentido, 0.5 uL de primer antisentido, 0.1 uL de Taq Polimerasa (Invitrogen) y agua libre de
RNAsas y DNasas hasta un volumen final de 25 uL. Se amplificaron en un termociclador
(MyCycler BioRad) a las condiciones especificadas para los cebadores (ver anexo I). Se
corrieron 10 uL de las muestras con 1 uL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al
2% en TAE 1X para comprobar el tamafo 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 (mRNA), se utilizaron 2 uL de cDNA
obtenido por muestra y el reactivo SYBR green [Master Mix] (Applied Biosystems). Los
oligonucledtidos especificos y las condiciones de reaccion se mencionan en el Anexo .
Para la reaccion, se utilizé el equipo ABI Prism 7000 (Applied Biosystems) con el software
correspondiente para hacer el analisis. Se utilizaron placas con cubiertas 6pticas (Applied

Biosystems)

Tabla. 1 Especificaciones para PCR tiempo real

REACTIVO Para una reaccién de 10 uL

SYBR Green (Applied Biosystems) 5
Agua libre de endonucleasas 3.6
Oligonucleotidos 10uM c/u 0.2
cDNA 1
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7.11 DETERMINACION DE CITOCINAS EN LBA POR ELISA

Para determinar la cantidad de IL-5 se utilizd el procedimiento y las condiciones sugeridas
por el fabricante (Biolegend). Se agregaron 100 uL de dilucion 1:4 de anticuerpo de captura
a placas de 96 pozos (NUNC TM immunoplate MaxiSorp Surface) y se incubaron toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron con solucién de lavado (PBS+Tween 20 0.05%) y
se bloquearon con solucion de trabajo (PBS-SFB 10%) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Mientras tanto, se prepar6 una curva estandar con citocina murina recombinante y
al finalizar la incubacioén, se realizaron 4 lavados con solucion de lavado. Se colocaron 80 L
de cada muestra con 20 uL de PBS 1X por triplicado y otro pozo de 100 uL de PBS como
blanco. Las placas se incubaron durante 2 horas con agitacion a temperatura ambiente y
posteriormente se lavaron. Se agrego el anticuerpo de deteccion y se agitdé durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de lavar, se agrego la enzima peroxidasa y se incubaron

durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion constante.

Se lavaron y adicionaron 100 uL de sustrato ABTS (KPL) para revelar y se incubd a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 minutos. Finalmente, se detuvo la reaccion

con 100 uL de SDS 10%. Se ley6 la absorbancia a 492 nm en un lector de placas.

7.12 DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS OVA-ESPECIFICAS EN SUERO POR
ELISA

Para cuantificar las inmunoglobulinas IgE, 1IgG1 e IgG2a, se sensibilizaron las placas de 96
pozos (NUNCTM Immunoplate MaxiSorp Surface) con 100 uL en cada pozo de una solucién
de 20 ug de OVA (USB) disuelta en 100 uL de NaHCO; 0.1 M pH 8.3 por pozo y se

incubaron toda la noche a 4°C.

Posteriormente, se lavaron 4 veces con 300 uL de soluciéon de lavado, se bloquearon con
200 uL de solucion de trabajo y se incubaron durante 1 hr con agitacion constante a

temperatura ambiente.

Se lavaron las placas y se adicionaron 100 uL 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 agreg6 a cada pozo 100 uL de dilucién de anticuerpo de rata anti-
raton IgE (1:10000) (Zymed) y se incubd 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 incub6 durante 1 hora a 37°C.
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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°C.

Por ultimo, se lavan las placas y se adicionaron 100uL de solucion sustrato ABTS KPL
(Solucion A / Solucién B) (1:1) y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Para detener la reaccion, se agregaron 50 uL de H2SO,. Finalmente
se termind la absorbancia en el lector de ELISA a una longitud de onda de 450 nm. Los
datos se reportan como absorbancia determinada a 492 nm, y ésta es proporcional a la

cantidad de anticuerpo OVA-especifico presente en cada muestra.

7.13 PROCESAMIENTO DE TEJIDO PULMONAR, ANALISIS HISTOQUIMICO Y
MORFOMETRICO

Para realizar el analisis histologico y morfolégico 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 analisis. Las secciones de tejido fueron tefiidas
con H/E para evidenciar el infiltrado celular. La producciéon de moco fue revelada por tinciéon
de los cortes con PAS. Se tomaron fotografias de los cortes 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

midio la longitud en pm2 desde la lamina basal hasta la capa externa de musculo, mientras

que para los vasos, se midio el espacio entre la adventicia y el tejido conectivo.

Para cuantificar las células PAS positivas en las muestras tefiidas con acido peryodico de
Schiff (PAS), los cortes histolégicos fueron analizados en un microscopio NIKON Optiphot
con el objetivo 40 X. De cada muestra se contaron un total de 20 campos y se contaron 3

laminas por grupo.

7.14 ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias significativas entre los grupos: Silvestre control (WTSS) vs. deficientes de
CCR9 control (KOSS) vy silvestres tratados con ovoalbumina (WTOVA) vs. deficientes de
CCR9 tratados con ovoalbumina (KOOVA) fueron determinadas mediante el analisis
estadistico t student para datos desapareados a dos colas. Los valores de P<0.05 se

consideraron como significativos.
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VIil. RESULTADOS

Los modelos experimentales de asma han sido utilizados ampliamente para describir la
participacién de multiples moléculas durante el reclutamiento leucocitario. Los modelos de
asma agudos, proveen informacion necesaria acerca de lo que ocurren durante las primeras
horas posteriores al estimulo alergénico. En este trabajo, se utiliz6 un modelo murino de
alergia pulmonar aguda. Como se esquematiza en la figura 3, el modelo consiste en una
sensibilizacion con el alergeno experimental que es la proteina ovoalbumina (OVA). Aun
esta en discusion el uso de esta molécula como un alergeno experimental por sus
limitaciones de acuerdo a sus propiedades estructurales, como falta de actividad de
proteasa que tienen la mayoria de los alergenos o la induccion de tolerancia (22); sin
embargo esta molécula es ampliamente utilizada como alergeno experimental en las vias
aéreas por su capacidad de inducir una respuesta inflamatoria cuando es administrada en la

via respiratoria.

1. ANALISIS HISTOLOGICO.

Para el modelo de alergia pulmonar inducido en este trabajo, una de las estrategias que
permite analizar cualitativamente a las células inflamatorias, su interaccién con la barrera
estructural pulmonar y la localizacion de éstas in situ, es la histologia mediante cortes

histologicos de pulmon y la tincidon de éstos con hematoxilina/eosina.

En la FIGURA 4A se muestra la imagen de un bronquiolo no respiratorio en condiciones
normales. No se observa hiperplasia ni hipertrofia de las células epiteliales. Aunque en la
imagen pueden observarse algunas células infiltradas al epitelio pulmonar; no se observa

ningun foco inflamatorio ni células inflamatorias que rodeen el bronquio.

Cuando se induce alergia en ratones silvestres (FIGURA 4B), se observa una gran cantidad
de infiltrado inflamatorio que rodea al vaso e incluso hay células proinflamatorias que rodean
el bronquiolo, también existe una evidente hipertrofia de las células epiteliales y las células

caliciformes.

Dentro de las células que constituyen este infilirado, se encuentran los macrdéfagos, linfocitos
y eosindfilos. En condiciones inflamatorias, los macréfagos alveolares se encuentran
activados y contribuyen a la generacién de especies reactivas de oxigeno y citocinas
proinflamatorias. Los linfocitos efectores provenientes de los ganglios mediastinales,
modulan la inflamacion mediante la secrecion de IL-4, IL-13 y e IL-5. La IL-5 es una citocina
crucial en el reclutamiento y activacion de los eosinofilos en la mucosa pulmonar y se

localizan en el lumen bronquiolar y el intersticio.
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En la figura 4, en el acercamiento se obseva que las células que forman parte de este

infiltrado son células mononucleares y granulocitos.

El raton deficiente de CCR9 no muestra diferencias estructurales en condiciones basales
con respecto al raton silvestre (wildtype WT) que pudieran ser asociadas al genotipo CCR9-
/-, se observa libre de inflamacion o algun dano estructural intrinseco(FIGURA 4C); sin
embargo, al comparar el ratdn deficiente de CCR9 (knockout KO), visualmente se observa

menor cantidad infiltrado inflamatorio.

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacion es establecer el modelo experiental y
de acuerdo a las imagenes de histologia, aun en ausencia de CCR9, se puede inducir
alergia en este ratén, ya que se observan los focos de inflamacién caracteristicos que
rodean al vaso y al bronquiolo; sin embargo, la inflamacion que se induce es menor en el
raton KO (FIGURA 4D). En el acercamiento de la figura, también se observa un
reclutamiento de células mononucleares como en el raton WT y granulocitos, sin embargo,
al analizar con base en sus caracteristicas morfologicas, se observa menor numero de

granulocitos en el ratén KO

Por lo tanto, a pesar de que solamente se realizd analisis cuantitativo de las imagenes
histolégicas y resta por realizar analisis morfométrico, es claro que en este modelo
experimental, existe menor nimero de células en el tejido de los ratones deficientes de

CCR9 comparado con los ratones silvestres.
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FIGURA 4. EXISTE MENOR INFILTRADO INFLAMATORIO EN PULMON EN AUSENCIA
DE CCR9. Imagenes representativas de cortes histoldgicos fijados con etanol absoluto.
Tincién hematoxilina/eosina. Aumento 400x. A) Ratén silvestre control (WT/SS), B) Raton
silvestre inmunizado con OVA (WTOVA), C) Ratén deficiente de CCR9 control (KO/SS) Y D)
Raton deficiente de CCR9 inmunizado con OVA (KO/OVA). Cada imagen tiene un
acercamiento evidenciando células inflamatorias (Flechas)
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Una de las consecuencias mas importantes de la inflamacion crénica durante la alergia
pulmonar, es la hipersecrecion de moco por las células caliciformes. EL moco obstruye las
vias aéreas dificultando el flujo del aire. La sobreproduccién de moco puede evidenciarse
experimentalmente mediante histoquimica, ya que existen tinciones que hacen evidente la
presencia de mucinas. Las mucinas son glicoproteinas adosadas a la membrana de las
células caliciformes con un alto contenido de oligosacaridos. Las células con alto contenido
de polisacaridos forman un compuesto colorido en presencia del reactivo de Schiff y acido
peryodico (PAS); por lo tanto, en una tincion con PAS, las mucinas de caracter quimico
basico se toman una coloracion rojiza. La determinacion de mucinas por la técnica de PAS
es una evidencia importante que permite analizar de manera indirecta a la inflamacion

alérgica pulmonar.

En la inflamacion alérgica pulmonar, en condiciones basales, la produccién de moco, no es
evidente con la tincion de PAS, en ausencia o presencia de CCR9 (FIGURAS 5A y C); sin
embargo, en este modelo se logré inducir la sobreproduccion de moco como se observa los
resultados (FIGURA 5B). Independientemente de la expresion de CCR9, se induce la
produccion de mucinas en los animales CCR9 (-/-) y cualitativamente no hay diferencias en
la cantidad de células PAS+ (FIGURA 5D) comparado con los observado en los ratones

silvestres.

Para analizar cuantitativamente la produccién de moco, se tomaron diferentes campos por
muestra y se contaron las células PAS positivas, representando la produccién de moco con
propiedades basicas en un estudio ciego. Al comparar el nimero de células PAS+ de los
ratones WT con los ratones KO, se confirma lo observado en el analisis cualitativo, ya que
no se observan diferencias significativas en la cantidad de células PAS+ (FIGURA 6).

Por lo tanto, estas observaciones sugieren que para el tipo de mucinas con propiedades
basicas que son detectadas mediante la tincion con PAS y que son inducidas en este
modelo, CCR9 no es indispensable, pues en su ausencia el moco se sigue

sobreproduciendo de manera similar que en los ratones silvestres.
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C D

FIGURA 5. CCR9 NO ES IMPORTANTE PARA LA PRODUCCION DE MOCO EN
CELULAS PAS POSITIVAS EN TEJIDO PULMONAR

Imagenes representativas de cortes histolégicos fijados con etanol absoluto. Tincion con
acido peryddico de Schiff. Aumento 200X. A) Raton WT/SS, B) WTOVA, C) KO/SS Y D)
KO/OVA.
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FIGURA 6. CUANTIFICACION DE LAS CELULAS PAS POSITIVAS. Se cuantifico el
numero de células PAS positivas por campo en un total de 20 campos en un microscopio
optico. El numero de células positivas se representa en 20 campos por laminilla con un
aumento de 400X . Promedio de 5 laminillas por grupo. No se observaron diferencias

significativas. P> 0.05

CARACTERIZACION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO

El analisis histolégico permite observar cambios morfolégicos y estructurales del tejido
pulmonar, y proporciona informacion acerca de la cantidad y localizacion en la mucosa del
infiltrado inflamatorio. Sin embargo, no permite distinguir de manera precisa a todas las
subpoblaciones celulares que participan. Para el analisis diferencial, se distinguieron a los
siguientes tipos celulares, de acuerdo a las caracteristicas morfologicas evidenciadas con la
tincion de Wright: macrofagos, linfocitos, eosindfilos y neutréfilos El andlisis cuantitativo se

realiz6 a partir de lavados bronocoalveolares (LBA).

En este fluido se obtuvieron células provenientes del lumen bronquiolar. Como se menciond
previamente, las células residentes en el pulmén normal son los macréfagos alveolares y
algunos linfocitos. En los ratones WT y deficientes de CCR9 en condiciones basales, existe

una cantidad similar dr de células totales provenientes de los LBA (FIGURA 7).
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Como era de esperarse, al inducir inflamacion, este numero aumenta significativamente y
representa el incremento en las células infiltradas; sin embargo, al compararlos con la
condicion normal (WTOVA), existe menor niumero de células inflamatorias en ausencia de
CCR9 (KOOVA) , aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa; es importante
mencionar que existe una correlacion de este resultado con lo obtenido en el andlisis
histolégico, ya que cualitativamente también hay menor numero de células en los ratones
deficientes de CCR9, lo que podria sugerir que hay alguna poblacion celular que dependa

de CCR9 para migrar a pulmoén en condiciones de inflamacion.
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FIGURA 7. EXISTE MENOR NUMERO DE CELULAS EN LOS LBA DE RATONES
DEFICIENTES DE CCR9. Se obtuvieron 4 mL de lavados broncoalveolares y se determind
el numero de células totales. Los datos representan el promedio de 4 muestras diferentes.
Figura representativa de 3 experimentos independientes n=4 Prueba estadistica t student.

No hay diferencias significativas P > 0.05
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La caracterizacion morfoldgica de las células provenientes en el lavado se realizd en
laminillas con frotis tefidos mediante la técnica Wright. En los modelos de alergia pulmonar,
clasicamente se analizan las poblaciones mas importantes que son macréfagos, linfocitos,

eosindfilos y neutrofilos.

En el conteo diferencial de estos tipos celulares por sus caracteristicas morfolégicas, no se
observaron diferencias significativas en la cantidad de macréfagos en los ratones WT
alérgicos en comparacion con los KO, ni tampoco en los linfocitos (FIGURA 8). Sin embargo,
aunque esta diferencia no es significativa, se observa menor nimero de linfocitos en los
ratones deficientes de CCR9, es necesario aumentar el numero de individuos para confirmar
este resultado. En este modelo la cantidad de neutrdfilos que se induce es muy baja y no se
observaron diferencias de neutrofilos en ausencia o presencia del receptor CCR9. Algo muy
interesante y que confirma lo sugerido en trabajo previo de este grupo de laboratorio es que
en ausencia del receptor CCR9, se observa un nimero menor de eosindfilos en ausencia de

CCR9 y esto es significativo.
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FIGURA 8. HAY MENOR CANTIDAD DE LINFOCITOS Y EOSINOFILOS EN AUSENCIA
DE CCR9 DURANTE LA INFLAMACION PULMONAR. Se citocentrifugaron 20,000 células
provenientes de LBA y se tifileron con Wright para determinar por sus caracteristicas morfoldgicas
macrofagos (MAC), linfocitos (LINF), eosindfilos (EOS) y neutréfilos (NEUT). Grafica representativa

de 3 experimentos independientes. Promedio representativo n=4. Prueba t student. *P< 0.05
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Para confirmar los resultados obtenidos por citocentrifugacion, se caracterizaron
fenotipicamente a las supbpoblaciones de acuerdo a la expresion de marcadores
especificos en LBA mediante citometria de flujo. En la Figura 9 se muestran diagramas de
puntos representativos de las muestras correspondientes. En un primer andlisis, se

seleccionaron 2 poblaciones generales de acuerdo a las criterios de tamafio y granularidad.

De un total de 10, 000 células analizadas se puede observar que en los ratones WT y KO
controles (SS), se definen las poblaciones residentes que son macréfagos alveolares y una
poblacion de linfocitos (FIGURA 9 A y C). En las muestras correspondientes a WT y KO de
los ratones alérgicos (FIGURA 9B y D), aparece una evidente poblacion que de acuerdo a
su tamafio y granularidad pudieran ser eosindfilos y la poblacion de linfocitos aumenta de

tamano, consecuencia de su estado de activacion.

Por lo tantoen los ratones inmunizados con OVA, en ausencia del receptor de quimiocinas
CCR9, existen diferencias en tamafo y granularidad en comparacion a las condiciones
normales, lo cual sugiere una modificacion que pudiera ser de acitvacion de la poblacién en

los ratones en ausencia de CCRO. (eje ordenadas).
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FIGURA 9. ANALISIS DE LAS POBLACIONES CELULARES EN LAVADOS
BRONCOALVEOLARES POR CITOMETRIA DE FLUJO. EXISTEN DIFERENCIAS EN
TAMANO Y GRANULARIDAD EN AUSENCIA DE CCR9. Diagramas de puntos

representativos de cada muestra de acuerdo a tamafio y granularidad.
B) WTOVA, C) KO/SS y D) KO/OVA. Figura

A) WT/SS,
representativa de 3 experimentos

independientes n=4 por experimento. Notese que en los ratones deficientes de CCRO,

existen diferencias en cuanto a tamafio y granularidad de las poblaciones al compararlas

con los ratones WT.
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Para analizar a cada poblacion se realizaron subregiones de acuerdo al tamafio y
granularidad a las que se llamaron R1= Linfocitos y R2= Granulocitos/macrofagos. De
acuerdo a la seleccion de la regién R1, no se observan diferencias significativas en el
porcentaje de linfocitos en los ratones WTOVA vs. KOOVA; a pesar de que existe una
tendencia a disminucion de linfocitos totales en los ratones KO alérgicos, estas diferencias
no son significativas. Sin embargo, sugieren que una pequefia subpoblacion de linfocitos se
ve afectada en ausencia de CCR9 (FIGURA 10 B, C).
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FIGURA 10. EN AUSENCIA DE CCR9 SE OBSERVAN MENOS LINFOCITOS EN LBA. Se
muestra A) Diagrama representativo de puntos para esquematizar las regiones
seleccionadas para el analisis de linfocitos y granulocitos/macrofagos de acuerdo al tamafio
y granularidad. B) Porcentaje de linfocitos totales C) Numero de linfocitos por grupo.
Promedios representativos de 3 experimentos independientes n=4 No hay diferencias
significativas entre los grupos WT/OVA vs. KO/OVA P> 0.05
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De la region de linfocitos (R1) se analizaron a las células de acuerdo a la expresion de CD4
y CD8 (FIGURA 11 A-D).

La caracterizacion de os linfocitos CD4 es importante porque dentro de esta poblacion
celular se encuentran los linfocitos TH2 que modulan el curso de la inflamacion alérgica
pulmonar. En el presente trabajo se observd que para los linfocitos T CD4, no existen
diferencias significativas en porcentaje al comparar la condicién normal con la deficiencia de
CCR9 (CCR9 KO) (FIGURA 11 E), sin embargo, cuando se refieren estos porcentajes a
niameros de células totales, existe una diferencia significativa al comparar a los ratones
deficientes de CCR9 con la cepa silvestre (FIGURA 11F).

La participacién de los linfocitos T CD8 aun se encuentra en discusién, ya que se ha
sugerido que una pequefa poblacion de linfocitos citotdxicos son importantes en la alergia
pulmonar, ya que en ratones que carecen de linfocitos T CD8 existe una disfuncion en la
hiperreactividad normalmente observada en los ratones silvestres y también se ha sugerido
que esta poblacion de linfocitos T CD8+ pudieran servir para mantener a una poblacion de
células T reguladoras. Durante el andlisis de la poblacion T CD8, no se observaron
diferencias significativas en porcentaje ni en nimero de células (FIGURA 11 G, H). Sin
embargo aun no se descarta que pudieran ser importantes para el desarrollo de

hiperreactividad, parametro que aun queda por analizar de este modelo
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FIGURA 11. LA POBLACION DE LINFOCITOS T CD4+ ES LA POBLACION MAS
AFECTADA POR AUSENCIA DE CCR9 EN LBA. A-D Se muestran diagramas de puntos
representativos de cada grupo A) WT/SS, B) WT/OVA, C) KO/SS y D) KO/OVA de acuerdo
a la expresion de CD4 o CD8. Las figuras E-H muestran los promedios representativos de 3
experimentos independientes de E) porcentaje linfocitos T CD4+ F) Promedios de ndmero
de células linfocitos T CD4 G) Promedio de porcentaje de linfocitos T CD8+ H) Promedios

de numeros de células linfocitos T CD8+

Del andlisis citoquimico se observé una disminucion en la poblacion de eosindfilos en
ausencia de CCR9, por esto, fue de gran interés analizar a la poblaciéon de eosindfilos en la

region de granulocitos/macréfagos obtenida en el diagrama de puntos de la figura 10 A.

En esta region se encuentran potencialmente poblaciones de eosindfilos, neutrdfilos,
macrofagos y algunas células dendriticas. De acuerdo a las caracteristicas de tamafio y
granularidad, no se observaron diferencias significativas en porcentaje de células de la
region de granulocitos/macrofagos (FIGURA 12 B). El numero de células no muestra
diferencias significativas en ausencia de CCR9 (FIGURA 12 C); sin embargo se observa una
clara tendencia a menor numero de células, lo que correlaciona con un menor numero de

eosinofilos en el conteo diferencial.

47



100+

80+ i

“OCo A

L0

PORCENTAJE (%)
Region granulocitos/macrégafos
3
L

GLO

ACD lJ L] Ll Ll
WT/SS WT/OVA KO/SS KO/QVA

Granularidad ——>

20010 C
9
o 8.0x10°54
i} §8
2 [ ]
o F00 A00 Bao EQO 1000 o
& 6.0x1074
8 a .
g ——————————> =28
Tamario BTG 4.0x107
=]
z E . v
5 2.0x10754 - y
‘g —h A vy
3 oo -
m L , T L
WT/SS WT/OVA KOISS KO/OVA

FIGURA 12. ANALISIS DE LA REGION DE GRANULOCITOS / MACROFAGOS. Se
muestra A) Diagrama representativo de puntos para esquematizar las regiones
seleccionadas para el analisis de linfocitos y granulocitos/macréfagos de acuerdo al tamaio
y granularidad. B) Porcentaje de granulocitos totales C) Numero de células por grupo.

Promedios representativos de 3 experimentos independientes n=3 P> 0.05

El andlisis de granulocitos que se realizd no permite distinguir con precisiéon a las
poblaciones celulares que se encuentran en la region de granulocitos, potencialmente
podrian encontrarse células cebadas, basdfilos, neutrdfilos, eosindfilos, macréfagos, células
dendriticas, principalmente. Por los resultados obtenidos en el conteo diferencial, es un
receptor de quimiocinas expresado por eosindfilos, linfocitos Th2 y basdfilos. Gr-1 es una
integrina que se encuentra expresada ampliamente por los granulocitos y macréfagos. En
primer lugar se utiliz6 a ambas moléculas para intentar distinguir a una poblacién potencial
de eosindfilos. De la region correspondiente a los granulocitos/macréfagos, se analizo a las
células que coexpresaran estos dos marcadores. En la FIGURA 13 se observa que en los
respectivos ratones control existen células dobles positivas y este fendmeno no correlaciona
con lo obtenido en los conteos diferenciales, donde se confirmé que la cantidad de

eosinofilos es muy baja en ausencia de inflamacion, lo que sugiere que este doble marcaje
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pudiera no resultar muy especifico solo para eosinofilos. A pesar de esto, al inducir
inflamacién, no se observan diferencias en los ratones KO vs. WT en porcentaje (FIGURA
13 E) pero si hay menor nimero de células doble positivas en los ratones deficientes de
CCR9 (FIGURA 13 F), fendbmeno que correlaciona con que sugerentemente existe menor

numero de eosinodfilos en los ratones KO.
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FIGURA 13. DISMINUCION DE LAS SUBPOBLACIONES QUE COEXPRESAN CCR3 Y
Gr-1 EN LOS RATONES DEFICIENTES DE CCR9 A-D Se muestran diagramas de puntos
representativos de cada grupo A) WT/SS, B) WT/OVA, C) KO/SS y D) KO/OVA de acuerdo
a la coexpresion de CCR3 y Gr-1 Las figuras E-F muestran los promedios representativos de
3 experimentos independientes n=4. No hay diferencias significativas. E) Porcentaje

linfocitos T CD4+ F) Promedios de numero de células doble positivas P < 0.05

Existen estudios que se han encargado de analizar detalle cada una de las poblaciones
presentes en lavados broncoalveolares de ratones inmunizados. De acuerdo a la
coexpresion de CD11b y CD11c se pueden distinguir distintos tipos celulares: macréfagos
alveolares, células dendriticas y granulocitos. A una poblacién potencial de granulocitos en
pulmén se le define por su fenotipo CD11¢c-/CD11b+.

Para corroborar los resultados obtenidos previamente, utilizamos este doble analisis para
cuantificar a los eosindfilos en los ratones deficientes de CCR9 (FIGURA 14). En los ratones
alérgicos aparece una poblacion CD11¢-/CD11b+( FIGURA 14 B,D) que no existe en los
ratones control (FIGURA 14 A,C). Cuando se analiza a esta poblacion de acuerdo a la
expresion de CD11b y la granularidad (FIGURA 14E) , se observan dos poblaciones que
potencialmente son eosindfilos en distintos estados de activacion ya que expresan en
distintas cantidades a la integrina CD11b. Al cuantificar a la poblacién que se nombro

CD11bmed, no se observan diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
células (FIGURA 14F), sin embargo en el numero total de células, hay una tendencia a

disminuir de células en los ratones deficientes de CCR9 (FIGURA 14G) al compararlos con

los ratones silvestres. Al analizar a la poblacion CcD11bNi; se observé que tanto en el
porcentaje de células en los ratones KO a comparacion de los WT (FIGURA 14H) asi como

en el numero de células existe menos cantidad de estas células(FIGURA 14l).

Es necesario subrayar el hecho de que estas poblaciones se encuentran ausentes en los
ratones control, lo que confirma que se trata de poblaciones infiltradas presentes en lavados

broncoalveolares durante el proceso inflamatorio y que son granulocitos.

Al correlacionar este resultado con lo observado en el conteo diferencial por morfologia, se
apoya el hecho de que existe una poblacion de eosindfilos que depende de la expresion de
CCR9 ya sea en ellos mismos o que indirectamente existiera otra poblacion que de acuerdo
a nuestros resultados pudiera ser de linfocitos T CD4 (FIGURA 11) que se encuentren

modulando el reclutamiento de los eosindfilos a la mucosa pulmonar.
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FIGURA 14. CCR9 PARTICIPA EN LA REGULACION DE UNA POBLACION QUE EXPRESA LOS
MARCADORES CD11b y CD11c A-D Se muestran diagramas de puntos representativos de cada
grupo A) WT/SS, B) WT/OVA, C) KO/SS y D) KO/OVA de acuerdo a la coexpresién de CD11b y
CD11c. E) Imagen representativa del analisis de las subpoblaciones de la region CD11c- CD11b+.
Las figuras F-G muestran los promedios representativos de 3 experimentos independientes n=4. F)

Porcentaje células CD11b .
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DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS OVA-ESPECIFICAS.

Ademas de la produccion de moco, otra consecuencia importante mediada por las células
inflamatorias es la produccion de inmunoglobulinas IgE e IgG1 OVA-especificas por los
linfocitos B. Algo importante de hacer notar, es que como se ha demostrado en este modelo
previamente, se inducen inmunoglobulina especificas para ovoalbumina al comparar los
ratones control con los sensibilizados (FIGURA 15). Cuando se comparan los ratones
deficientes de CCR9 con los WT, no se observan diferencias, lo cual sugiere, que a pesar de
que hay una poblacion ausente por la deficiencia de CCR9 en los ratones alérgicos, esta

poblacion no participa para inducir una efectiva respuesta de anticuerpos en suero.

A IgE B 1gG1

3.0 2.5

2.5+ T
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T T . y T
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-

Absorbancia 492 nm
Absorbancia 492 nm

0.549

FIGURA 15. CCR9 PARECE NO MODULAR LA PRODUCCION Y SECRECION DE IgE e
IgG1 OVA-ESPECIFICAS. Se cuantificd la produccién de inmunoglobulinas en suero
mediante ELISA. Las graficas son promedio de 3 experimentos independientes n=4. No hay
diferencias significativas P > 0.05
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ANALSIS DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE QUIMIOCINAS, LIGANDOS Y
CITOCINAS.

El receptor de quimiocinas CCR9 no se expresa en pulmén en condiciones normales. Se
utilizo tejido de timo como control positivo de la expresion de CCR9. Como es de esperarse,
en condiciones de inflamacion, la expresion de CCR9 se encuentra incrementada a
comparacion de las condiciones control, esto pudiera ser por el reclutamiento de células
que expresen este receptor por lo tanto, es de vital importancia, demostrar que su ligando
unico (CCL25) se puede inducir en tejido pulmonar en condiciones inflamatorias, donde
también se utilizé al timo como control positivo. Algo interesante es que en condiciones
basales, en ausencia de CCR9 existe mayor expresion de su ligando lo que sugiere una
regulacion basal del ligando por su receptor. En condiciones inflamatorias el ligando es

capaz de expresarse aun en ausencia de CCR9.

Como se menciond anteriormente, el receptor CCR3 es sobreexpresado en condiciones de
alergia, por las células inflamatorias (linfocitos Th2 y eosindfilos). Algo interesante es que en

ausencia de CCRY, el receptor CCR3 se ve disminuido aunque no de manera significativa.

Sin embargo, la tendencia se observa en todos los experimentos por lo que se sugiere que
esta disminucion puede ser por la poblacién ausente de eosindfilos en los ratones KO. Su
ligando, la quimiocina CCL11 también se ve disminuida por lo que pudiera ser una

explicaciéon de por qué existe menos nimero de eosindfilos.

La citocina IL-5 es de suma importancia para la produccién y activacion de los eosindfilos.
En lavados broncoalveolares no se observa disminucion en los ratones deficientes de CCR9
como se hubiera esperado, pero esto se podria explicar asociando esta citocina cuantificada
con un mayor consumo en los ratones WT a pesar de que el RNA mensajero indica menor

expresion en los ratones WT.
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FIGURA 16. LA EXPRESION DE CCL25 Y CCR9 SE INDUCE EN PULMON EN
CONDICIONES INFLAMATORIAS. Se analizé por RT-PCR en tiempo real la expresion de
los receptores CCR9 (panel superior) y CCR3 (panel inferior) con sus respectivos ligandos.
Se utilizd cADN de timo como control positivo de expresion de CCR9 y CCL25. Grafica

representativa de 3 experimentos independientes n=2 * p < 0.05
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FIGURA 17. ANALISIS DE LA SECRECION Y DE LA EXPRESION DE IL-5. Se cuantificd
la cantidad de IL-5 (pg/mL en LBA por ELISA (panel izquierdo). Grafica representativa de
tres experimentos independientes n=4 p > 0.05. Se analiz6 la expresion de mMRNA de IL-5 en
tejido pulmonar por RT-PCR en tiempo real. Grafica representativa de 3 experimentos
independientes n=2 p > 0.05
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IX. DISCUSION

El asma alérgica tiene 3 componentes importantes que la definen: la hiperreactividad

bronquial, la sobreproduccién de moco y la inflamacién alérgica pulmonar tipo TH2.

La inflamacién alérgica pulmonar es una caracteristica muy importante durante el desarrollo
y progresion en el asma alérgica. En ella, intervienen elementos celulares que modulan y
controlan la progresion de la enfermedad. La patologia asociada a la inflamacion alérgica
pulmonar se relaciona con la secrecion de moléculas proinflamatorias incluyendo
mediadores lipidicos, péptidos inflamatorios, quimiocinas, citocinas y factores de
crecimiento. Ademas de los leucocitos infiltrados, las células estructurales como las
epiteliales, endoteliales y los fibroblastos son fuente de mediadores proinflamatorios
causando o favoreciendo la liberacion de éstos (20)- . Debido a la naturaleza compleja de
este microambiente, el estudio de la regulacion de estos mediadores es un potencial
atractivo terapéutico (58)- .

La regulacion de las quimiocinas y sus receptores, asi como su paticipacion en los procesos
inflamatorios, son de gran interés en la busqueda de potenciales blancos terapéuticos (59)- .
Es por esto que han sido objeto de estudio en modelos animales in vivo e in vitro y en
algunos casos, se ha observado una correlacion entre el incremento en el nivel de algunas
quimiocinas en sueros de pacientes con el progreso de la enfermedad (60,61)- .

Existen claros ejemplos en donde se han encontrado niveles elevados de la quimiocina
CCL11 y su receptor CCR3 en biopsias de mucosa bronquial de asmaticos atépicos a
comparacion de los sujetos sanos (62)- . En otros reportes, se han encontrado altos niveles
de las quimiocinas CCL2, CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL24 en LBA de pacientes con
asma alérgica y de receptores como CCR3 (60)- .

Los modelos animales de alergia pulmonar, han podido esclarecer la participacion de
algunas moléculas en la inflamacion alérgica pulmonar. Como resultado de los estudios con
modelos animales, actualmente sabemos que el asma alérgica involucra la interaccion de
entre la inmunidad innata y la adaptativa. La eosinofilia, como principal caracteristica del
proceso alérgico, ha sido demostrada en experimentos con ratones deficientes de este tipo
celular (63)- . Los modelos experimentales en ratén, se inician sensibilizando a los ratones
con alguna proteina inmunogénica (comunmente ovoalbumina), lo cual es acompafiado con
algun adyuvante como hidroxido de aluminio. El tiempo que tiene el sistema inmune para
inducir una respuesta es de varios dias, posteriormente, el contacto directo con el antigeno
en los pulmones se realiza en forma de aerosol o por instilaciéon nasal, lo cual desencadena
una reaccion inflamatorio en los pulmones caracterizada por un reclutamiento de eosindfilos,
engrosamiento del epitelio e hiperreactividad bronquial. El esquema de sensibilizacion varia
de acuerdo a los modelos reportados; sin embargo, un esquema comun, consiste en la

sensibilizacion via intraperitoneal con dos administraciones espaciadas por una semana,
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descanso de una semana y un reto por medio de exposicidon con un aerosol de ovoalbumina
al 1% durante 30 minutos por cada 2 o tres dias (64)- . Las caracteristicas de la inflamacion
alérgica se observan un dia o dos posteriores a la ultima exposicion, aunque la cinética de
eventos en este proceso no se ha analizado detalladamente. En algunos trabajos se han
utilizado algunas variacion, por ejemplo, la exposicion nasal a NO,, la cual ha sido utilizada
como inductora de la respuesta inmune en lugar de adyuvante y ha sido utilizada como un
intento de mimetizar las condiciones ambientales de algunos contaminantes (65)-
También se han utilizado algunas variaciones en el tipo de antigeno administrado, debido a
que se ha cuestionado el contacto real de los humanos con la ovolabumina, lo cual ha
permitido el uso de extractos de desechos de acaros y Aspergillus, que son los mas
representativos de lo que ocurre naturalemente en los humanos (65,66)- .

Otro variable que se ha utilizado en los modelos murinos de inflamacion alérgica pulmonar,
es la cronicidad en la exposicion antigénica. La sensibilizacién y reto que se describe
anteriormente, es aguda; sin embargo, el asma en los humanos es un padecimiento crénico
en donde claramente se ha observado que la remodelacién de la via aérea ocurre en los
ultimos estadios. Algunas investigaciones en modelos animales, han sido dirigidas al estudio
de los procesos generados por la induccion cronica al antigeno. Desafortunadamente en la
mayoria de los casos, la administracion cronica de ovoalbumina en cepas como los BALB/c,
da lugar a tolerancia (67)- .

Los modelos animales han sido de gran importancia para el estudio de los mecanismos de
inflamacion alérgica, se han icombinado con el uso de anticuerpos monoclonales, animales
transgénicos y ratones knock out para describir el papel de moléculas y células; sin embargo
se deben considerar como limitaciones algunas diferencias estructurales y funcionales entre
humano y raton, la mas importante, que los ratones no desarrollan asma de manera
espontanea (68)- .

En el modelo experimental utilizado en el presente trabajo de investigacién, se induce
inflamacién pulmonar en ratones de la cepa C57BL6. A pesar de que se han reportado
algunas diferencias en la respuesta inflamatoria que se induce entre la cepa C57BL6 vy
BALB/c, se ha reportado que la cepa C56BL6 es mejor para observar infiltrado inflamatorio
(68), ademas de que fue necesario utilizar un raton deficiente del receptor CCR9 que se
encuentra en fondo genético C57BL6.

Como se mencion6 anteriormente, los modelos murinos proporcionar informacién acerca de
los procesos de regulacion y participacion de algunas moléculas. En el caso de este trabajo
de investigacion, se analiza el papel que tiene el receptor de quimiocinas CCR9 en la alergia
pulmonar. La regulacion de los receptores de quimiocinas de la familia CC, ha sido
ampliamente analizada en los modelos murinos (69)- . En estos modelos, se ha descrito que

el receptor de quimiocinas CCR3 es un modulador importante durante la alergia pulmonar
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(70)- y en algunos casos también se ha sugerido que otros receptores de la familia CC no
son importantes durante el desarrollo de este proceso inflamatorio (71)-, aunque la
nformacion aportada en este modelo murino no ha correlacionado con lo observado en la
clinica (72)- .

La participacion del receptor de quimiocinas CCR9 no ha sido analizada previamente. Como
se menciono en la introduccion, existe una poblacion de células iINKT que participan en la
inflamacién alérgica pulmonar (26)- . Se ha reportado que, en pacientes con asma alérgica
existe una subpoblacién de células que sobreexpresan al recepor CCR9, a comparacion de
los sujetos sanos, ademas que se demuestra por primera vez que existe una produccion de
CCL25 (ligando unico de CCR9) en la mucosa bonquial de estos pacientes asmaticos (52).-
Los eosindfilos, son células caracteristicas del infiltrado inflamatorio en la alergia pulmonar
(27) y este tipo celular es el regulador mas importante de el proceso inflamatorio. Se ha
estudiado ampliamente el mecanismo de reclutamiento y activacion que tienen estas células.
El receptor de quimiocinas CCR3 participa de manera importante en este proceso y la
citocina IL-5 es la principal responsable de la activacion. Existen reportes en donde se
demuestra que la expresion de este receptor es inducible en lineas celulares de eosindfilos
humanos mediante estimulos inflamatorios de IL-3 e IFN-y (55), sin embargo, estos
hallazgos han sido determinados in vitro.

Es por lo anterior, que fue de interés para el presente trabajo de investigacion, analizar la
participacion in vivo del receptor de quimiocinas CCR9 en la inflamacién alérgica pulmonar,
en un modelo murino utilizando ratones deficientes de CCR9 y comparando la respuesta
inflamatoria con ratones silvestres.

Una de las caracteristicas que se analiza en los modelos murinos de alergia, es el infiltrado
inflamatorio mediante cortes histologicos de pulmén. Este analsis histolégico permite
describir el proceso inflamatorio in situ. Comenzaremos describiendo a la mucosa pumonar.
E epitelio pulmonar es una barrera muy importante de la defensa contra los alergenos,
contaminacion, virus, bacterias, etc . La mucosa pulmonar esta compuesta de distintos tipos
de células epiteliales, fibroblastos y células endoteliales. Los fibroblastos se encargan de la
regeneracion de elementos de matriz extracelular que son necesarios durante los procesos
de reparacion con el fin de recuperar la funcion normal del pulmén. Esta reparacion es
inducida mediante la secrecion de factores de crecimiento como PDGF, TGF-B e IGFs
(73)" . Estas moléculas participan activando los mecanismos de reparacion inducidos por
dano tisular agudo y cronico. Las células epiteliales sirven de barrera mecanica para impedir
el ingreso de agentes nocivos al tejido y las células epiteliales alveolares se encargan de
modular el intercambio gaseoso. Ambos tipos de células son capaces de secretar también
citocinas como CCL2, CCL3 y GM-CSF (74)- . Las células endoteliales se encuentran

estratégicamente localizadas entre el compartimiento vascular y el intersticio pulmonar,
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funcionan como barrera estructural en ciertos procesos bioldégicos como la inflamacion y
regulan procesos de regeneracién vascular como la angiogénesis ya que también son
capaces de secretar factores de crecimiento (36)-. Debido a que estas células
estructurales (epiteliales, fibroblastos, endoteliales) constituyen la mucosa pulmonar y junto
con las glandulas mucosecretoras, funcionan como una barrera entre el organismo y las
condiciones ambientales, son reguladoras importantes de procesos inflamatorios como la
alergia pulmonar. En los modelos murinos, los cortes histolégicos permiten analizar, por un
lado, al infiltrado inflamatorio, su cantidad y composicion, ademas de que permiten analizar
los cambios estructurales inducidos en la mucosa pulmonar durante el reto alergénico (75)- .
En el modelo murino utilizado en este trabajo experimental, se observd que en el espacio
peribronquiolar, existe una gran cantidad de infiltrado inflamatorio en los ratones silvestres
sensibilizados con ovoalbumina, el cual es representado por una gran cantidad de células
mononucleares y polimorfonucleares; sin embargo, al comparar con la respuesta
inflamatoria en los ratones CCR9 KO, a pesar de que también se observa gran cantidad de
infiltrado inflamatorio, cualitativamente es menor la cantidad que en los ratones silvestres.
Aunque aun falta confirmar con un andlisis morfométrico que indique cuantitativamente el
area de infiltrado , las imagenes de histologia sugieren que existe una dependencia de las
células inflamatorias en cuanto a la expresion del receptor CCR9. Alun se podria distinguir a
nivel histolégico por técnicas como inmunohistoquimica si es una poblacién celular
especificamente la que se ve afectada en ausencia de CCR9 y también se describiria la
localizacién espacial de los distintos tipos celulares involucrados. Ademas, no se observan
diferencias en los procesos de remodelacién inducidos en las células estructurales antes
mencionadas en los ratones deficientes de CCR9, lo cual sugiere que este receptor es
importante para los procesos de remodelacion que se llevan a cabo en la mucosa pulmonar
durante la alergia, sin embargo, es necesario analizar el efecto de la ausencia de CCR9 en
modelos crénicos que permitan inducir cambios estructurales y procesos de remodelacién

mas evidentes (76)- .

Otro parametro que permite analizar la histologia, es la produccién de moco. Como se
menciond anteriormente en la introduccion, la sobreproducciéon de moco por las células
caliciformes es una consecuencia fundamental durante la alergia pulmonar y es una de las
causas que favorecen a la broncobstruccion (77)- . Esta sobreproduccion es dependiente de
estimulos proinflamatorios generados por el microambiente, como el caso de las citocinas
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-11 e IL-13 (78)- .

La tincion de los cortes histolégicos con PAS, evidencia a las células productoras de moco
porque aparecen tefidas de rojo. Cualitativamente no se observé alguna diferencia en la
produccion de moco en los ratones CCR9-KO a diferencia de los silvestres, aunque parece

que la distribucion de este moco es mas uniforme en los ratones silvestres. Para confirmar el
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analisis, se realizé una cuantificacion de las células PAS+ y no se observé diferencia en la
cantidad de células productoras de moco por campo. Aunque no se observaron diferencias
en el nimero de células productoras de este tipo de moco, resta por analizar si existen
diferencias en la produccion de otros tipos de moco mediante otra tincion para glicoproteinas
(como el azul alciano) comparando ambos grupos de ratones. Es importante analizar las
diferencias en la producciéon de moco debido a que es una medida de la cantidad de
inflamacién. Los genes de mucinas que se expresan en pulmon son principalmente MUC?2,
MUCS5AC y MUC5b. Se ha visto que estos genes pueden ser regulados por la presencia de
citocinas proinflamatorias, principalmente IL-4 e IL-5 (19)- . El hecho de que existieran
diferencias en la produccién y localizacion de diferentes tipos de moco en los ratones
deficientes de CCR9, sugiere una regulacion en produccién de citocinas e indica una
regulacién directa en la expresion de los genes de mucinas por un gen de quimiocinas. No
se ha estudiado a detalle la relacion entre receptores de quimiocinas y la expresion de
genes de mucinas, aunque existen evidencias que existe comunicacion directa o indirecta de
regulacion de genes MUCS5AC por interaccion quimiocina-receptor, como es el caso del
receptor CCR®6 en lineas de células epiteliales humanas (79)- .

Otro paramentro que fue necesario evaluar, fue cuantificar y distinguir a las poblaciones
celulares en LBA debido a que se sabe que las células inflamatorias, migran a la mucosa
pulmonar mediadas por la secrecién de citocinas proinflamatorias en la mucosa pulmonar
(68). Las quimiocinas y sus receptores funcionan como moduladores de la inflamacién, ya
que son las células inflamatorias las encargadas de continuar con la secrecion de citocinas y
favorecer el microambiente inflamatorio (80)+ . Por lo anterior, se cuantifico en los LBA el
numero de células y se distinguié de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas el tipo
celular al cual pertenecen. En nuestros resultados, se observa una tendencia a la
disminucién de células totales en los ratones CCR9 KO en comparacion con los ratones WT.
Debido a que esta diferencia no es significativa; es necesario aumentar el nimero de
experimentos, sin embargo si se establece un primer indicio de que existe un tipo de

regulacion del proceso inflamatorio que puede ser mediado por el receptor CCR9.

Al distinguir a cada poblacién de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas por medio de un
conteo diferencial, se observaron diferencias en el reclutamiento de linfocitos y eosinofilos.
Aunque solamente en el caso de los eosindfilos las diferencias son significativas, es
necesario aumentar el nimero de individuos para el andlisis de los linfocitos. En este modelo
y bajo las condiciones inflamatorias, no se observaron diferencias en el numero de

macroéfagos y neutrofilos por la ausencia de CCRO.

Una hipdtesis que expliqgue menor cantidad de eosindfilos en los ratones deficientes de
CCR9 puede ser que estos eosindfilos expresan CCR9 y este receptor les sea necesario

para migrar hacia pulmén a través del unico ligando que pudiera ser expresado en la
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mucosa pulmonar, como ocurre en estas células a través de CCL11 y el receptor CCR3
(60). Sin embargo, solamente existe un reporte en donde se demuestra la expresion de
CCL25 (ligando unico de CCR9) en mucosa bronquial de pacientes asmaticos (52)- . Lo que
se ha demostrado es la expresion de esta quimiocina Unicamente se caracterizd en
condiciones homeostaticas en tejido timico (81)+ y epitelio intestinal (82)- . En condiciones
inflamatorias, la interaccion CCL25-CCR9 es importante regulando procesos crénicos

inflamatorios como la enfermedad de Crohn o el intestino irritable (83)- .

Otra posible explicacion puede ser que exista otra poblacién que dependa de CCR9 para su
migracion y/o activacion en pulmén y que a su vez regula al reclutamiento de eosindfilos,
mediante la secrecion de algun mediador y esta migracion se vea impedida para una

poblacion particular de eosinofilos.

Cuando existe un estimulo antigénico, los linfocitos residentes de la mucosa pulmonar
también pueden migrar a los ganglios mediastinales y ser activados, proliferan y se
diferencian a fenotipo cooperador T2 y pueden migrar a la mucosa pulmonar e incluso

proliferar en pulmon (84)- .

Otro tipo celular que se cuantificd durante el analisis de las poblaciones es el de neutrdfilos.
Estas células se consideran un marcador muy importante en algunos pacientes con asma
severa. Son reclutados por accion de CXCL8 hacia la mucosa pulmonar (85)+ . En algunos
modelos de alergia se encuentran aumentados y en estos modelos experimentales se les ha

atribuido una participacion importante como reguladores del dafio epitelial (86)- .

Para realizar un andlisis mas detallado de las subpoblaciones, los LBA se analizaron por
citometria de flujo. Los linfocitos T que expresan al marcador CD4 se subclasifican de
acuerdo al perfil de citocinas que secretan en linfocitos Ty1, Ty2, Ty17 y T reguladores
(87)- . Los linfocitos que participan regulando el microambiente durante la inflamacién
alérgica principalmente son los linfocitos Ty2. Estos linfocitos se encargan de secretar
citocinas como IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15 (84)-. Como se mencioné
anteriormente, estas citocinas, principalmente la IL-5 modulan el reclutamiento y activacion
de eosindfilos . La IL-13 tiene accion directa sobre el epitelio induciendo a la proliferacion de
las células caliciformes y de esta manera contribuyen a la secrecion de moco. En el analisis
de citometria de flujo, existe una disminucién de linfocitos en los ratones CCR9 KO al
compararlos con los ratones WT. Esto es importante también porque se puede analizar
posteriormente a alguna subpoblacion de células T reguladoras que pudiera verse modulada
por la expresion de CCR9. Estudios preeliminares en nuestro grupo de investigacion, han
sugerido que existe una subpoblacién de linfocitos T con capacidad reguladoras cuyo
reclutamiento a intestino delgado en un modelo de amibiasis intestinal, depende de la
expresion de CCR9, por lo que aun queda por analizar con mayor profundidad a esta
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poblacion en la mucosa pulmonar de acuerdo a los marcadores CD25 y FoxP3 para

distinguir si se ve afectada esta subpoblacion reguladora en ausencia de CCR9 (88)- .

Como se puede observar en las FIGURAS 13 y 14 se utilizd una caracterizacion diferente
para distinguir a los eosindfilos (CCR3+/Gr-1 y CD11b+/CD11c- respectivamente). La
coexpresion de CCR3 y Gr-1 se puede utilizar para diferenciar a los eosindfilos de otras
poblaciones de granulocitos o de linaje mieloide que pudieran expresar Gr-1 pero no CCR3
(89)- . Aunque logramos determinar células dobles positivas mediante este doble marcaje,
esta tincién no evidencié algun incremento importante en la poblacion que correlacionara
con el conteo diferencial, por lo cual, se utilizé a la expresion de CD11b y a la no-expresion
de CD11c para evidenciar a los eosindfilos y que este doble marcaje ademas pueda generar
otra informacion adicional acerca del estado de activacion de esos eosinitfilos. Mediante
esta caracterizacion, se logré confirmar el resultado del conteo diferencial, existe una
poblacion de eosindfilos que de acuerdo a su expresion de CD11b y que son CD11c- que en
ausencia de la expresion de CCR9, éstos no se encuentran en lavados broncoalveolares.
Existen dos subpoblaciones que expresan en diferente intensidad a la molécula CD11b lo
cual sugiere dos subpoblaciones de eosindfilos que pudieran estar en distinto estado de
activacion (89)- . Aun queda por analizar otro tipo de marcadores de activaciéon que nos
pudieran sugerir si la expresion de CCR9 en los eosindéfilos pudiera modificar su perfil de

activacion y ésta pudiera ser una de las razones por las que hayan menos en los LBA.

Algo que resta por analizar es, si los eosindfilos presentes en los ratones deficientes de
CCR9 potencian su funcién o se trata de que la poblacion dependiente de CCR9 no es
importante para la produccion de anticuerpos OVA-especificos.

El cambio de isotipo generado por linfocitos B y su diferenciacion a células plasmaticas
depende de la produccion de citocinas, principalmente IL-4. se cuantificd la producciéon de
inmunoglobulinas especificas IgE e IgG1 por ser las mas importantes que se inducen
durante procesos inflamatorios relacionados con alergias; a pesar de que se induce la
expresion de estas inmunoglobulinas en nuestro modelo de ovoalbumina, al comparar la
condicion normal con la deficiencia de CCR9, no parece ser importante CCR9 para la
secrecion de IgE OVA-especifica para este modelo y en suero, aun resta por analizar la
produccion local de estos isotipos e incluso otro que pudiera verse afectado por la ausencia
de CCR9 como la IgA que es una inmunoglobulina asociada a la respuesta inmune de
mucosas y puesto que se ha caracterizado a una poblacién de células plasmaticas
(productoras de IgA) que potencialmente pueden reclutarse a intestino a través de CCR9
(90)- .

Otro mediador importante que es secretado principalmente por las células epiteliales es la

quimiocina CCL11 (eotaxina-1). Esta quimiocina es un potente quimioatrayente de
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eosindfilos a la mucosa pulmonar. Estos eosindfilos migran y en mucosa pulmonar regulan
la inflamacién mediada por la liberaciéon de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
preformados contenidos en sus granulos y también sintetizados de novo. Debido a la
disminucién en el numero de eosindfilos en lavados broncoalveolares, es importante analizar
los principales mediadores que pudieran estar involucrados en el reclutamiento y activacion
de estas células. Se analizé también la expresion relativa de genes asociados con el
reclutamiento y activacion de eosindfilos como lo son la quimiocina CCL11 el receptor al que
se une y que es el mas importante modulador del reclutamiento de estas células hacia los
sitios de inflamacion, CCR3. Asimismo, se evalud la expresion de IL-5 y la secrecion de esta
citocina en lavados broncoalveolares. Aunque para el caso de los mediadores CCL11 e IL-5
hay una disminucion significativa, ni en la expresion de CCR3 en los ratones deficientes de
CCRG9, si existe una tendencia de menor expresion de estos mediadores. Para CCL11 y
CCR3 falta cuantificar aun la proteina en estos lavados broncoalveolares y en tejido

pulmonar.

En mucosa pulmonar en condiciones normales no residen, pero estos eosindfilos son
reclutados provenientes de médula 6sea donde su produccion y diferenciacion es mediada
por la IL-5 asi como también su reclutamiento hacia la mucosa pulmonar. Esta citocina es
producida por los linfocitos tipo Ty2 principalmente, aunque los mismos eosindfilos, las

células cebadas y el mismo epitelio son fuente de IL-5 (91)- .

Aun queda por analizar lo que ocurre en distintas etapas del proceso inflamatorio. Existen
algunos estudios en donde se ha seguido un cinética de la expresion de quimiocinas y se ha
intentado relacionar con el reclutamiento de ciertos tipos celulares de manera diferencial.
Queda por estudiar en este modelo, si la expresion de CCL25 correlaciona con una mayor

cantidad de eosindfilos en algin momento.

En este trabajo se demuestra que el ligando CCL25 es inducible en condiciones de alergia
en pulmoén y que el receptor también se puede inducir en condiciones inflamatorias, tal vez
no de manera importante como ocurre en timo, sin embargo, en este trabajo se sugiere que
esta expresion es importante para reclutar a cierta poblacién de eosinofilos. Aunque esta no
es la primera vez que se demuestra que la mucosa bronquial durante el asma puede
secretar CCL25, cabe mencionar que si es el primer estudio en donde ser demuestra
mediante un modelo murino y esto nos permitiria estudiar mas a detalle si existiera algun
tipo de regulacién de la expresion de esta quimiocina. Esta poblacién no parece ser
importante para la sobreproduccién de cierto tipo de moco ni la secrecion de
inmunoglobulinas; sin embargo aun queda por esclarecer el papel de esta poblacion que
puede ser modulada directa o indirectamente por la expresion del receptor CCR9 y
determinar la expresion de ciertos tipos de mucinas que pudieran ser inducidos por CCR9.
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X. RESUMEN DE RESULTADOS

1. En ratones de sensibilizados con OVA y que son deficientes de CCR9,
existe una menor cantidad de eosindfilos en lavados broncoalveolares a

comparacion de los ratones WT

2. El analisis histologico indica que existe menor numero de células

inflamatorias en ausencia de CCR9 en el modelo de alergia pulmonar.

3. No hay diferencias en la hipersecrecion de moco por las células
caliciformes en ausencia de CCR9 en el modelo de inflamacién alérgica

pulmonar.

4. No hay diferencias en la produccion de IgE e IgG1 especifica para OVA
en los ratones deficientes de CCRO9.

5. Existe una disminucion en la expresion (mMARN) de CCR3 y CCL11 en

tejido pulmonar en ausencia de CCRO.

6. La expresion del ligando de CCR9 (CCL25) se induce en tejido

pulmonar en condiciones inflamatorias.

XI. CONCLUSION

En este trabajo de investigacién se analizé la participacion del receptor de quimiocinas
CCR9 en la inflamacion alérgica pulmonar mediante un modelo murino. Se logré
establecer el modelo y esto nos permiti6 demostrar que en los ratones sensibilizados,
existe una poblacibn de eosindfilos que se ve disminuida en los lavados
broncoalveolares y en tejido pulmonar de ratones deficientes de CCR9 a comparacion
de los ratones silvestres. Por lo tanto, se comprobd en este modelo que una poblacién

celuluar depende de CCR9 para migrar a pulmon en condiciones inflamatorias.
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ANEXO 1. ANALISIS DEL GENOTIPO Y FENOTIPO DE LOS RATONES DEFICIENTES
DE CCR9

2072 pb

1500 pb
800 pb

600 pb
—> 300 pb

100 pb

FIGURA 18. ANALISIS DEL GENOTIPO DE LOS RATONES UTILIZADOS. SE EXTRAJO
DNA GENOMICO A PARTIR DE LA COLA (ver metodologia parte 7.1y 7.2). El producto de
CCR9 se amplific6 mediante PCR. Producto CCR9 silvestre 800 pb. 1) Marcador de peso
molecular 100 pb (Invitrogen). 2) Raton CCR9 +/- .Contiene ambos productos 3) Raton
CCRO -/-.

1.0+

EE CCRO +/+

087 EZd CCR9 --

indice de migracién

0 50 100 500
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FIGURA 19. ENSAYO DE QUIMIOTAXIS. Se analiz6 el indice de migracion inducido por

CCL25 a diferentes concentraciones en los ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- .
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ANEXO 2. LISTA DE OLIGONUCLEOTIDOS

UTILIZADOS PARA LA PCR EN TIEMPO

REAL Y SUS CONDICIONES DE AMPLIFICACION.

Condiciones de reaccion:
Paso 1 (1 ciclo): 50°C 2min

Paso 2 (1ciclos): 95°C 10 min

Paso 3 (40 ciclos): 95°C 15 seg - 55°C 45seg- 72° 45 seg

Paso 4. Disociacion. (1 ciclo). 95°C 15 seg — 60°C 20 seg — 95°C 15 seg

B-Actina

Sentido: GGGTCAGAAGGATTCCTATG
Antisentido: GGTCTCAAACATGATGTGGG

Tamano del producto: 218pb

Temperatura de disociacién: 83.8°C

CCR3

Sentido:
TTCTCACCAGGAAGAAACGGA

Antisentido:
GGAGGTGACTGAGGTGATTGC

Tamano del producto: 135 pb

Temperatura de disociacién: 77°C

CcCL11

Sentido:
CTGAAGAGCTACAAAAGAATCACCAACA

Antisentido:
GACCCCAAGAAGAAGTGGGTCCAGGATG

Tamanio del producto: 135 pb

Temperatura de disociacién: 78.3°C

IL-5

Sentido
ACCTTGGCACTGCTTTCTACTCAT

Antisentido:
AGAAACTCTTGCAGGTAGTCTAGG

Temperatura de disociacién: 82.3°C
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CCR9

Sentido:
TCCGAAGGGATCTGGTGAAG

Antisentido: GAATGAAACCCACTGGGCC

Temperatura de disociacién: 78 °C

CCL25

Sentido: GCCTGGTTGCCTGTTTTGTT

Antisentido:
CAGCAGTCTTCAAAAGGCACCT

Temperatura de disociacion: 77°C
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ANEXO 3 SOLUCIONES Y REACTIVOS

SOLUCIONES PARA CITOMETRIA DE FLUJO

Amortiguador para FACS

PBS 1X esterii  cbp 100 mL
SFB 2mL
Azida de sodio 0.5mL

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE DNA
Buffer de lisis
Tris IMpH 8.5 100 mL
NaCl 5 M 10 mL
SDS 10% 4 mL
EDTA0.5M 2mL
H.O cbp 200 mL

Proteinasa K 20 mg

Proteinasa K
Proteinasa K 20 mg

H.O 10 mL

SOLUCIONES PARA EXTRACCION Y ANALISIS DE ADN y ARN
PBS 10x
KCI 200mg/L
KH2PO4 200mg/L
NaCl 8000mg/L
Na2HPO4 1150mg/L
Agua desionizada

Agua tratada con DEPC
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0.05% de DEPC en H,O tridestilada se deja reposar toda la noche a temperatura

ambiente. Posteriormente se esteriliza por autoclave.

REACTIVOS
Proteinasa K
Ovoalbumina (USB)
Ovoalbumina (Sigma)
Suero fetal bovino (Hyclone)
Albumina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich)
Etanol absoluto
Inject Alum (Pierce)
Agarosa (BIO-RAD)
Bromuro de Etidio.
Heparina (Sigma)

Azul de tripano

Anestésico Fenobarbital sédico,
Colorante de Wright-Giemsa
(Sigma-Aldrich)

Poli L-lisina (Sigma)

Peroxido de Hidrégeno 1X (Pierce)
TMB microwell (BD Optics)
Oligo dT. (Promega)
MMLV-reverse transcriptase
(Promega)

dGTP, dATP, dCTP, dTTP

(100 mM) (Promega).

SYBR green Master Mix 2X
(Applied Biosystems).
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ANTICUERPOS

Anticuerpos murinos para FACS: Anti- mCD4-Cy, Anti-mCD8-Pe, Anti- mCCR3Cy,
Anti-mCCR9-FitC (R&D), Anti-mCD11b-biotinilado, Anti-mGr-1-PercP. (Biolegend)
Anticuerpo conejo anti ratén IgE biotinilado (BioLegend, anti mouse | ) (Dilucion
1:150).

Kit para ELISA IL-5 murina (Biolegend)

Anticuerpo HRP-Rabbit anti-mouse 1gG2a (ZyMed) (Dilucién 1:1000)

Anticuerpo HRP-Rabbit anti-mouse IgG1 (ZyMed) (Dilucién 1:1000)
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