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Abreviaturas utilizadas:

OVA  Ovalbimina

Alum  Hidroxido de aluminio en gel
LBA Lavado bronquioalveolar

PBS Amortiguador salino de fosfatos

SS Solucién salina isotonica
i.n. Intranasal

i.t. Intratraqueal

i.p. Intraperitoneal

LPS Lipopolisacarido

H/E Hematoxilina y eosina
PAS  Acido peryddico de Schiff
AHR Hiperreactividad aérea
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1. INTRODUCCION

El asma alérgica es una enfermedad cronica, con episodios agudos de
obstruccion reversible del flujo de aire hacia los bronquios o hiperreactividad
aérea persistente (AHR “airway hyperreactivity”), por un proceso inflamatorio que
ocasiona remodelacién del tejido pulmonar a largo plazo (1). Se estima que 15
millones de americanos son afectados por el asma y la morbilidad y mortalidad
asociadas con esta enfermedad se encuentran en aumento eﬁ naciones
industrializadas (2). El costo anual del cuidado de los pacientes con asma excede
los seis mil millones de dolares en los Estados Unidos, y en todo el mundo el
gasto en medicamentos dirigidos a controlar esta enfermedad se estima en 5.5 mil
millones de ddlares anuales (3).

Se ha descrito que en México la demanda de consulta por asma en el IMSS
disminuy6 en el periodo de 1991 a 2001 lo que sugiere que existe una
estabilizacion en la tendencia ascendente de la enfermedad en el pais (4). Sin
embargo, algunos datos sugieren que el asma se ha convertido en un problema de
las grandes urbes como la Ciudad de México, donde se encuentra relacionada con
la inhalacion de contaminantes ambientales como el éxido nitrico (5). Es dificil
estimar la carga econdémica de esta enfermedad en nuestro pais, pero algunos
datos locales pueden dar una idea de la magnitud del problema. En una clinica de
Monterrey que atiende a una poblacion cerrada de aproximadamente 30 mil
personas, los gastos directos por la atenciéon ambulatoria de asma ascendieron a
mas de un 1 millon de pesos, considerando una incidencia del 2.5%, que
constituye un promedio de 1,300 pesos por persona (6).



1.1. Hipersensibilidad.

Algunos individuos presentan una respuesta inmunitaria adaptativa a
sustancias extranas, no infecciosas e inofensivas para el organismo dando una
respuesta excesiva o inadecuada a estimulos antigénicos a esto se le conoce
como reacciones de hipersensibilidad. La palabra hipersensibilidad implica una
respuesta incrementada, esta respuesta no siempre es elevada pero en su lugar
se monta una respuesta inmune inapropiada al antigeno. Existen varias formas de
reacciones de hipersensibilidad se han propuesto diversas clasificaciones pero
hasta el momento la mas aceptada es la de Gell y Coombs (1963) la cual
reconoce cuatro tipos de hipersensibilidad (Tabla 1).

Las reacciones dependientes de la respuesta humoral iniciada por
anticuerpos o complejos antigenos-anticuerpos, se denominan reacciones de tipo
inmediato pues sus sintomas se manifiestan en minutos u horas y aqui entran los
tres primeros tipos de hipersensibilidad, mediados por IgE (tipo 1), mediada por
anticuerpos IgG (tipo 1), y por complejos antigeno-anticuerpo (tipo Ill). El cuarto
tipo depende del reconocimiento por parte de las células T, estas reacciones
tardan mas tiempo y por esto se le conoce como hipersensibilidad tardia.

En la reaccion de hipersensibilidad inmediata, diferentes isétopos de
anticuerpos inducen diferentes efectores moleculares inmunes, por ejemplo la IgE
induce la degranulacion de mastocitos liberando histamina y otras moléculas
biologicas activas.

Por otra parte los anticuerpos IgG e IgM inducen reacciones de
hipersensibilidad por activacion del complemento, las moléculas efectoras en esta
reaccion son complejos de ataque a la membrana y algunos productos del
complemento tales como C3a, c4a y cbha.

En la hipersensibilidad tardia estas moléculas efectoras son varias citocinas
secretadas por células T. La clasificacion de Gell y Coombs sirve para identificar
los diferentes mecanismos entre varias reacciones de hipersensibilidad, pero cabe
mencionar que existe una mayor complejidad en los efectos secundarios, los
cuales dificultan los limites entre estas cuatro categorias (59)(60).



Tabla 1. Clasificacion de Gell y Coombs (59)

B B N T
Tipolo Tipoll o [ mediada por TipolV o
anafilactica citotoxica | complejos celular
|  Ag-Ab
Mecanismos | Humoral (IgG e| Celular (TH1,
inmunitarios | Humeral (IgE) | Humoral (IgG) |y TH2, LTC)
Antigeno
; ; ; soluble y
" Antigeno Células Antigeno :
Antigeno 5 células
soluble asociadas a Ag soluble hackidEs A
Ag
Tiempo de Segundos- ; ) ;
aparicién . — Minutos-horas Horas Horas-dias
Hmltlassizrglca. Alergia a Raacilénde Dermatitis por
Enfermedades iy medicamentos contacto
anafilaxia et Arthus
R (penicilina)
sistemica

1.2 Hipersensibilidad mediada por IgE (tipo | o anafilactica).

Esta hipersensibilidad es inducida por antigenos extranos inofensivos a los
que se les denomina alergenos, en condiciones normales no deberian inducir
ninguna respuesta inmune pues son inocuos al organismo pero un porcentaje de
la poblacion tiende a desarrollar respuesta a estos alergenos y se les denomina
atopicos y se dice que sufren alergias. La palabra atopia significa inusual pero en
realidad la alergia es muy comudn. Los individuos atépicos producen altas
concentraciones de anticuerpos IgE (o reaginas) contra las substancias
alergenizantes.

Para que una persona pueda presentar una respuesta es necesario que sea
sensibilizado teniendo una primera exposicion al alérgeno por inhalaciéon o
atravesando piel y mucosas, en esta no se observa ninguna sintomatologia clinica
pero se origina una respuesta inmune adaptativa, la cual produce una activacion
de linfocitos T que coordinan la sintesis de IgE especifica por las células B, la IgE
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secretada se une a los mastocitos tisulares o basofilos en circulacion por los
receptores de alta afinidad para el Fce de estas ceélulas quedando asi
sensibilizadas. Esta respuesta inicial lleva tiempo, pero si se producen posteriores
exposiciones al mismo alergeno se desencadenara una reaccion de
hipersensibilidad inmediata que se lleva acabo en segundos o0 minutos y se da por
el entrecruzamiento de las moléculas de IgE, causando una degranulacién de los
mastocitos y los basofilos dando asi una liberacion de mediadores quimicos
siendo estos los responsables de las alteraciones clinicas de la anafilaxia, algunos
de los efectos principales son la vasodilatacion y la contraccion del musculo liso.
Una vez que un individuo esta sensibilizado, las reacciones alérgicas pueden
agravarse con cada nueva reexposicion al alérgeno pues va aumentado el nimero
de linfocitos T y B que reaccionan frente a esa sustancia (59) (60).

1.3 Fase de Sensibilizacion

Las células presentadoras de antigeno (principalmente las células de
Langerhans) atrapan al alergeno y lo transportan a los ganglios linfaticos en donde
son presentados a los linfocitos Th2 por medio de las moléculas MHC clase Il. Los
linfocitos Th2 promueven la proliferacion y la diferenciacion de los linfocitos B
especificos al alérgeno y ademas por medio de citocinas (en especial la IL-4 e IL-
13) favorecen el cambio de isotopo hacia células plasmaticas productoras de IgE.
Para finalizar esta etapa las IgE’s se unen a través de sus dominios Fc con los
receptores especificos FceRl en la superficie de los mastocitos que se encuentran
localizados debajo de la piel y mucosas y asociados a los vasos sanguineos, y a
los basoéfilos (59) (60).



1.4 Reaccion Inmediata

Los mastocitos sensibilizados solo requieren tener una reexposicion al
alergeno, cuando esto ocurre dicho alérgeno sera reconocido por las IgE's de
superficie de estas células y se dara un entrecruzamiento entre ellos. Esto origina
senales quimicas primero en la membrana celular, luego en el citoplasma y en el
nucleo, alterando la fisiologia de la célula promoviendo a la liberacién de
mediadores por la activacion de la cascada bioquimica que abarca el recambio de
fosfatidilinositol, iones Ca2+ y varias enzimas, esta unién es mas efectiva cuando
en lugar de ser un dimero de IgE, es un trimero y mas si es un tetramero.

La activacion es seguida rapidamente por la degradacion de fosfatidilinositol
en inositol trifosfato (IP3), la generacion de diacilglicerol (DAG) y un aumento del
calcio libre intracitoplasmatico, la cascada bioquimica produce fusdgenos activos
en la membrana, como el acido lisofosfatidico que facilitara la fusion de la
membrana de los granulos y la secrecion del contenido granular hacia el tejido
vecino. Este contenido puede ser preformado en los granulos los cuales incluyen a
la histamina que es la mas abundante y de accion mas rapida, induce contraccion
de musculo liso y vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, también
heparina, diversos factores quimiotacticos para polimorfonucleares, neutréfilos y
eosindfilos que participan en mecanismos de regulacion homeostatica y factor
activador de plaquetas (PAF).

Estas atraen células al sitio 0 su accion es similar a la histamina. En
ocasiones se produce serotonina (5-hidroxitriptamina) en lugar de histamina o al
igual que esta. Otros tipo de mediadores son sintetizados durante el proceso entre
estos tenemos a la serie de metabolitos del acido araquidénico a partir de los
lipidos de membrana formados a través de las vias de la lipooxigenasa vy la
ciclooxigenasa estos son los leucotrienos, las prostaglandinas respectivamente y
los tromboxanos ocasionan los mismos efectos que la histamina pero con mayor
lentitud y por mas tiempo.
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Durante estos procesos también se liberan citocinas como IL-5 que es un
quimioatractante de eosindfilos, asi como el TNFu y la IL-4 las cuales inducen la
sintesis de eotaxina por los fibroblastos del tejido adyacente, la eotaxina a su vez

es una quimiocina que recluta eosindfilos.

La liberacion de todos estos mediadores producen un aumento rapido del
flujo sanguineo local, aumento de la permeabilidad vascular y la contraccion de
musculo liso, esta respuesta ocasiona reclutamiento de elementos de la respuesta
inmune al lugar de la inflamacion, ocasionando una liberacién masiva de estas
sustancias (59) (60).

1.5 Fase tardia

Los objetivos de la produccion de algunos mediadores en la reaccion
inmediata es la atraccion de eosindfilos, linfocitos y mastocitos los cuales forman
infiltrados inflamatorios y a esto se le denomina la reaccién de la fase tardia, la
cual es un mecanismo de defensa del huésped frente a algunas infecciones por
helmintos y artrépodos normalmente. Sin embargo en una respuesta alérgica esta
reaccién se encuentra muy aumentada y sin control las cuales a largo plazo
(enfermedad crénica), se ocasiona un dafo tisular y por lo tanto una remodelacion
de este tejido danado, lo que ocasiona disfuncion del tejido. Una de las formas
mas graves de la hipersensibilidad inmediata es el asma alérgica, en la cual el
organo afectado es el pulmén (59) (60).



1.6 Patogenia del asma

El asma alérgica puede considerarse como un sindrome gue se manifiesta
por obstruccion bronquial causado por hiperproduccion de moco y espasmo
bronquial y un proceso inflamatorio crénico que lleva a la remodelacion pulmonar.
La patogenia el asma es compleja y multifactorial, pues involucra interacciones
entre factores genéticos y estimulos ambientales. Se presenta en personas que
tienen predisposicion a desarrollar respuestas inmunitarias desreguladas con
produccion de IgE a ciertos alergeno (7).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que los factores genéticos tiene un
fuerte peso en el desarrollo de AHR, asi como con la incidencia, la persistencia y
la severidad del asma. (8-12). Sin embargo, otros factores muy importantes que
contribuyen a que se desarrolle asma incluyen el ambiente intrauterino, la dieta
materna e infantil, las infecciones respiratorias, la ocupacion, la exposicion a
contaminantes del medio ambiente (13) y a contaminantes domiciliarios,
especialmente el tabaco (6).

El aspecto mas importante en la patogenia del asma es la produccion de
citocinas que inducen una respuesta inflamatoria pulmonar. Se considera que la
respuesta alérgica implica un rompimiento del balance Th-1/Th-2 con predominio
de una repuesta Th-2 hacia un alergeno con la consecuente inflamacion vy
remodelacion pulmonar. (14;15). Se sugiere que un individuo puede desarrollar
respuestas alérgicas por cualquiera de los siguientes mecanismos:

1. Los antigenos inhalados pueden ser presentados mas
eficientemente presentados por monocitos y células dendriticas a través de
la via exégena o de MHC de clase II.

2. El tipo de receptor especifico de los linfocitos T en
combinacion con ciertas moléculas de clase Il pueden inducir una respuesta
mas eficiente de linfocitos T CD4+ Th-2.



3. Produccion elevada o con mayor actividad de IL-4 que
ocasiona produccion exagerada de IgE.

4, Mayor actividad de receptores para IgE de alta afinidad en
células cebadas, basofilos u otras celulas efectoras que conducen a una
respuesta exacerbada debida a la interaccion alergeno-IgE, con induccion
de mediadores inflamatorios, que su vez aumentan los niveles de IgE.

5. Contraccion de musculo liso en respuesta a la liberacion de
agonistas por células efectoras debido a un defecto o una disminucion de
receptores [3; adrenérgicos.

6. Cambios en receptores especificos que favorecen mayor
respuesta a antigenos inhalados.

La mayoria de las observaciones clinicas y experimentales acerca de la
patogenia del asma alérgica permiten concluir que la enfermedad se debe a un
“desbalance” entre el fenotipo Th-1 (inmunidad mediada por células) y el Th-2
(Inmunidad mediada por anticuerpos) en los linfocitos T CD4* especificos para un
alergeno. In 1986, Mosmann y colaboradores, describieron dos diferentes
poblaciones de linfocitos T CD4" en ratones, las cuales se diferencian de acuerdo
al tipo de citocinas que producen (16). Los linfocitos llamados Th-1 producen
principalmente IL-2, IFNy, y TNFo. En contraste, los Th-2 producen IL-4, IL-5, IL-6,
e IL-13 (17). Las citocinas producidas por cada una de estos subtipos funciona de
manera autocrina y promueve el crecimiento de su propio fenotipo. La
retroalimentacion de IL-4 producida por linfocitos Th-2 puede mantener esta
poblacion activada. Ademads, existe una regulacion positiva de los linfocitos Th-2
por IL-4 y de los linfocitos Th-1 por IFN-y. Estas citocinas pueden a su vez
disminuir la actividad de células T de tipo opuesto. La IL-2 y el IFN-y que son
producidos por linfocitos Th-1 pueden amplificar la respuesta Th-1, lo cual a su vez
inhibe una respuesta Th-2.

La diferenciaciéon hacia linfocitos Th-1 o Th-2 depende del microambiente en

que se desarrolla la sinapsis inmunologica. Si las células presentadoras de



antigenos presentan a un antigeno a una linfocito T virgen o “naive” en presencia
de IL-12, dicha célula se diferenciara hacia Th-1 (18), en tanto que el desarrollo
de las linfocitos Th-2 depende de la presencia de IL-4 (19). El mecanismo por el
que cual la IL-12 y la IL-4 determinan esta diferenciacion funcional todavia no esta

claro.

La endotoxina, los componentes virales, y las bacterias intracelulares
(Legionella y Mycoplasma), estimulan la produccion de IL-12 y pueden favorecer
una respuesta de tipo Th-1. Sin embargo, si la IL-4 estd presente en el
microambiente, puede dominar sobre las demads citocinas (17). La concentracion
del antigeno también es muy importante en el proceso de diferenciacion, pues
concentraciones bajas de antigeno generan preferentemente respuestas Th-2,
mientras que dosis altas de antigeno incrementan la produccion de IL-4,
favoreciendo una respuesta de tipo Th-2 (17).

Aunque la mayor parte de los datos que se tienen hasta en la actualidad han
sido derivados de modelos murinos, es claro que la diferenciacion funcional Th-
1/Th-2 ocurre en la respuesta inmunitaria del humano. Esto es particularmente
evidente en las enfermedades alérgicas. En células obtenidas de lavados
bronquioalveolares de pacientes con asma alérgica se ha demostrado una alta
proporcion de celulas productoras de IL-4, IL-5 y GM-CSF (20). En biopsias
bronquiales de pacientes con asma, los niveles del mRNA para IL-4 e IL-5 se
encuentran elevados (21). La expresion del factor de trascripcion GATA-3, el cual
es necesario para la produccion de IL-5 y se encuentra exclusivamente en
linfocitos Th-2, se encuentra incrementado en las vias aéreas de sujetos
asmaticos (22).

El asma alérgica se desencadena después de un proceso de
“sensibilizacion”, el cual inicia con la inhalacién de un antigeno del medio
ambiente. La inhalacion del antigeno evita la eliminacion del mismo y penetra

hasta el epitelio, en donde es captado por células dendriticas (23), las cuales se
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trasladan a los nodulos linfaticos regionales, donde actuan como células
presentadoras de antigeno a los linfocitos By T. En presencia de IL-4 e IL-13, los
linfocitos B maduran a células plasmaticas productoras de IgE (24). En ensayos in
vitro, la IL-4 y la IL-13 pueden inducir la liberacion de citocinas proinflamatorias y
la expresion de moléculas de adhesion (25). La inhalacion de IL-4 causa AHR en
respuesta a la metacolina e incrementa la cantidad de eosindfilos en esputo de
pacientes asmaticos (26). Por otro lado, los ratones transgénicos que
sobreexpresan la IL-13, desarrollan AHR , activacion de células caliciformes
(productoras de moco) y eosinofilia en vias aéreas (27).

Ademas, el tejido pulmonar de pacientes con asma alérgica presenta
abundantes linfocitos Th-2 activadas productoras de IL-4 (28). Si se bloguea la IL-
4 durante la sensibilizacion antigénica se suprime el desarrollo del asma alérgica.
Sin embargo, si se bloquea la IL-4 antes o durante el reto antigénico no se inhibe
la inflamacion o el AHR (29). La IL-13 se une a la cadena alfa del receptor de la
IL-4. Si se bloguea IL-13 da como resultado una reversion completa de la AHR y
la produccion de moco inducida por el alergeno. La administracion de IL-13

recombinante induce un incremento en la produccién de moco en vias aéreas (30).

Después de la activacion primaria de las células T por las células
presentadoras de antigeno, los linfocitos B producen la IgE especificas para el
alergeno. Esta IgE es liberada a torrente sanguineo y rapidamente se unen a
receptores IgE de alta afinidad (FceRIl) que se encuentran en la superficie de
células cebadas y basofilos de sangre periférica y a los receptores de IgE de baja
afinidad (FceRIl o CD23) que se encuentran en la superficie los linfocitos,
eosinofilos, plaquetas y macrofagos (24). Una vez que las IgE especificas para el
antigeno se encuentran unidas a las células cebadas, futuras exposiciones con el
antigeno puede inducir una rapida activacion.

Las células cebadas expresan el receptor FceRl, cuando las moléculas de

IgE especificas para el alergeno que se encuentran en la superficie de las células
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cebadas, interactuan con el alergeno, ocurre el entrecruzamiento del complejo
IgE-receptor. Este entrecruzamiento induce la activacion de una cascada de
senales, que causa la liberacion de granulos preformados que contienen
histamina, triptasas, ecosanoides, radicales libres y citocinas de tipo Th-2 (24).
Esta exocitosis de mediadores preformados constituye la reaccion de fase
temprana. Los mediadores de accion inmediata son responsables de los sintomas
que se presentan en los episodios agudos del asma alérgica. La histamina induce
la contraccion del musculo liso de las vias aéreas, la secrecién de moco, y la
vasodilatacion. La pérdida de la integridad de microvasculatura, y el paso de las
proteinas del plasma a las paredes de las vias aéreas causa la el estrechamiento
del lumen (31). La triptasa potencia el efecto de la histamina, causando
contraccion del musculo liso (31). La liberacién de leucotrienos también induce
inflamacién y son los causantes de la reaccion de fase tardia, la cual
principalmente involucrado en el reclutamiento y activacién de los eosindfilos,
células T CD4+ de tipo Th-2, macréfagos, y neutrdfilos (32). Una vez que la
reaccion de fase tardia inicia, los eosinofilos son los principales mediadores de la

inflamacion crénica en los pacientes con asma.

La IL-5 es la principal citocina responsable de la diferenciacion de los
eosinofilos. En ratones, la sobreproduccion de IL-5 mediante un transgene induce
una eosinofilia muy marcada. En coniraste, cuando el gene de la IL-5 es
eliminado, se reduce de manera muy significativa la eosinofilia después del reto
antigénico. Los eosindfilos son reclutados al pulmén por quimiocinas (eotaxina 1y
2) liberadas principalmente por células cebadas y linfocitos T. Cuando los
eosindfilos llegan a las vias aéreas, liberan sus granulos y causan dano directo a
tejido, contraccion de musculo liso e incremento de la permeabilidad vascular (32).
Cuando se establece el circulo vicioso de dafo tisular y reclutamiento de células
inflamatorias el asma se convierte en un proceso crénico con ataques agudos aun
en ausencia del alergeno, pues se desencadenan con cualquier factor que dispare

el fenomeno inflamatorio.



En condiciones normales y en términos generales el sistema inmunitario tiene
la funcion de proteccion (contra infecciones, rechazo a injertos, desarrollo de
tumores o contra cualquier patogeno extrano al organismo) y tiene la capacidad de
distinguir entre lo propio y lo extrano. Pero en algunas ocasiones la protecciéon que
brinda el sistema inmunitario suele ser perjudicial. Esto puede ser por que su
funcionamiento se modifica por exposicion a agentes infecciosos o bien por
defectos hereditarios. Esto se observa en patologias como la hipersensibilidad, la

inmunodeficiencia y la autoinmunidad.

1.7 Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de citocinas con propiedades
quimioatractantes. Se dividen en cuatro subfamilias: C, CC, CXC y CX3C, de las
cuales las CXC (o quimiocinas) y CC (B gquimiocinas) son las mas ampliamente
estudias. Esta clasificacion se basa en su homologia y en la posicion de los dos
primeros residuos de cisteinas de su extremo amino terminal. Entre las
quimiocinas CC que tienen importancia en la patogenia del asma se encuentran
RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted) (CCL5),
MCP-3 (monocyte cheoattractant protein-3) (CCL7), MCP-4 (CCL13), MIP-1a
(Macrophage inflamatory protein 1 alpha) (CCL3) y las eotaxinas 1 a 4. y entre las
quimiocinas CXC que intervienen en el desarrollo de asma se encuentran la IL-8
(CXCL8) y el SDF-1 (Stromal cell-derived factor) (CXCL12) (33).

Se ha descrito que varias quimiocinas estén relacionadas con la severidad de
la respuesta inflamatoria y la AHR en el asma alérgica. Algunas han sido
localizadas en poblaciones especificas de celulas pulmonares (como macréfagos
y células epiteliales) de estos pacientes (34;35) y se ha demostrado que las
eotaxinas, IL-8, RANTES, MCP-3 y MCP-4, estan directamente relacionadas con
el reclutamiento de eosindfilos y consecuentemente con el desarrollo del infiltrado

inflamatorio del parénquima pulmonar. Las quimiocinas también reclutan



leucocitos activados, inducen la degranulacion de basofilos, células cebadas,
neutrofilos y eosinofilos, ocasionando la liberacion de mediadores inflamatorios y
AHR (35:36). En particular, se ha demostrado que MCP-1 participa de manera
importante durante la fase temprana de las respuesta alérgica, debido a su

propiedad de activar células cebadas y liberar LTC4 en las vias aéreas (37).

Diversas quimiocinas CC tienen la capacidad de reclutar eosinodfilos. Estudios
en modelos animales han permitido identificar que MIP-1¢, eotaxina, MCP-3, y
RANTES intervienen en el reclutamiento de eosindfilos durante la respuesta
alérgica de vias aéreas (38;39). La migracion de los eosindfilos desde el espacio
intravascular hasta el intersticio del pulmon es dependiente de RANTES y MIP-10..
La eotaxina es necesaria para la acumulacion de eosinofilos durante el estado
créonico de la respuesta. MCP-3 y MCP-4, no solo reclutan, son potentes
quimioatractantes de eosindfilos, sino que también pueden reclutar monocitos, los

cuales tienen un papel esencial en la respuesta inflamatoria crénica.

Ademas de iniciar y mantener la acumulacion de leucocitos en el tejido
pulmonar, estas quimiocinas CC tienen la capacidad de aumentar o de inducir la
diferenciacion de linfocitos hacia el subtipo Th-2 (39). En particular, MCP-1 puede
dirigir la poblacién de linfocitos T CD4" no diferenciados (Th-0) hacia linfocitos Th-
2 productores de IL-4. Las quimiocinas también inducen el cambio de isétopo de
inmunoglobulinas en linfocitos B, favoreciendo la produccion de IgE (40).

Existen por lo menos nueve diferentes familias de receptores para las
quimiocinas CC (41). La informacion acerca de la expresion y funcion especifica
de estos receptores en modelos animales o en enfermedades humanas es todavia
muy limitada. En general, las quimiocinas CC se unen de manera “promiscua” a
diversos receptores. Aunque la distribucion de estos receptores no esta
completamente descrita, se infiere que de manera conjunia pueden reclutar y
activar diferentes poblaciones celulares encontradas en las vias aéreas de

pacientes asmaticos. CCR2 esta presente en monocitos, linfocitos, celulas



cebadas y basofilos. CCR3 se expresa en eosinofilos, basodfilos, células epiteliales
y en pequenas cantidades en linfocitos Th-2 (42;43), los cuales también expresan
CCR3, CCR4 y CCR8 (44) . Esta informacion sugiere que estos ultimos receptores
pueden estar involucrados preferentemente en el reclutamiento de linfocitos. El
bloqueo de algunos de estos receptores ha sido propuesto como una alternativa
terapéutica. En particular de CCR2, que se une a miembros de la familia de MCP-

1, y de CCR3, el cual se une especificamente a eotaxina.

El SDF-1 y su receptor CXCR4 participan en el *homing” de células
progenitoras de medula désea, (45) y en la organogénesis embrionaria pues
constituyen la principal guia de las células progenitoras a sitios de expansion
rapida vascular. Recientemente, se demostro que la expresion del gene SDF-1 en
células endoteliales se encuentra regulada por HIF-1. La expresion de SDF-1 in
vivo esta correlaciona con la reduccion en la tension de oxigeno e incrementa la
expresion de moléculas de adhesion, favoreciendo la migracion y el “homing” de
células progenitoras CXCR4 positivas. Cuando se bloquea la expresion de SDF-1
o de CXCR4 en tejido isquémico, se inhibe el reclutamiento de células
progenitoras al sitio del dano. En consecuencia, se puede inferir que el
reclutamiento de células progenitoras CXCR4 positivas que regeneran el tejido,
esta mediado por un gradiente de hipoxia (46).

La reparacién y regeneracion de tejidos danados involucra el reclutamiento
selectivo de células progenitoras o pluripotenciales de sangre periférica o
residentes. La importancia de SDF-1 en este proceso ha sido bien establecido,
pues se ha observado que su expresion correlaciona con el reclutamiento de
células progenitoras al tejido en regeneracion (47). Aunque existen diversos
factores que pueden regular la expresion de SDF-1 durante el dano tisular, como
son los mediadores inflamatorios (IL-1 o TNF-0) o los cambios en la matriz
extracelular y la alteracién en las fuerzas mecaénicas, la hipoxia parece ser el
estimulante esencial. La actividad de HIF-1o disminuye durante el envejecimiento,

por lo que con la edad disminuye la capacidad de regenerar tejidos (48).



Recientemente se identifico que SDF-1 participa en la remodelacion
pulmonar en asma, pues mediante técnicas de inmunohistoquimica se demostro
que la expresion de SDF-1 correlaciona con la generacion de vasos en la
mucosa bronquial (49). Sin embargo, no existen a la fecha trabajos que
demuestren una conexion entre hipoxia, HIF-1¢, expresion de SDF-1 y CXCR4 en

el proceso de remodelacion pulmonar que se presenta en el asma alérgica.

Debido a la complejidad y organizacion del tejido pulmonar, las
investigaciones acerca de la patogénesis del asma ha sido probado en modelos
animales y la informacion obtenida se ha extrapolado en la enfermedad humana.
Numerosos experimentos en modelos animales se han reportado en la literatura,
los cuales incluyen ratas, cobayos, gatos, ratones, entre otros animales. Muchos
estudios se han realizado en ratones usando OVA como alergeno y diferentes
regimenes experimentales se han probado utilizando alergeno en forma de
aerosol solo o junto con adyuvantes en diferentes vias de inmunizacion como
intraperitonial, subcutanea, intranasal e intratraqueal.

En este trabajo reproducimos 2 nuevas variantes experimentales descritas
previamente en nuestro laboratorio, ambas inducen inflamacion alérgica en
ratones. Estas fueron comparadas con un modelo bien establecido, descrito en la
literatura. Para cada uno de estos tres modelos, las alteraciones histopatologicas
en los pulmones fueron analizadas y medidas con un analizador de imagenes
automatico, el niumero y tipo de células inflamatorias se determino en lavados
bronquioalveolares (BAL), los niveles de IgE en suero y la produccion de 1L-4, IL-5,
IL-13, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, eotaxina-2 y SDF-1 se analizaron mediante
inmunohistoquimica. Con esto demostramos que estos dos nuevos modelos

experimentales inducen un tipo moderado y severo de inflamacion pulmonar.
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2. JUSTIFICACION

El asma alérgica continua siendo un problema de salud muy importante en
nuestro pais. Se trata de un problema que afecta fundamentalmente a la
poblacion infantil con un costo econdmico muy importante y con un impacto en la
calidad de vida de los pacientes.

Conocer mejor la participacion de las quimiocinas e interleucinas durante los
procesos fisiopatologia de la inflamacion alérgica pulmonar en diferentes grados
de severidad en modelos animales permitira disefar medidas preventivas y
terapéuticas mas efectivas en humanos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las quimiocinas y las interleucinas tienen un papel central en el proceso de la
inflamacion alérgica pulmonar, participan en el reclutamiento de células
inflamatorias al tejido, en consecuencia a mayor expresion de quimiocinas e
interleucinas existe mayor inflamacion, lo cual puede causar dafos irreversibles
que diminuyen la calidad de vida de los pacientes. No se conocen con exactitud
todos los factores que determinan el proceso inflamatorio alérgico pulmonar, pero
se sabe que las quimiocinas e interleucinas participan en el inicio y persistencia
del fenémeno inflamatorio, ademas estas citocinas se expresan de manera
diferente durante los diversos grados de la enfermedad. Por lo que consideremos
que en la inflamacién alérgica pulmonar existe una relacion directa de la expresion
local de las quimiocinas y las interleucinas, con la severidad de dicha enfermedad.

16



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

i Como se encuentra la expresion de las quimiocinas IP-10, IL-8, MCP-1,
MIG, eotaxina-2 y SDF-1 vy las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 en un modelo murino
de inflamacion alérgica pulmonar con diferentes grados de severidad?

5. HIPOTESIS

Las quimiocinas IP-10, IL-8, MCP-1, MIG, eotaxina-2 y SDF-1 e interleucinas
IL-4, IL-5 e IL-13 tienen un papel central en el proceso inflamatorio alérgico
pulmonar. Participan en el reclutamiento de células inflamatorias al tejido, por ello
es razonable pensar que su expresion en pulmén puede correlaciona directamente
con el grado de severidad de inflamacion pulmonar en un modelo experimental.



6. OJETIVO

6.1 Objetivo general

Evaluar la expresion de las quimiocinas IP-10, IL-8, MCP-1, MIG, eotaxina-2
y SDF-1, y las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 en un modelo murino de inflamacion
alérgica pulmonar con diferentes grados de severidad.

6.2 Objetivos especificos

1. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para la
evaluacion de la expresion del las quimiocinas IP-10, IL-8, MCP-1, MIG,
eotaxina-2 y SDF-1 en tejido pulmonar, en un modelo murino de asma
alérgica.

2. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para la
evaluacion de la expresion del las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 en tejido

pulmonar, en un modelo murino de asma alérgica. .

3. Evaluar mediante analisis morfométrico la correlacion entre la
expresion IL-4, IL-5 e IL-13 con el grado de severidad de la inflamacién
alérgica pulmonar.



7. Material y Métodos

7.1 Antigeno

En todas las inmunizaciones se uso, ovoalbumina (OVA) grado V (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO. USA).

7.2 Anticuerpos

Para el analisis de inmunohistoquimica, se- utilizaron los siguientes
anticuerpos

Interleucinas:
< Anticuerpo policlonal anti- IL-5 de ratén hecho en cabra (R&D System)
< Anticuerpo policlonal anti-IL-13 de raton hecho en cabra (R&D System)

% Anticuerpo policlonal anti- IL-4 de raton hecho en cabra (R&D System)

Quimiocinas:

<+ Anticuerpo policlonal anti IP-10 de raton hecho en conejo (Peprotech)

%+ Anticuerpo policlonal anti IL-8 de humano hecho en conejo (Peprotech)

<» Anticuerpo policlonal anti MIG de humano hecho en conejo (Peprotech)
< Anticuerpo policlonal anti eotaxina-2 de ratén hecho en cabra (Peprotech)
< Anticuerpo policlonal anti MCP-1 de raton hecho en conejo (Peprotech)

3 Aﬁticuerpo policlonal anti SDF-1 de ratén hecho en cabra (Santa Cruz)

Inmunohistoquimica:
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Para disminuir la in-especificidad utilizamos un solucion bloqueadora que
contenia una mezcla de bloqueador universal (DAKO corporation) y Albimina
sérica bovina al 1 % (Sigma).
En este trabajo se utilizo en “kit” comercial DAKO LSAB + peroxidase universal
(K0690) (DAKO Corporation).

Como substrato para desarrollar el color en las inmunotinciones se utilizo
DAKO LIQUID DAB +  Substrate-Chromogen Solution (K3468) (DAKO
Corportion).

Para contravenir utilizamos hematoxilina de Harrison (Termo Electron
Corporation).

7.3 Modelos experimentales de Inflamacion Pulmonar

Grupos de 10 ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad libres de
patdgenos, se usaron en los diferentes experimentos. Los animales se obtuvieron
del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, “Salvador
Zubiran”. En todos los experimentos los animales fueron tratados de acuerdo a
las normas establecidas por la Ley de Proteccién a los Animales en el DF, y por la
NOM-062-Z001999 de éticas de cuidado y manejo de animales.

Los esquemas de sensibilizacion fueron los siguientes y estos se resumen en
la Tabla 2.

Modelo 1 (M-1). Los ratones fueron sensibilizados con 10 ug de OVA
disuelta en 100 ul de SS via i.p. Después de 14 dias los animales se retaron con
50 ul de solucién de OVA 1.5% por via i.t. Diez dias recibieron un segundo reto

con OVA i.t a la misma concentracion y fueron sacrificados al dia 28.



Modelo 2 (M-2). Los ratones reciben 10 ug de OVA en 100 ul de SS-1 mg de
alumbre via i.p en los dias 0 y 5, en el dia 12 se retaron con solucion de OVA

0.75% en 100 ul de SS via i.t. Cuatro dias después se sacrificaron.

Modcic T (M-3). Los ratones recibieron 10 g de OVA en 100 pul de SS-1 mg
de alumbre via i.p los dias 0 y 5, en el dia 12 y 22 se retaron via i.t con OVA

0.75% disuelta en 100 ul de SS. Cuatro dias después se sacrificaron.

Los grupos controles también de 10 ratones para cada uno de los esquemas,
recibieron SS en lugar de OVA.

Los ratones fueron anestesiados e una camara de cloroformo vy

posteriormente sacrificados exanguinacion. El suero se colecto y se almacend a —
70°C hasta su uso.

Tabla 2. Modelos de Sensibilizaciéon

Modelos Sensibilizacion Reto Sacrificio
10 pg OVA en 100 ul SS | 50 pl sol OVA 1.5% en )
1 Dia 28
I.P. (Dia 0) SS I.T. (Dia 14 y 24)
10 ug OVA en 100 pl SS-1 .
OVA 0.75% sol en 100 )
2 mg alumbre I.P. ) Dia 16
u SS IT. (Dia12) |
(DiaQy5)
10 ug OVA en 100 pl SS-1 g
e OVA 0.75% sol en 100 , ‘|
3 mg alumbre I.P. ) Dia26 |
ul SS I.T. (Dia 12y 22) '
(Dia 0Oy 5)

Grupos controles esquemas iguales pero utilizando SS solamente




7.4 Preparacion del tejido para el analisis histopatologicos

Grupos de 5 animales fueron sacrificados por exanguinacion, uno de los
pulmones se perfundio via i.t con 1 ml de etanol absoluto. Después de 24 horas de
tratamiento los pulmones fueron deshidratados y embebidos en parafina.

Secciones seriadas de 4 um fueron tenidos con Hematoxilina-Eosina (H&E) y
con acido periddico de Schiff (PAS) para identificar las células productoras de
moco. Para la cuantificacion, se usaron 5 laminillas con Iobulos pulmonares
seleccionados al azar, con aumento de 40 x se determina el area del infiltrado
inflamatorio peribronquial y perivascular en cuadrantes usando un analizador
automatico de imagenes (Leica Qwin).

7.5 Cuenta total y diferencial de células de lavados bronqueoalveolares
(LBA)

Grupos de 5 animales se sacrificaron por exanguinacion. LBA se obtuvieron
introduciendo una canula en una pequefa incision en la traquea, con esta se
lavaron los pulmones 6 veces con 1 ml de solucion salina isotonica (SSI) a 4° C.

Los fluidos de LBA se centrifugaron a 1200 rpm por 10 min y el boton de
células se resuspendid en 1 ml SSI. El numero de células totales se determina
usando un hematocitometro. La cuenta diferencial de células fue determinado
utilizando un frotis de LBA después de ser tenidos con H&E. El tipo de células se

expreso en porcentaje de 200 células contadas por preparacion.
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7.6 Inmunohistoquimica

Las tinciones de inmunohistoquimica se realizaron a partir de secciones
seriadas del mismo tejido pulmonar embebido en parafina, se montaron en
laminillas cubiertas con silano (Sigma, Cal. USA). Las secciones del tejido fueron
desparafinadas en un horno de calentamiento a 62°C por 1 hora, posteriormente el
tejido fue hidratado sumergiéndolo en xilol 3 veces por 8 min, etanol 100% 2
veces, etanol 90%, etanol 70% y agua destilada 5 min después se realizo la
recuperacion de antigeno utilizando citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) en bafo
maria a ebullicion por 25 min, se elimino la actividad de la peroxidasa enddgena
con metanol y peréxido de hidrogeno (3% por 25 min). Se bloquet con una mezcla
de bloqueador universal (DAKQO) y albumina sérica bovina (BSA) al 1% por 60 min.
Posteriormente las secciones se incubaron toda la noche a temperatura ambiente
en agitacion con los diferentes anticuerpos (IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, IP-10, MIP-1,
MIP-5, MIG, EOT-2 y SDF-1) en diluciones 1:250 en PBS-BSA. Después de lavar
las secciones de tejido se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a
biotina (Link, DAKO LSAB + kit) y después con Streptavidina conjugada a
peroxidasa de rabano (HPR), por ultimo el color se genero mediante la adicion de
substrato DAB (diamino benzidina) (DAKO Liquid DAB+ Kit) (1-2 min) se detuvo la
reaccion con agua destilada y se contratind con hematoxilina, posteriormente se
deshidratd con agua destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% vy xilol 5§
minutos en cada uno, el tejido se preservo con un medio de montaje (resina)

De este modo se procedieron a hacer las comparaciones entre los ratones
tratados con SS y OVA.



7.7 Microscopia y analisis morfométrico

La laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células y
los infiltrados inflamatorios se cuantificaron 8 campos en 4 pulmones diferentes,
utilizando un analizador de imagenes con el programa Image-Pro® Plus (Media
Cybernetics®, Silver Spring, MD, USA).

7.8 Procesamiento de los datos

Se elaboré una base de datos y la informacion se proceso utilizando el
programa SPSS ver 10.0 para Windows®. Los datos se presentaron mediante
medias aritméticas y desviacion estandar. Si los coeficientes de variacion son
mayores al 20% se presentaran las medianas y los cuartiles. Se utilizaran
pruebas no paramétricas para establecer si existen diferencias de la proporcién de
células.



8. RESULTADOS

8.1 Resultados preliminares

8.1.1 Evaluacion de los modelos experimentales para inducir

inflamaciéon pulmonar

Se evaluaron tres modelos experimentales para inducir inflamacion pulmonar
en ratones utilizando OVA como alérgeno, uno de estos modelos (M-1) ha sido
descrito previamente, fue comparado con dos variantes experimentales (M-2, M-3)
que se estandarizaron en nuestro laboratorio .(50)

8.1.2 Evaluacion de la inflamacion pulmonar

La figura 1 muestra que la administracién de SS en animales control indujo
inflamacion moderada de tipo mononuclear en el area peribronquial (7000 muZ' +
628) y perivascular (3000 my® + 959). La administracion de OVA por inyeccion i.t.
en animales previamente sensibilizados con el mismo alérgeno por via i.p. sin
alum, produjo un ligero incremento de la inflamacion perivascular y peribronquial
(Figura 1A y 1B). En contraste, la sensibilizacion i.p. con OVA y alum acompanada
de la inyeccion i.t. de una sola dosis de OVA indujo un incremento del 300% de el
area de inflamacion perivascular y en animales con el mismo esquema de
sensibilizacion pero con dos inyecciones i.t. de OVA produjo un incremento del
area inflamatoria de 600% y 300% en el compartimiento perivascular y
peribronquial respectivamente en comparacion con los animales control (Figura 1A
y 1B).
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8.1.3 Medicion de la produccion de moco por células calciformes y

determinacion de la eosinofilia en LBA

En la figura 2A se muestra que la cuantificacion automatizada de células
calciformes productoras de moco tambien correlaciona con la extension del
infiltrado inflamatorio producido por los diferentes modelos para producir
inflamacion alérgica pulmonar. El porcentaje de células calciformes producido por
la administracion de OVA mediante M-1 produjo menos del 10% de células
calciformes. En contraste, los animales sensibilizados con OVA y alum que
recibieron dos inyecciones de OVA i.t. (M-3) tuvieron mas del 80% de células
productoras de moco. Porcentajes menores pero de mas del 60% de células
productoras en el epitelio bronquial se observo en los ratones que recibieron OVA
mediante M-2. Mientras que los grupos que recibieron solo SS el porcentaje de
células productoras de moco fue del 0 — 4% en todos los modelos evaluados.

Figura 2B. En esta figura se muestra la cuantificacion del infiltrado de
eosinofilos en LBA de los ratones después de la sensibilizacion con OVA
utilizando los diferentes modelos ya mencionados, comparados con los controles
de SS. El calculo se realizé a partir de preparaciones de los LBA tenidos con H/E
se identificaron morfolégicamente 200 células. En los animales sensibilizados con
el M-1, 96 h después del ultimo reto, el porcentaje de eosindfilos aumenta
significativamente con respecto a los controles (p < 0.05). Los valores obtenidos
con este modelo de sensibilizaciéon son consistentes con lo reportado
anteriormente. Sin embargo, en los grupos de ratones inmunizados con M-2 y M-3
se induce una inflamacion intensa no reportada con anterioridad, ya que el
porcentaje de eosindfilos es mucho mayor con respecto a los controles, 5 veces

mas altos en el caso de M-2 y 8 veces para M-3 (p < 0.05).
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8.1.4 Analisis histolégico

Las imagenes de las secciones de tejido pulmonar de ratones parafinado que
se tineron con H/E se muestran en la figura 3, el M —1 presento una inflamacion
pulmonar leve (Fig. 3A); en cambio el M-2 induce inflamacion moderada (Fig. 3C)
y el M-3 inflamacion severa (Fig. 3E). Por otro lado, las secciones tefidas con PAS
para detectar mucina (produccion de moco), muestran que se presenta escaso
material PAS-positivo en el lumen bronquial en los ratones sensibilizados con M-1
(Fig. 3B), mientras que los sensibilizados con M-2 presentan mayor cantidad de
este material (Fig. 3D). Los ratones sensibilizados con M-3 muestran una
abundante produccion de moco que invade casi en su totalidad la luz del bronquio
(Fig. 3F). Es importante sefalar que los ratones que recibieron solo SS con
cualquiera de estos modelos, mostraron una leve inflamacion pulmonar y escaso
material PAS-positivo (Dato no presentado).
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8.2 Resultados del trabajo

8.2.1 Reproduccion de los modelos experimentales para inducir

inflamacion pulmonar

Se reprodujeron tres modelos experimentales para inducir inflamacion
pulmonar en ratones utilizando OVA como alérgeno, uno de estos modelos (M-1)
ha sido descrito previamente, fue comparado con dos variantes experimentales
(M-2, M-3) que se estandarizaron en nuestro laboratorio. Para confirmar que los
modelos presentaran inflamacion leve (M-1), moderada (M-2) y severa (M-3) se
realizo una tincién del tejido con H/E (dato no mostrado).

8.2.2 Inmunohistoquimica

Se evaluo la expresion de la diferentes quimiocinas e interleucinas en las
secciones pulmonares de los ratones sensibilizados con M-3 (severo) mediante
inmunohistoquimica, se utilizaron anticuerpos especificos para cada una de las
quimiocinas e interleucinas estudiadas y se revelé con un sistema basado en
peroxidasa de rabano.

Expresion de IP-10

Como se muestra en la figura 4 la expresion de IP-10 en el tejido pulmonar
de ratones que recibieron OVA (alergeno) fue principalmente localizada en
linfocitos e histiocitos de infiltrados inflamatorios tanto en el area peribronquial
como en el area perivascular. La foto muestra un abundante infiltrado inflamatorio
con diversas células positivas para IP-10 con inmunotincion principalmente en el
citoplasma, auque también puede observarse tincion en la membrana
citoplasmica. Mientras que en los controles se muestra una importante tincion

basal en las células del epitelio bronquial.



Expresion de IL-8

La figura 5 muestra la expresion de IL-8 principalmente en linfocitos, e
histiocitos presentes en el intenso infiltrado peribronquial v asi como también en
células que estan formando el epitelio bronquial las cual se observan
intensamente tenidas en ratones tratados con OVA. La inmunotincion se observa
tanto en citoplasma como en la membrana celular. La figura también muestra que
existe una inmunotincién basal en las células del epitelio bronquial del tejido
pulmonar de los controles.

Expresiéon de MCP-1

La figura 6 muestra la expresion de MCP-1 exclusivamente en histiocitos
presentes en el infiltrado inflamatorio tanto perivascular, como peribronquial en los
ratones que recibieron OVA. La inmunotincion es intensa en el citoplasma y
membrana celular. Noétese la negatividad de la tincién en los demas subtipos

celulares presentes en el infilirado, asi como en los controles.

Expresion de MIG

Como se muestra en la figura 7 la expresion de MIG es principalmente en
linfocitos e histiocitos presentes en los infiltrados perivasculares y peribronquiales,
asi como en células del epitelio bronquial en ratones que recibieron OVA. En
todas estas células se observa una tincion intensa tanto en citoplasma como en la
membrana celular. Mientras que en los controles no se observa tincién.

Expresion de Eotaxina-2
Como se muestra en la figura 8 la expresion de eotaxina 2 es principalmente

observada en linfocitos e histiocitos que forman parte del infiltrado perivascular

peribronquial de los ratones que fueron tratados con OVA, la tincién aunque no es
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muy intensa se observa en citoplasma y membrana celular. En los controles se

observa una leve tincion basal en las células del epitelio bronquial.

Expresion de SDF-1

La figura 9 muestra la expresion de SDF1 la cual se observa principalmente
en células del epitelio bronquial las cuales se tifien de manera muy intensa tanto
en el citoplasma como en la membrana celular. También se observa una clara
expresion en linfocitos y una leve expresion en histiocitos, presentes en infiltrados
perivasculares y peribronquiales, esto en los ratones tratados con OVA. Nétese
que en los controles no se observa tincion.

Expresion de IL-4

Como se muestra en la figura 10 la expresion de IL-4 se observa
exclusivamente en los abundantes linfocitos presentes en los infilirados
perivasculares y peribronquiales en el tejido pulmonar de los ratones que
recibieron OVA. La tincion se observa muy intensa en citoplasma y membrana

celular, a diferencia de los controles en donde no se observa tincion.

Expresion de IL-5

La figura 11 muestra la expresion de IL-5 también se observa en los
linfocitos, los cuales se encuentran en gran numero formando parte de los
infiltrados perivasculares y peribronquiales, esto en los tejidos pulmonares de los
ratones que recibieron OVA. La expresion es muy intensa tanto en el citoplasma,

como en la membrana celular. No se observa tincion en los controles.



Expresion de IL-13

Como se muestra en la figura 12 la expresion de IL-13 se observa con
intensa positividad en el citoplasma y membrana celular de linfocitos e histiocitos
de infiltrados inflamatorios perivasculares para los ratones que fueron tratados con

OVA. A diferencia de los controles en donde no se observo tincion.

8.2.3 Analisis Morfométrico.

Se evalué de manera cuantitativa la expresién de IL-4 a partir de las
tinciones de inmunohistoquimica realizadas. Esta evaluacion se realizo en los 3
diferentes modelos de sensibilizacion (M-1, M-2 y M-3), en cada modelo se
evaluaron por lo menos 5 diferentes campos (a 40X) en cada uno de los tejidos
pulmonares de al menos 4 ratones por cada modelo. Tanto en los ratones
tratados con OVA, como en los controles.

Expresiéon de IL-4

La figura 13 muestra que la administracién de SS en animales no se observa
la presencia de células IL-4 positivas tanto en el area peribronguial (fig. 13A),
como perivascular (fig. 13B). La administracion de OVA por via i.t. en animales
previamente sensibilizados con el mismo alérgeno por via i.p. En el M-1 se
observa la presencia de células IL-4 positivas de casi un 20% (300 um? ), mientras
que en M-2 se observa un 35% de células IL-4 positivas tanto en infiltrados
perivasculares (Fig. 13A) como en infiltrados peribronquiales (Fig. 13B). Para el
caso de M-3 se observa un incremento significativo de células IL-4 positivas, en
donde se alcanza un casi un 60% en infiltrados perivasculares (Fig. 13A) y de un
70% en infiltrados peribronquiales (Fig. 13B).
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Expresion de IL-5

La figura 14 muestra que la cuantificacion de células positivas para IL-5 de
en animales que recibieron OVA y los controles de SS. La administracion de OVA
por via i.t. en animales previamente sensibilizados con el mismo alérgeno por via
i.p. En el M-1 se observa menos del 2% de células IL-5 positivas en infiltrados
perivasculares (Fig. 14A), como en el area peribronquial (Fig. 14B), mientras que
en M-2 se observa un 6% de células IL-5 positivas infiltrados en perivasculares
(Fig. 14A) y de un 18% en los infiltrados peribronquiales (Fig. 14B). Para el caso
de M-3 se observa un 8% en infiltrados perivasculares (Fig. 14A) y un incremento
significativo del 25% en infiltrados peribronquiales (Fig. 14B).

Expresion de IL-13

La figura 15 muestra que la cuantificacion de células positivas para IL-13 de
en animales que recibieron OVA y los controles de SS. La administracién de OVA
por via i.t. en animales previamente sensibilizados con el mismo alérgeno por via
i.p. En el M-1 se observa menos del 5% de células IL-13 positivas en infiltrados
perivasculares (Fig. 15A), como en el drea peribronquial (Fig. 13B), mientras que
en M-2 se observa un 18% de células IL-13 positivas infiltrados en perivasculares
(Fig. 15A) y de un 10% en los infiltrados peribronquiales (Fig. 15B). Para el caso
de M-3 se observa un incremento significativo de células IL-13 positivas, en donde
se alcanza un casi un 25% en infiltrados perivasculares (Fig. 15A) y de un 55% en
infiltrados peribronquiales (Fig. 15B).
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9. SECCION DE FIGURAS



Figura 1
Evaluacion de la inflamaciéon pulmonar
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Analisis morfométrico del infiltrado perivascular (A), peribronquial (B) en ratones que
fueron tratados con SS o con OVA, utilizando los diferentes modelos de
sensibilizacion mencionados en materiales y métodos. Cortes seriados de tejido
pulmonar de 4 ratones por cada grupo fueron tefiidos con H/E y se observaron
utilizando microscopia de luz (40X de magnificacion) en un analizador de imagenes
como se describe en materiales y metodos. Los resultados representan el promedio
de cada grupo + DS.

* p < 0.05 comparado con el grupo control, ** p < 0.02 comparado con el grupo
control
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Figura 2
Medicién de produccion de moco y
determinacion de eosinodfilos en LBA
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Medicion de la produccion de moco tejido pulmonar (A), y porcentaje de
eosinofilos en LBA (B) en ratones que fueron tratados con SS o con OVA,
utilizando los diferentes modelos de sensibilizacion mencionados en matenales y
métodos. Para la medicion de produccién de moco, cortes seriados de tejido
pulmonar de 4 ratones por cada grupo fueron tenidos con PAS y se observaron
utilizando microscopia de luz (40X de magnificacion) en un analizador de
imagenes como se describe en materiales y métodos. Para la cuantificacion de
eosindfilos, la preparacion de cada uno de los LBA fueron realizadas en un
citospin, tenidas con H/E y contadas utilizando microscopia de luz (X100
magnificaciones). En total 200 células fueron identificadas en cada laminilla
basandonos en los criterios de morfologia tradicionales. Los resultados
representan el promedio de cada grupo + DS.

* p < 0.05 comparado con el grupo control, ** p < 0.02 comparado con el grupo control



Figura 3
Analisis histélogico

Modelo 1.
Asma ligera

Modelo 2.
Asma moderada

Modelo 3.
Asma severa

Imagenes representativas de los hallazgos histologicos a partir de pulmones de
los ratones sensibilizados con los diferentes modelos mencionados en materiales
y métodos. A, C y E. Secciones de tejido pulmonar tenidas con HHEy B, Dy F
con PAS para resaltar mucina. Ratones sensibilizados con E-1, microscopia de
luz (40X) se observa un leve infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular
(flechas) y en el areas peribronquiales (cabeza de flechas). (B) en estos
pulmones se observa escasa produccion de moco (flecha). En comparacion, los
ratones sensibilizados con E-2, exhibieron moderado infiltrado perivascular y
peribronquial (C); con abundante produccion de moco (D). Los ratones
sensibilizados con E-3, muestran una excesiva inflamacion perivascular y
peribronquial (E), y produccion masiva de moco. 36



Figura 4
Expresion de IP-10 en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histologicos e inmunchistoquimicos para la identificacion de IP-10
en tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar
sensibilizados por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal
anti IP-10 de ratén hecho en conejo (Peprotech) a una dilucién de 1:250 y se
revelo con DAB 3:46 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el
problema (OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de
luz (20X y 40X).
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Figura 5
Expresion de IL-8 en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos para la identificacion de IL-8 en
tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar sensibilizados
por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal anti IL-8 de
humano hecho en conejo (Peprotech) a una dilucion de 1:250 y se revelo con
DAB 2:30 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el problema
(OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de luz (20X y
40X).
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Figura 6
Expresion de MCP-1 en tejido pulmonar
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Hallazgos inmunohistoquimicos para la identificacion de MCP-1 en tejido
pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar sensibilizados por M-
3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal anti MCP-1 de raton
hecho en conejo (Peprotech) a una dilucion de 1:250 y se revelo con DAB
1:40 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el problema (OVA).
Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de luz (20X y 40X).
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Figura 7
Expresion de MIG en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histolégicos e inmunchistoquimicos para la identificacion de MIG en
tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar sensibilizados
por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal anti MIG de
humano hecho en conejo (Peprotech) a una dilucion de 1:250 y se revelo con
DAB 1:40 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el problema
(OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de luz (20X y
40X).
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Figura 8
Expresion de Eotaxina-2 en tejido
pulmonar

20X

40X

Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos para la identificacion de
eotaxina-2 en tejido pulmonar de ratones con inflamacién alérgica pulmonar
sensibilizados por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal
anti eotaxina-2 de raton hecho en cabra (Peprotech) a una dilucion de 1:250 y
se revelo con DAB 2 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el
problema (OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de
luz (20X y 40X) con positividad en algunos linfocitos y en histiocitos de
infiltrados inflamatorios perivasculares para los ratones que fueron tratados
con OVA.
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Figura 9
Expresion de SDF-1 en tejido pulmonar

3 .
2 K
Fiy ) R _;,
20X [k .o e
j}‘“-- ¥ "_ o h
.sh._ iz ;
L. 1 { b-t\j\\
\. “j: e W | i : - 7 3
WPt T 2 e AR
'S ’.l_" i iu( ‘?& < g are S e ala e ST e Ll
T ] M) g " af
8 R A D oy
puy) e el sy, “w
s ? % ST L Vs
- F—- % Y .
- 9 ‘e
g S, L . ! ;“{gﬁ.» atd G -y
e Y _;‘ S 7 e [ g 1 P OB b:
40X Rl T 4 g 5 e B
e e Mol L ey
¥ . S i = i 1% (A é;é'.'
ce o3 ;.
i - > € ""',3‘1_.‘ ‘A‘:‘ "’”“’Z { {; 'E“er :

Hallazgos histolégicos e inmunohistoquimicos para la identificacion de SDF-1
en tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar
sensibilizados por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal
anti SDF-1 de raton hecho en cabra (Santa Cruz Biotechnology) a una dilucion
de 1:250 y se revelo con DAB 3:46 minutos, esto tanto para el control (SS)
como para el problema (OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en
microscopia de luz (20X y 40X).



Figura 10
Expresion de IL-4 en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histoldgicos e inmunohistoquimicos para la identificacion de IL-4 en
tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar sensibilizados
por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo monoclonal anti IL-4
humano hecho de ratéon (R&D system) a una dilucion de 1:250 y se revelo
con DAB 1 minuto, esto tanto para el control (SS) como para el problema
(OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de luz (20X y
40X).
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Figura 11
Expresion de IL-5 en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histologicos e inmunohistoquimicos para la identificacion de IL-5 en
tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar sensibilizados
por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal anti IL-5 de
ratén hecho en cabra (R&D system) a una dilucion de 1:250 y se revelo con
DAB 3:46 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el problema
(OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de luz (20X y
40X) con positividad en linfocitos e histiocitos de infiltrados inflamatorios
perivasculares para los ratones que fueron tratados con OVA.
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Figura 12
Expresion de IL-13 en tejido pulmonar

20X

40X

Hallazgos histologicos e inmunohistoguimicos para la identificacion de IL-13
en tejido pulmonar de ratones con inflamacion alérgica pulmonar
sensibilizados por M-3. Como primer anticuerpo se utilizo anticuerpo policlonal
anti IL-13 de ratén hecha en cabra (R&D system) a una dilucién de 1:250 y se
revelo con DAB 1:40 minutos, esto tanto para el control (SS) como para el
problema (OVA). Posteriormente los tejidos se analizaron en microscopia de
luz (20X y 40X)



Figura 13
Cuantificacion de la expresion de células IL-4
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Evaluacion cuantitativa de las células positivas para IL-4. Se realizo el andlisis
morfométrico del infiltrado perivascular (A), peribronquial (B) en ratones que fueron
tratados con SS o con OVA, utilizando los diferentes modelos de sensibilizacion
mencionados en materiales y métodos. Cortes seriados de tejido pulmonar de 4 ratones
por cada grupo fueron sometido a inmunohistoquimica para IL-4 y contratenidos con
hematoxilina y se observaron utilizando microscopia de luz (40X de magnificacion) en un
analizador de imagenes como se describe en materiales y métodos. Los resultados
representan el promedio de cada grupo + DS.

* p < 0.05 comparado con el grupo control 46



Figura 14
Cuantificacion de la expresion de células IL-5
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Evaluacion cuantitativa de las células positivas para IL-5. Se realizo el analisis
morfométrico del infiltrado perivascular (A), peribronquial (B) en ratones que fueron
tratados con SS o con OVA, utilizando los diferentes modelos de sensibilizacion
mencionados en materiales y métodos. Cortes seriados de tejido pulmonar de 4 ratones
por cada grupo fueron sometido a inmunohistoquimica para IL-5 y contratenidos con
hematoxilina y se observaron utilizando microscopia de luz (40X de magnificacion) en un
analizador de imagenes como se describe en materiales y métodos. Los resultados
representan el promedio de cada grupo = DS.

* p < 0.05 comparado con el grupo control 47



Figura 15
Cuantificacion de la expresion de células IL-13
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Evaluacion cuantitativa de las células positivas para IL-13. Se realizo el analisis
morfométrico del infiltrado perivascular (A), peribronquial (B) en ratones que fueron
tratados con SS o con OVA, utilizando los diferentes modelos de sensibilizacion
mencionados en materiales y métodos. Cortes seriados de tejido pulmonar de 4 ratones
por cada grupo fueron sometido a inmunohistoquimica para IL-13 y contratenidos con
hematoxilina y se observaron utilizando microscopia de luz (40X de magnificacion) en un
analizador de imagenes como se describe en materiales y métodos. Los resultados
representan el promedio de cada grupo + DS.

* p < 0.05 comparado con el grupo control 48



10. DISCUSION DE RESULTADOS

El asma es una enfermedad caracterizada por extensos infiltrados de
eosinofilos en el tejido pulmonar, niveles elevados de IgE sérica y produccién
excesiva de moco en vias respiratorias. Las citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) son
necesarias para la induccion de esta enfermedad. Los linfocitos CD4+ Th2 y las
citocinas que ellos producen aumentan en modelos experimentales y en pacientes
con asma alérgica (51-53).

En los ultimos anos la informacion acerca de la inmunopatogenesis del asma
a partir de modelos experimentales ha sido basta. Existen diferentes modelos
animales donde se utiliza OVA como alérgeno mas comun, y hay variaciones en
los procesos de sensibilizacién, la via de administracion y el uso de adyuvantes.
En estos modelos hay infiltrados de eosindfilos e hiperproduccién de moco en
bronquios de vias aéreas el incremento de IgE sérica. Sin embargo, no existe un
modelo en donde se puedan comparar los diferentes grados de severidad de esta
enfermedad.

En este trabajo evaluaron 3 modelos experimentales de inflamacion alérgica
pulmonar con diferentes grados de severidad usando OVA como alérgeno. Uno de
estos modelos ya habia sido descrito (54) (55) (56) y las otras dos variantes
experimentales fueron estandarizadas en nuestro laboratorio. Nosotros
observamos que el uso de alum (AL) como adyuvante durante las
sensibilizaciones por vias i.p. y la administracion de OVA por inyeccién i.t.
producen una respuesta alérgica intensa. De hecho, los ratones inmunizados con
OVA-AL por via i.p. y retados en dos ocasiones con OVA i.t. (M-3), muestra tres
incrementos en el infiltrado eosindfilos en el tejido pulmonar, en comparacion con
los ratones con la inmunizacion i.p. con OVA-AL y el reto con inmunizacion i.t. con
el mismo antigeno (M-2). El M-3 muestra el conteo mas alto de eosindfilos en LBA
(fig. 2B). Estos resultados son los esperados ya que la IL-5 es importante para la

diferenciacion, activacion y proliferacion de este subtipo celular (57).
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Los diferentes modelos de inflamacion alérgica pulmonar en conjunto,
reflejaron niveles de severidad diferentes, en M-1, los ratones presentaron las
caracteristicas histologicas vy fisiopatologicas de una inflamacion pulmonar ligera,
en M-2, los ratones presentan una inflamacion moderada y los que recibieron el
alergeno mediante en M-3, presentaron una inflamacion pulmonar severa (Fig. 1,
Fig. 2A y Fig. 3)

Las expresion de algunas gquimiocinas e interleucinas importantes en el
proceso de inflamacion alérgico pulmonar fue evaluado mediante
inmunohistoguimica. Los resultados mostraron que la expresion de IP-10, IL-8 y
SDF-1 (figuras 4, 5y 9) fue mas abundante sobre todo en células del infiltrado
perivascular y peribronquial, que en el caso de MIG y eotaxina-2 (figuras 7 y 8), las
cuales presentaron una expresion un poco mas discreta. Mientras que en el caso
de MCP-1 (fig. 6) las células positivas fueron mucho menores pero la tincion de
estas fue muy intensa, lo cual indica que una poblacion reducida de células
expresan esta quimiocina, pero esta peguena poblacion la expresa en grandes
cantidades. En el caso de SDF-1 (Fig. 9) observamos una muy intensa expresion
en el epitelio bronquial de pulmones de ratones tratados con OVA, lo cual es
consistentes con lo ya reportado (58). Tambien observamos una muy importante
expresion en linfocitos e histiocitos de infiltrado inflamatorio principalmente
perivascular.

Debe mencionarse de manera particular el resultado observado en epitelio
bronquial, ya que IL-8 es positiva en los bronquios del tejido pulmonar de ratones
tratados con SS y con OVA como puede observarse en la figura 5, lo cual indica
qgue esta quimiocina se encuentra presente en condiciones normales y patologicas
(inflamacion pulmonar). De igual manera sucede con eotaxina-2 (Fig. 8), en la cual
se observa una expresion basal en los grupos control. Esto puede deberse al
proceso de administracion (invasivo) el cual se lleva acabo también en los grupos
control que recibieron SS, de la misma manera que los grupos problema recibieron
OVA.
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En el caso de IL-4, IL-5 e IL-13 se mostrd que su expresion es muy
abundante sobre todo en los linfocitos que se encuentran en los infiltrados
inflamatorios. La expresion aumentada de esta interleucinas es consistente con
nuestros resultados preliminares en donde cuantificamos infiltrado de eosinodfilos
(fig. 2A), pues como se comentoé en la introduccion la IL-5 participa directamente
en el reclutamiento de esta estirpe celular. Lo mismo sucede con la sobre-
expresion de IL-13 correlaciona con nuestros resultados preliminares en donde
cuantificamos la produccion de moco en tejido pulmonar (fig. 2B), pues como
también comentamos la IL-13 participa directamente en la estimulacion de las
ceélulas caliciformes las cuales son productoras de moco. Por otro lado el aumento
de la expresién de IL-4 correlaciona con nuestros resultados preliminares de la
evaluacién de los diferentes modelos, ya que la medicion de IgE sérica especifica
para OVA mostré un aumento significativo en los tres modelos evaluado
comparados con los controles (dato no presentado), como ya se menciond la IL-4
dirige el cambio de isdtopo de inmunoglobulinas hacia IgE.

La evaluacion cuantitativa de la expresion de las quimiocinas mediante el
anélisis morfométrico de las tinciones de inmunohistoguimica, demostré que la IL-
4 se encuentra presente con elevada simil arridad en infiltrados perivasculares y
peribronquiales (Fig. 13 A y B), esta expresion fue directamente proporcional al
grado de severidad de la inflamacién pulmonar, lo cual sugiere que esta

interleucina participa al inicio y durante la progresion de la enfermedad.

En cuanto a la expresion cuantitativa de IL-5, los resultados muestran una
expresion menor de esta interleucina en infiltrados perivasculares (fig. 14A), y una
expresion mayor en los infiltrados peribronquiales (fig. 14B). Lo cual sugiere que
su efecto principal es a nivel peribronquial, en donde posiblemente se degranulen
los eosindfilos (células activadas por IL-5), por lo que ocasionan espasmo
bronquial. También se observa un aumento gradual que correlaciona directamente
con los diferentes grados de severidad. Lo cual sugiere que esta interleucina

participa al inicio y durante la progresion de la enfermedad.



En el caso de IL-13, el analisis de la expresion cuantitativa mostré mayor
expresion en células presentes en infiltrado peribronquial, lo cual es esperado ya
que como se comento en la introduccion la IL-13 se involucra en la activacion de
células productoras de moco que forman parte del epitelio bronquial, induciendo
una sobreproduccion de moco y una disminucion del paso de aire, caracteristico
en el asma alérgica. La expresion de esta interleucina al igual que IL-4 e IL-15,
correlaciona con el grado de severidad indicando su participacion al inicio y

durante la progresion de la enfermedad.

L
(]



11. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logro reproducir con éxito los tres modelos para
inducir diferente grado de inflamacién pulmonar, uno de ellos descrito con
anterioridad (M-1) y dos reportados por nuestro grupo de trabajo (M-2 y M-3), los
cuales muestran en diferentes magnitudes, inflamacion pulmonar vy
sobreproduccion de moco, dos parametros caracteristicos del asma alérgica.

Por otro lado se logro la estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica
para las quimiocinas IP-10, IL-8, Eotaxina-2, MCP-1, MIG y SDF-1, y para las
interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13. Lo cual es de suma importancia ya que con las
condiciones optimas para la realizacion de esta técnica, podremos hacer estudios
mas especificos de la expresion de la quimiocinas e interleucinas ya mencionadas,
en los diferentes modelos de severidad de inflamacién alérgica pulmonar
descritos.

Los resultados obtenidos por inmunohistoquimica fueron consistentes con los
resultados en las pruebas de evaluacion de la inflamacion alérgica experimental
(aumento del infiltrado inflamatorio, producciéon de moco, y eosinofilia).

Nuestros resultados del andlisis de la expresion de las quimiocinas ya
mencionadas por inmunohistoguimica, mostraron que en el modelo de inflamacion
pulmonar mas severo (M-3), la expresiéon de IP-10, IL-8 y SDF-1 fue mayor en
comparacion con la expresion de MIG y eotaxina-2, en donde la expresion fue
moderada y con MCP-1 en donde la expresion fue leve. Lo cual sugiere que la
expresion de cada una de las quimiocinas evaluadas en este modelo se expresa
en diferente magnitud. Este hecho resalta la importancia de papel que juegan
dichas quimiocinas en los diferentes tiempos del desarrollo de la inflamacién

alérgica pulmonar.

En el caso de las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 la expresion evaluada por

inmunohistoquimica y mediante analisis morfométrico, mostré que existe una
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correlacion directa entre su expresion y el grado de severidad de la inflamacion

alérgica pulmonar.

Lo resultados generados en este trabajo son de suma importancia, ya que
utilizando los diferentes modelos, pueden realizarse estudio de fisiopatoldgicos,
con la finalidad de buscar y realizar pruebas para nuevos y mejores agentes
terapéuticos en el tratamiento de pacientes que sufren de esta enfermedad.

12. PERSPECTIVAS.

- Realizar el analisis morfométrico de las quimiocinas IP-10, IL-8, SDF-1, MIG,
MCP1 y eotaxina-2, para establecer las diferencias cuantitativas de la expresion

durante el desarrollo de la enfermedad alérgica pulmonar.
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