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RESUMEN

La inflamacion es un proceso que ocurre para restaurar la estructura y funcion del tejido
dafado e involucra el reclutamiento y activacion de células inflamatorias. La inflamacion
en las vias aéreas (VA) puede llegar a ser una respuesta exacerbada y desencadenar
enfermedades como el asma. En el asma la inflamacion cronica esta asociada con la
hiperreactividad de las VA que conduce a episodios recurrentes de bronco-obstruccion
caracterizados por sintomas respiratorios. En estudios previos en un modelo de cobayos
sensibilizados y retados con ovoalbumina (OVA), un grupo de cobayos siempre presentd
respuesta bronco-obstructiva después del reto (modelo de asma) y otro grupo no mostro
dicha respuesta (cobayos no respondedores, NR). Los cobayos del modelo de asma se
caracterizaron por presentar un aumento en el nimero de células inflamatorias infiltradas
en el lavado bronquioalveolar (LBA), especificamente eosindfilos, neutréfilos y linfocitos
después de ser retados con OVA, mientras que en el grupo de cobayos NR estas células
inflamatorias no se incrementaron. El reclutamiento, la acumulacién y la activaciéon de las
células inflamatorias en las VA dependen de mediadores como las quimiocinas. Es
posible que los niveles de quimiocinas se encuentren disminuidos en el grupo de cobayos
NR. El objetivo de este estudio fue medir los niveles de las quimiocinas CCL3, CCLS5,
CCL11 y CXCL8 y correlacionarlas con el numero de células inflamatorias infiltradas en el
LBA 24 horas después del tercer reto con OVA. Adicionalmente, se identificaron las
posibles fuentes celulares de estas quimiocinas por medio de andlisis inmunohistoquimico
de secciones de pulmon. Para este estudio, cobayos machos de la cepa HsdPoc:DH que
fueron sensibilizados y retados con OVA y la hiperreactividad a la histamina fue evaluada
durante el tercer reto antigénico. El grupo del modelo de asma y el grupo de cobayos NR
desarrollaron hiperreactividad a la histamina. El nimero de células inflamatorias totales
aumento significativamente en el grupo de cobayos del modelo de asma en comparacion
con el grupo de cobayos NR y el grupo control. EI nimero de eosinéfilos se incrementé en
el LBA del grupo de cobayos del modelo de asma, mientras que el nimero de neutrofilos
se incremento en el LBA del grupo de cobayos NR. Los niveles de las quimiocinas CCL3 y
CCL5 se incrementaron de manera significativa en el grupo de cobayos del modelo de
asma. En las secciones de pulmén CCL3 se observo en las células estructurales y en el
infiltrado celular, mientras que CCL5 solo en el infiltrado celular peribronquial. Los niveles
de CCL3 en el pulmén se relacionaron de manera positiva con el nimero de linfocitos en
el LBA, mientras que los niveles de CCL5 en el pulmon se correlacionaron positivamente

con el numero de eosinoéfilos en el LBA. Los niveles de CCL11 se incrementaron en el
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LBA y en homogenado pulmonar del grupo del modelo de asma y en el homogenado
pulmonar del grupo de cobayos NR. CCL11 se observo en las células epiteliales del grupo
de cobayos del modelo de asma y de manera escasa en el grupo de cobayos NR y el
grupo control. Esta quimiocina no se relaciondé con la cantidad de células inflamatorias
infiltradas en el LBA. Finalmente los niveles de CXCL8 se incrementaron en el grupo de
cobayos del modelo de asma y se observo en las células estructurales de los cobayos del
modelo de asma y del grupo de cobayos NR. CXCL8 no se asoci6 con la cantidad de
células inflamatorias infiltradas en el LBA. Nuestros datos sugieren que la disminucion de
las células inflamatorias en el LBA del grupo de cobayos NR probablemente se debe a los
bajos niveles de las quimiocinas CCL3, CCL5 y CXCL8. La ausencia de estas células
inflamatorias que liberan mediadores proinflamatorios podria contribuir con la falta de

respuesta bronco-obstructiva en el grupo de cobayos NR.
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1. INTRODUCCION

1.1 Vias aéreas

El aparato respiratorio de mamiferos se divide en una parte conductora, una parte
respiratoria y un mecanismo de ventilacion (Geneser F., 2000). La parte conductora,
conocida como vias aéreas (VA), consiste en una serie de tubos ramificados que se
vuelven mas estrechos, mas cortos y mas numerosos a medida que penetran
dentro del pulmén (West J., 2005). Las VA superiores estan formadas por las fosas
nasales, la cavidad oral y la faringe, mientras que las VA inferiores son la laringe, la
traquea, los bronquios y los bronquiolos (Geneser F., 2000; West J., 2005).

La pared de las VA consiste en una capa mucosa, una capa de musculo liso
y una capa fibrosa (Ochs M., 2008). La capa mucosa incluye al epitelio, la
membrana basal y la [dmina propia. La capa de musculo liso disminuye conforme
las VA disminuyen su calibre y desaparece en la parte respiratoria, los alvéolos. La
capa fibrosa esta conformada por cartilago y se encuentra solo en la traguea y los
bronquios (Ochs M., 2008; Jaramillo F., 2000) (Fig.1).

Figura 1. Estructura de la pared de las vias aéreas. Capa epitelial (CE), membrana basal (MB), capa

de musculo liso (ML) y capa fibrosa (CF).
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Las VA tienen la funcion de conducir el aire hacia los alvéolos (West J.,
2005). Adicionalmente, en las VA el aire inspirado se entibia, se humedece y se
eliminan los vapores hidrosolubles, el polvo y las bacterias ya que son captados por
la membrana mucosa (Geneser F., 2000). Los deso6rdenes funcionales vy
estructurales en las VA se han asociado a diversas enfermedades, entre ellas se

encuentra el asma.

1.2 Asma

El asma es una enfermedad compleja y heterogénea que se ha definido por sus
caracteristicas clinicas, fisiologicas y patoldgicas como una enfermedad inflamatoria
cronica de las VA en la que participan diversas células y elementos celulares (GINA
2009, Shin S., 2009; Kim Y., 2010). La inflamacién crénica esta asociada con el
aumento en la reactividad de las VA que se manifiesta mediante episodios
recurrentes de sintomas respiratorios como sibilancias, disnea, opresioén toracica y
tos. Estos sintomas se asocian con la obstruccion generalizada, pero variable, al
flujo de aire y frecuentemente es reversible de manera espontdnea 0 con
tratamiento (Ying S. 2006; GINA 2009).

Los factores de riesgo que influyen en el desarrollo de asma pueden ser
factores relacionados con el huésped y factores ambientales (GINA 2009; Kim Y.,
2010). Entre los primeros se encuentran genes que predisponen al incremento en
los niveles de inmunoglobulina E (IgE) especifica para antigenos inocuos del medio
ambiente, o alérgenos, fendmeno conocido como atopia (Des J.T., 1993; Bousquet
J., 2000). Otros genes predisponen a la generacion de mediadores inflamatorios
que contribuyen a la disfuncion de las VA. También se ha descrito que la obesidad y
el sexo son factores de riesgo para desarrollar asma (GINA 2009). Entre los
factores ambientales se encuentran aquellos que influyen en la expresion de los
sintomas de la enfermedad, como la exposicion a alérgenos, la contaminacion
ambiental, las infecciones virales, el humo del tabaco, los sensibilizadores
ocupacionales, el ejercicio, la dieta y algunos farmacos como la aspirina (Ying S.
2006; GINA 2009).

13
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El asma es un problema de salud publica que afecta aproximadamente a
300 millones de personas en el mundo y su prevalencia se ha incrementado en las
Ultimas tres décadas en paises occidentales (GINA 2009; Kim H., 2010). En México
la prevalencia de asma varia del 5 al 12% (Vargas M., 2009a). El Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER) reporté que en el 2010 el asma fue la
principal causa de atencién en la consulta externa y ocupoé el primer lugar entre las
diez principales causas de atencion en la unidad de urgencias respiratorias (Informe
anual INER, 2010).

El asma representa una significativa carga econémica para las personas
gue la padecen ya que genera elevados costos directos e indirectos. Los ingresos a
hospitales y los costos en medicamentos son considerados costos directos,
mientras que los costos indirectos incluyen el ausentismo laboral y escolar. Asi
mismo, la calidad de vida de los pacientes se ve afectada de manera importante ya
gue repercute sobre aspectos sociales y afectivos (GINA 2009). Debido a que el
asma es una enfermedad con multiples fenotipos se han propuesto diferentes
esquemas para clasificarla lo que permite un mejor tratamiento clinico (King C. and
Moores L., 2008; GINA 2009).

1.2.1 Clasificacion de asma

Diversos criterios han sido establecidos para agrupar a los pacientes con asma. De
acuerdo a la frecuencia de los sintomas, el asma se ha clasificado en episddica,
persistente, estacional y nocturna o matutina. La clasificacion segun el control de la
enfermedad divide al asma en controlada y no controlada, esta clasificacion tiene
como criterio la calidad de vida del paciente y la cantidad de medicamentos que se
requieren para su control (Graham L., 2006; Salas H., 2009). El criterio segun la
severidad de la enfermedad combina la frecuencia de los sintomas, pruebas de
funcién pulmonar y marcadores de inflamacién, por lo que el asma se puede
clasificar como intermitente y persistente, ésta a su vez, en persistente leve,

moderada o severa (Graham L., 2006; GINA 2009). De acuerdo a su etiologia, el

14


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

asma se ha clasificado en extrinseca o alérgica e intrinseca o no alérgica (Vargas
M., 2005). El asma alérgica se origina por una reaccion de hipersensibilidad tipo |
(Des J.T., 1993) y los sintomas aparecen como consecuencia del contacto con
alérgenos como el polen, los acaros o los hongos, éstos conducen al sistema
inmune a una reaccion inflamatoria exacerbada. Por otro lado, en el asma no
alérgica los sintomas no se asocian con la exposicion a ningun alérgeno y los
pacientes reaccionan ante un variado numero de estimulos como el aire frio o seco,
el exceso de humedad, el ejercicio fisico o las emociones, y se ha sugerido que
puede ser una forma de autoinmunidad o autoalergia debido a la activacién anormal
de linfocitos (Kim Y., 2010). El asma no alérgica es menos frecuente que la alérgica
(Des J.T., 1993). Estas dos formas de asma son clinica, inmunoldgica vy
fisiopatolégicamente similares, por ejemplo, en ambos tipos de asma existe una
elevada produccion de linfocitos T cooperadores de la clase 2 (Th2), eosindfilos y
mediadores proinflamatorios que en conjunto inducen el incremento en la
reactividad de las VA (Humbert M., 1999; Vargas M., 2005).

1.3 Hiperreactividad de las vias aéreas

La hiperreactividad se refiere al estado en que las VA disminuyen excesivamente su
calibre ante estimulos que en sujetos sanos causarian poco o ningun efecto debido
al incremento en la sensibilidad del musculo liso por agonistas que provocan su
contraccion (Vargas M., 2005; GINA 2009). La hiperreactividad es una caracteristica
clinica importante del asma y generalmente es proporcional al grado de severidad
de la enfermedad (O’Byrne P., 2003; Cockcroft D., 2006).

La hiperreactividad de las VA suele evaluarse mediante la administracion de
concentraciones crecientes de un agente bronco-constrictor, como histamina o
metacolina, que provoca la contraccion del masculo liso. Esta respuesta se evalla
por medio de la dosis provocativa 20 (PD,o, por sus siglas en inglés, provocative
dose) que se refiere a la concentracion del agente que induce la disminucién del
20% en la funcion pulmonar y el parametro que evalla directamente la obstruccion

del flujo de aire es el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1, por
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sus siglas en inglés, forced expiratory volume in the first second) (O’'Byrne P., 2003;
West J., 2005; Vargas M., 2005, 2009b). En sujetos sanos se requieren
concentraciones elevadas del agente para inducir la disminucion del 20% del FEV;,
mientras que en sujetos con asma esta disminucibn se alcanza con
concentraciones menores (O’ Byrne P., 2003; GINA 2009; Busse W., 2010) (Fig. 2).

Figura 2. Curvas dosis-respuesta que muestran los cambios en el FEV; inducido por distintas dosis
de histamina o metacolina en un sujeto sano y en pacientes con asma leve, moderada y severa. Se

observa que la PD,y, es menor en sujetos con asma severa (GINA 2009).

Los factores que contribuyen a la hiperreactividad de las VA se han dividido
en variables y persistentes (Busse W., 2010). Los factores variables se asocian con
el proceso inflamatorio y pueden ser influenciados por eventos ambientales como la
exposicién a alérgenos e infecciones respiratorias. Los factores persistentes han
sido atribuidos a cambios en la estructura de las VA como efecto del proceso de
remodelacion, este proceso incluye el engrosamiento de la capa subepitelial, la
hipertrofia e hiperplasia del muasculo liso y el depdsito de proteinas de matriz
extracelular en las VA (O’'Byrne P., 2003; Cockcroft D., 2006; Busse W., 2010). Los
cambios en la estructura de las VA y el proceso inflamatorio estan involucrados

directamente con el desarrollo de la obstruccion del flujo de aire (O’'Byrne P., 2003).
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1.4 Bronco-obstruccion

La obstruccion del flujo de aire es ocasionada por la disminucién del calibre de las
VA debido a la contraccion del muasculo liso, la formacion de edema, la
hipersecrecion de moco y el engrosamiento de la pared traqueobronquial. Esta
obstruccion suele ser episédica y da lugar a la crisis 0 exacerbacion asmatica
(GINA 2009; Vargas M., 2009b). Sin embargo, en algunos pacientes, esta
obstruccion se vuelve permanente como resultado del proceso alterado de

reparacion inducido por la inflamacién crénica.

1.5 Inflamacion de las vias aéreas

La inflamacion es una respuesta fisioldgica ante diversos estimulos e involucra el
reclutamiento y activacion de células encargadas de eliminar organismos
infecciosos y restaurar la estructura y funcion del tejido dafiado (Pober J., 2007;
Goldsby R., 2006). Sin embargo, la inflamaciéon crénica en las VA tiene
consecuencias patoldgicas y conduce al desarrollo de asma alérgica (GINA 2009).
La inflamacion alérgica en las VA inicia después de la exposicién al alérgeno en un
individuo previamente sensibilizado (Galli S., 2008).

El proceso de sensibilizacion ocurre cuando el alérgeno es captado en el
lumen de las VA por células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en
inglés, antigen-presenting cell) particularmente células dendriticas y macréfagos.
Las APC degradan al alérgeno y unen los péptidos al complejo principal de
histocompatibilidad de tipo I (MCH-Il, por sus siglas en inglés, major
histocompatibility complex) (Galli S., 2008). Posteriormente las APC migran hacia
los nddulos linfaticos locales e interactian, a través del MHC-II, con el receptor de
linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés, T Cell Receptor) cooperadores
inmaduros lo que conduce a su activacion (Ying S., 2006; Goldsby R. 2006). Una
vez activado, en presencia de interleucina (IL)-4, el linfocito T se diferencia hacia un
linfocito Th2 que secreta IL-4 e IL-13. Los linfocitos Th2 activan al linfocito B y

promueven la produccion de IgE que se fija a su receptor FceRI sobre la superficie
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de células cebadas y basofilos dando lugar a la sensibilizacion antigénica (Vargas
M., 2005; Ying S., 2006) (Fig. 3).

La inflamacién alérgica se clasifica en tres fases temporales. La primera es
la reaccion de fase temprana o inmediata y ocurre pocos minutos después de la
exposiciéon al alérgeno. La segunda es la reaccion de fase tardia y ocurre después
de varias horas de la exposicién al alérgeno. Finalmente, la inflamacion alérgica
cronica es persistente y ocurre como consecuencia de la exposicion repetida al
alérgeno (Bousquet J., 2000; Galli S., 2008).

4% Alérgeno
Lumen de o
lasVA _§(,
ey -.f".!'.'\.r":f'\_.- 4 sl evatavae vl svaeyalanae vl vye vl sy
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Figura 3. Sensibilizacién al alérgeno en las vias aéreas. APC, célula presentadora de antigeno;
FCeRI, receptor de IgE de alta afinidad; IgE, inmunoglobulina E; MHC-II, complejo principal de
histocompatibilidad tipo Il; TCR, receptor de célula T; VA, vias aéreas (Modificado de Galli S., 2008).

1.5.1 Inflamacién aguda

La reaccion de fase temprana ocurre cuando el alérgeno entra nuevamente en
contacto con la mucosa traqueobronquial y es reconocido por la IgE especifica
sobre las células sensibilizadas que liberan mediadores preformados, éstos

incluyen aminas biogénicas, como la histamina, citocinas como el factor de necrosis
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tumoral a (TNF-a, por sus siglas en inglés, tumor necrosis factor a), factores de
crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas
en inglés, factor growth endothelial vascular) y mediadores derivados de lipidos,
como prostaglandinas y leucotrienos (Galli S., 2008; Fernandez V., 2010). La
liberacién de estos mediadores provoca la contraccion del musculo liso bronquial, la
secrecion de moco, la vasodilatacion y el incremento en la permeabilidad vascular
que contribuyen a la manifestacion de los sintomas de la enfermedad (Bousquet J.,
2000; Fernandez V., 2010).

La reaccion de fase tardia ocurre varias horas después de la exposicién al
alérgeno e involucra el reclutamiento y activacion de eosindfilos, basofilos,
neutrofilos, macrofagos y linfocitos Th2. Adicionalmente se incrementa la expresion
de moléculas de adhesion celular y la secrecion de mediadores proinflamatorios por
células residentes y células reclutadas hacia las VA (Galli S., 2008; Pease J., 2011).
Los linfocitos Th2 secretan citocinas como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 que promueven la
produccion de IgE por las células B, inducen el reclutamiento de eosindfilos y la
hipersecrecion de moco (Bousquet J., 2000; Zimmermann N., 2003).

1.5.2 Inflamacion crénica

La inflamacién crénica es inducida por la exposiciéon repetitiva al alérgeno y se
caracteriza por la presencia de un gran numero de células del sistema inmune,
cambios en la composicion de la matriz extracelular y alteraciones en la cantidad,
fenotipo y funcion de las células estructurales de las VA, proceso conocido como
remodelacion (Bousquet J., 2000; Vignola A., 2003; Vargas M., 2005). El proceso
de remodelacion busca restaurar la estructura de las VA y depende de células
estructurales y de células inflamatorias reclutadas hacia las VA. EI mantenimiento
de la inflamacion crénica involucra diferentes mediadores y moléculas que recluten

y activen células inflamatorias hacia las VA (Lukacs N., 1999; Garcia-R., 2002).

19


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

1.6 Quimiocinas, inflamacién y trafico leucocitario

El reclutamiento y mantenimiento de las células inflamatorias en las VA esta
mediado por moléculas de adhesion celular como integrinas, cadherinas, selectinas
y adresinas; citocinas tipo Th2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y quimiocinas, entre las
gue destacan CCL1, 3,5, 11, 17, 22 y CXCL8 (Palmqgvist C., Goldsby R., 2006; Galli
S., 2008). En conjunto, estos mediadores provocan la persistencia de la inflamacion

y por tanto la perpetuacion de la enfermedad.

El proceso de reclutamiento requiere que los leucocitos migren a través de
los vasos sanguineos y entren a las VA (Ley K., 2007). Los reguladores mas
importantes y versatiles del trafico leucocitario son las quimiocinas, estas moléculas
inducen el reclutamiento de células inflamatorias hacia las VA por medio de
guimiotaxis que es un proceso de migracion celular dirigida hacia la fuente de
guimiocinas en los sitios de inflamacion (Pease J., 2011).

1.6.1 Quimiocinas estructuray clasificacion

Las quimiocinas son proteinas quimiotacticas de bajo peso molecular, entre 8 y 15
kDa (Zlotnik A., 2000; Palmqvist C., 2007), que contribuyen de manera importante
en procesos fisiologicos como la embriogénesis, el desarrollo y la funcién del
sistema inmune y en procesos patologicos como la inflamacion crénica y el cancer
(Comerford I. and McColl S., 2011). Las quimiocinas inducen la quimiotaxis de la
célula que expresa su receptor hacia areas con elevada concentraciéon de
quimiocina (Olson T., and Klaus L., 2002). Adicionalmente, las quimiocinas
controlan de forma selectiva la adhesion celular y la activacién de los leucocitos
(Brahl H., 2001).

La estructura terciaria de las quimiocinas presenta una a-hélice cerca del
dominio carboxilo terminal y tres hojas (B-plegada en el extremo amino terminal
donde poseen un motivo conservado de cisteinas. De acuerdo a la posicion de
estos residuos de cisteinas se han clasificado en cuatro subfamilias; CC, CXC,
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CX3C y C, donde X es cualquier aminoacido (Zlotnik A., 2000; Murphy P., 2000)
(Fig. 4).

Figura 4. Esquema de las caracteristicas estructurales de las familias de quimiocinas (Basado en
Allen S., 2007).

La familia CC se caracteriza por ser quimioatrayente de linfocitos T, células
B, células dendriticas, timocitos, monocitos, macréfagos, eosinofilos y basofilos.
Esta familia es la mas numerosa y sus miembros tienen efectos bioldgicos muy
diversos. Algunos miembros participan en la hematopoyesis, la apoptosis y la
respuesta inflamatoria (Lukacs N., 1996; Zimmermann N., 2003). La familia CXC
induce la respuesta inflamatoria aguda y actta principalmente sobre granulocitos.
Esta familia se divide en dos subgrupos de acuerdo a la presencia del motivo ELR
(adcido glutamico, leucina y arginina) y se denominan ELR+ o ELR- (Luster A,
1998). Las quimiocinas ELR+, como CXCLS8, atraen principalmente a neutrdfilos al
sitio de inflamacion e inducen la exocitocis de los granulos contenidos en las
células, el estallido respiratorio y la angiogénesis (Lukacs N., 1996; Mukaida N.,
2003). Las quimiocinas CXC ELR- tienen la capacidad de atraer a linfocitos y
monocitos e inhiben la angiogénesis (Luster A., 1998; Strieter R., 2002). La familia
CX3C contiene como Unico miembro a la fractalina 6 CX3CL1 que es una
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guimiocina que se encuentra embebida en la membrana plasmatica. CX3CL1 tiene
una region tipo mucina con receptores serina-treonina y actla principalmente sobre
células NK, linfocitos T, monocitos y neuronas (Luster A., 1998). La familia C esta
conformada por dos miembros, XCL1 y XCL2. Esta familia es estructuralmente
similar a las quimiocinas de la familia CC, sin embrago carece de una cisteina cerca
del extremo amino terminal. Los miembros de la familia C inducen la quimiotaxis de

linfocitos pero no de monocitos ni neutréfilos (Allen S., 2007).

Las quimiocinas se unen a uno O varios receptores del tipo de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas (GPCR, por
sus siglas en inglés, G protein-coupled receptors) que son expresados
diferencialmente en leucocitos. Estos receptores reconocen, con diferente afinidad,
a mas de un ligando de quimiocina de la misma familia (Luster A., 1998; Rot A. and
von Andrian U., 2004). En humanos se han descrito 44 quimiocinas y 21 receptores
de quimiocinas (Rot A. and von Andrian U., 2004; Comerford I. and McColl S., 2011)

(Fig. 5).
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Figura 5. Receptores de Quimiocinas. Las quimiocinas inflamatorias estan resaltadas en rojo, las
constitutivas se muestran en verde y las que poseen un papel dual se muestran en amarillo
(Modificado de Comerford I. and McColl S., 2011).

1.6.2 Quimiocinas y su papel en el asma alérgica

Diversos estudios han demostrado que las quimiocinas orquestan multiples
aspectos de la respuesta inmune en el asma. Las quimiocinas y sus receptores
estan involucrados en procesos que contribuyen al reclutamiento y activacion de
células inflamatorias, la hiperreactividad y la remodelacion de las VA (Blease K.,
2001; Zimmermann N., 2003). Por ello las quimiocinas son mediadores importantes
durante el inicio y el mantenimiento de la enfermedad. Adicionalmente, diferentes
guimiocinas se han propuesto como posibles blancos terapéuticos ya que pueden
conducir hacia nuevas vias de control de la respuesta inflamatoria en el asma
(Lukacs N., 2001; Palmgvist C., 2007).

Los miembros de las familias de quimiocinas CC y CXC han sido

involucrados en el asma alérgica (Folkard S., 1997). Por ejemplo, CCL11 ha sido
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identificada como atrayente y activador de eosindfilos en las VA durante la
inflamacion aguda (Conroy D., 1999; Schuh M., 2002). CCL3 y CCL5 se han
relacionado con la hiperreactividad de las VA ya que se han encontrado en lavado
bronquialveolar de pacientes asmaticos (Bousquet J., 2000, Palmqvis C., 2007).
CXCL8 posee una potente actividad quimiotactica sobre neutréfilos durante el asma
severa (Luster A., 1998; King M. and Moores L., 2008).

1.6.3 CCL3 caracteristicas estructurales y funcionales

CCL3 pertenece a la familia de quimiocinas CC y fue identificada, junto con la
guimiocina CCL4, al aislar dos moléculas de bajo peso molecular secretadas por
macrofagos murinos tras la exposicibn a lipopolisacarido. Estas proteinas
promovieron una respuesta inflamatoria al ser inyectadas en ratones e in vitro
mostraron actividad quimiotactica de leucocitos, por lo que fueron designadas
como proteinas inflamatorias de macréfagos 1a y 1B (MIP-1a y MIP-13, del inglés
macrophage inflammatory protein-lay 18, CCL3 y CCL4 respectivamente). Wolpe
y Cerami sugirieron que estas dos proteinas eran homoélogas, sin embargo son
diferentes en secuencia y actividad biol6gica (Wolpe S. and Cerami A., 1989; Sherry
B. and Franchin G., 2000). El gen de CCL3 fue designado como SCYA3 y en
humanos se localiza en el cromosoma 17 (Zlotnik A., 2000; Murphy P., 2000). Esta
guimiocina es sintetizada como un precursor de 92 aminoacidos que posteriormente
es cortado para producir una proteina madura de 70 aminoacidos que puede formar
dimeros o tetrdmeros (Covell D., 1994; Sherry B. and Franchin G., 2000). Los
principales receptores a los que se une CCL3 son CCR1 y CCR5 (Zlotnik A., 2000).
Ambos receptores son expresados en monocitos, eosinofilos, células dendriticas,
linfocitos T, células NK y fibroblastos por lo que puede inducir quimiotaxis sobre
estos tipos celulares (Luster A., 1998; Sherry B. and Franchin G., 2000; Palmqvist
C., 2007). CCR4 y CCR9 también han sido reportados como receptores de CCL3
pero sus interacciones aun no son claras (Nibbs R., 1997). CCL3 es una proteina
sintetizada y secretada rapidamente en respuesta a estimulos como
lipopolisacarido, TNF-a, IFN-y e IL-1 (Sherry B. and Franchin G., 2000). Las células

gue secretan esta quimiocina son monocitos, neutréfilos, eosinodfilos, células
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cebadas, linfocitos y fibroblastos. Se ha descrito que los macréfagos alveolares
secretan CCL3 durante reacciones alérgicas (Dery R. and Bissonnette E., 1999).

1.6.4 CCL5 caracteristicas estructurales y funcionales

CCLS5 pertenece a la familia de quimiocinas CC y se describi6é durante el estudio de
genes de expresion tardia en linfocitos T, esta quimiocina se designé como
RANTES (por sus siglas en inglés, Regulated upon Activation Normal T cell
Expressed and Secreted) (Schall T., 1988). En humanos el gen de CCL5 fue
designado como SCYAS y se localiza en el cromosoma 17 (Murphy P., 2000). El
producto del gen de CCL5 es aproximadamente de 10 kDa, tiene 68 residuos de
aminoacidos y forma dimeros (Chung C., 1995). CCL5 se une a los receptores
CCR1, CCR3 y CCR5 que se expresan sobre células dendriticas, células NK,
células cebadas, linfocitos T, eosindfilos, basoéfilos y monocitos (Luster A., 1998;
Appay, V., 2001; Palmqvist C., 2007) y conducen hacia la activacion de integrinas y
la degranulacién de basofilos y eosindfilos (Koya T., 2006). La produccion de CCL5
se ha detectado en un gran namero de 6rganos y células del sistema inmune y no
inmune y su expresion se incrementa en los sitios de inflamacién (Appay, V., 2001).
Esta quimiocina es secretada principalmente por linfocitos T CD8+, células
epiteliales, fibroblastos, plaquetas, células cebadas y monocitos (Koya T., 2006;
Palmqvist C., 2007). CCL5 se expresa en pulmones de pacientes con asma y se ha
encontrado en altos niveles en lavado bronquioalveolar (Folkard S., 1997; Robroeks
C., 2010).

1.6.5 CCL11 caracteristicas estructurales y funcionales.

CCL11 se identific6 como un potente quimioatrayente de eosindfilos en lavado
bronquioalveolar de cobayos sensibilizados y retados con OVA (Griffiths-J., 1993),
posteriormente la microsecuencia revel6 una nueva proteina de 73 amino&cidos
que fue denominada como eotaxina (Conroy D., 1999). Esta proteina pertenece a la
familia de quimiocinas CC. En humanos el gen de CCL11 se design6é como
SCYALl y se encuentra en el cromosoma 17, este gen codifica un péptido de 97
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aminoacidos que al ser cortado produce una proteina madura de 74 residuos de
aminoacidos (Garcia Z., 1997; Conroy D., 1999; Murphy P., 2000). CCL11 se une
con alta afinidad al receptor CCR3 y con menor afinidad a CCR5 y a CCR2 (Garcia
Z., 1997; Murphy P., 2000; Zlotnik A., 2000; Palmqgvist C., 2007) e induce la
quimiotaxis de eosindfilos, monocitos, linfocitos T, células dendriticas y células NK.
CCL11 es una quimiocina secretada principalmente por células epiteliales, células
endoteliales y células cebadas (Garcia Z., 1997; Palmqvist C., 2007).

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que CCL11 participa en el
reclutamiento de eosindéfilos hacia los sitios de inflamacion y en la produccion de
eosindfilos en la médula ésea. Adicionalmente, CCL11 regula la expresion de
moléculas de adhesion, como ICAM-1 y VCAM-1 sobre células endoteliales (Hohki
G., 1997). En pacientes con asma, CCL11 se expresa después de la exposicion al
alérgeno e induce la quimiotaxis de eosindfilos, basofilos y linfocitos Th2 (Conroy
D., 1999; Zietkowski Z., 2011). En el pulmén de cobayos CCL11 se expresa
constitutivamente, sin embargo se incrementa en el lavado bronquioalveolar, esputo
y en la pared de las VA durante la respuesta alérgica (Rothenberg M,. 1995; Conroy
D., 1999, 2001).

1.6.6 CXCL8 caracteristicas estructurales y funcionales

CXCL8 pertenece a la familia de quimiocinas CXC y fue descrita como un factor
quimiotictico de neutrofilos derivado de células mononucleares humanas
estimuladas con lipopolisacarido (Yoshimura T., 1987). En el humano el gen de
CXCLS8 fue designado como IL8 y se localiza en el cromosoma 4 (Zlotnik A., 2000;
Murphy P., 2000). CXCL8 es un homodimero cuyo peso molecular corresponde
aproximadamente a 10 kDa (Yoshimura T., 1987). El cDNA de CXCLS8 codifica para
una proteina precursora de 99 aminodcidos con una secuencia sefial que es
cortada para producir una proteina madura de 77 o 72 residuos de aminoacidos
(Mukaida N., 2003). La estructura terciaria del homodimero de CXCL8 consiste en
dos a-hélices antiparalelas situadas sobre seis hojas B-plegadas antiparalelas
(Mukaida N., 2003). Se ha descrito que a pesar de formar un homodimero, CXCL8
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tiene actividad bioldgica en su forma monomérica (Burrows S., 1994; Mukaida N.,
2003).

Los principales receptores a través de los que CXCL8 ejerce sus funciones
fisiolégicas son CXCR1 y CXCR2 (Zlotnik A., 2000; Murphy P., 2000) que se
expresan en neutréfilos, linfocitos T y monocitos (Palmqvist C., 2007). Esta
quimiocina es secretada por monocitos, linfocitos T, neutrdfilos, fibroblastos,
monocitos, células endoteliales y epiteliales (Mukaida N., 2000; Palmqvist C., 2007).
La produccion de CXCL8 es inducida por citocinas proinflamatorias como IL-1 y
TNF-a ademas de virus y bacterias (Mukaida N., 2000). Se ha descrito que en el
asma esta quimiocina es el principal quimioatrayente de neutrofilos y promueve la
liberacion de histamina y leucotrienos que inducen la bronco-obstruccion de las VA
(White M., 1989, Fujimura M., 1999).
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2. JUSTIFICACION

El asma es una enfermedad que en las Ultimas tres décadas ha aumentado
considerablemente en paises occidentales (Kim HY 2010; Pease J., 2011). La
caracteristica patolégica fundamental del asma es la inflamacion crénica. El inicio y
el mantenimiento de la inflamacion involucra el reclutamiento de células
inflamatorias hacia las VA. Las quimiocinas son las principales moléculas que
reclutan a las células inflamatorias hacia los sitios de inflamacion. Diversos estudios
demuestran que el reclutamiento de eosindéfilos es dependiente de CCL3 y de CCL5
y se han encontrado elevados niveles de estas quimiocinas en LBA y pulmén de
pacientes con asma (Campbell E., 1998; Lukacs N., 1996, 1999, 2001; Palmqgvis C.,
2007; Zietkowski Z., 2011). Adicionalmente, CCL11 se ha caracterizado como un
atrayente y activador de eosindfilos en las VA durante la inflamacion aguda y
CXCL8 posee una potente actividad quimiotactica sobre neutréfilos (Luster A.,
1998; Conroy D,. 1999; Schuh M., 2002; Taube C., 2003; King M., 2008). Por ello, el
estudio de la expresién y funcidon de las quimiocinas en modelos animales nos
permitira conocer el papel de estos mediadores en el desarrollo de patologias

inflamatorias como el asma.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos en un modelo de cobayos sensibilizados y retados con
ovoalbumina (OVA) se identific6 un grupo de cobayos que desarrolla una
respuesta bronco-obstructiva después del reto con OVA, este grupo ha sido
referido como modelo de asma alérgica (Bazan P., 2009; Moreno A., 2010).
Adicionalmente, un grupo de cobayos no presenta esta respuesta bronco-
obstructiva después del reto con OVA por lo que fueron denominados no
respondedores (NR) (Ramos R., et al. manuscrito en preparacion). En estos dos
grupos de cobayos se encontraron diferencias en el namero y tipo de células
inflamatorias infiltradas en el lavado bronquioalveolar (LBA) de manera inmediata
al reto con OVA. En el grupo NR no se incrementa el nimero de células
inflamatorias en el LBA, mientras que el grupo de cobayos del modelo de asma se
caracteriza por presentar elevados niveles de eosinofilos, neutrdéfilos y linfocitos de
manera inmediata al reto con OVA. Adicionalmente el grupo de cobayos NR
desarrolla hiperrectividad a histamina como el grupo del modelo de asma (Ramos

R., et al. manuscrito en preparacion).

El mecanismo por el cual se presenta 0 no la respuesta bronco-obstructiva
en cobayos sensibilizados y retados con OVA puede deberse a diversos factores.
Sin embargo, las células inflamatorias infiltradas hacia las VA son las principales
orquestadoras del proceso alérgico y su disminucién puede asociarse con la
ausencia de la respuesta bronco-obstructiva. Las quimiocinas CCL3, CCLS5,
CCL11 y CXCL8 tienen un papel importante en el reclutamiento de las células
inflamatorias hacia las VA durante el asma, por lo que en este estudio queremos
determinar si los niveles de estas quimiocinas se asocian con las células
inflamatorias infiltradas en el LBA de los cobayos del modelo de asma y en el
grupo de cobayos NR.
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4. HIPOTESIS

Si el reclutamiento de células inflamatorias hacia las VA es dependiente de
quimiocinas, entonces los niveles de CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 estaran
disminuidos en los cobayos no respondedores (NR).

5. OBJETIVOS

Objetivo General

Cuantificar los niveles de las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 y su
relacion con el infiltrado de células inflamatorias en el LBA de cobayos expuestos
a OVA.

Objetivos Particulares

e Medir la respuesta bronco-obstructiva inducida por OVA en cobayos
sensibilizados mediante pletismografia barométrica.

e Medir la hiperreactividad de las VA inducida por reto con OVA en cobayos.

e Realizar conteo total y diferencial de células infiltradas en el LBA 24 horas
después del reto con OVA.

e Cuantificar los niveles de las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 en
el LBA y en los sobrenadantes de homogenado pulmonar de cobayos
expuestos a OVA mediante ELISA.

e Identificar las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 en secciones de
pulmén de cobayos expuestos a OVA mediante inmunohistoquimica.

e Correlacionar los niveles de las quimiocinas con el infiltrado de células

inflamatorias en el LBA.
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6. MATERIALES Y METODOS

Animales

En este estudio se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa
HsdPoc:DH de Harlan México con pesos aproximados de 350 a 400 g al inicio del
protocolo. Los cobayos se mantuvieron en condiciones convencionales de
temperatura, humedad y alimentacién en el bioterio del INER que consistieron en
aire acondicionado filtrado a 21+ 1°C, 50 a 60% de humedad, 12/12 horas de ciclo
luz y oscuridad y cama esterilizada, los animales se alimentaron con croquetas
para cobayo (Harlan, S.A de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Este proyecto fue

aprobado por el comité ético y cientifico del INER.

Sensibilizacién antigénica

El primer dia los animales fueron sensibilizados con OVA por via intraperitoneal y
subdérmica mediante una inyeccion que contenia 0.5 ml de una solucion de OVA
(0.06 mg/ml, Sigma S.t Louis, E.U.) e hidréxido de aluminio (1 mg/ml, J.T. Backer,
NJ, E.U.) disueltos en solucién salina fisiolégica (SSF) (modificado de Campos G.,
2001) (Figura 6).

Figura 6. Esquema de sensibilizacién y retos antigénicos

El dia ocho se reforzé la sensibilizacién antigénica suministrando aerosoles

de OVA. Los cobayos fueron colocados por separado dentro de una camara
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provista de flujo de aire continuo (10 ml/s) y que no modifica la sefal respiratoria
durante el experimento. La OVA fue nebulizada (3 mg/ml SSF) durante 5 minutos
con un nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min). Este nebulizador produce una
mezcla de particulas en donde el 44% es menor a 4 um de didmetro, el 38% de 4
a 10 ym y el 18% mayor a 10 pm. Cinco minutos antes y durante una hora
posterior al refuerzo antigénico se evalué la funcién pulmonar de los cobayos
mediante pletismografia barométrica para animales en libre movimiento (Buxco
Electronics Inc., Troy, NY, E.U.) (Fig. 7).

Figura 7. Dibujo del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. El
transductor de presioén diferencial registra los cambios de presién dentro de la cAmara con relacion
a la presién atmosférica que es constante. La sefial generada por los transductores es transferida a

un amplificador y posteriormente a una computadora para su procesamiento.

Pletismografia Barométrica

El sistema de pletismografia barométrica esta basado en la medicién directa de las
fluctuaciones de presion que se presentan dentro de la camara y las compara con
una camara de referencia (Bazan P., 2004). Dichas fluctuaciones se registraron
con un transductor de presion diferencial (SCXL4DN SenSym, Milpitas, CA, E.U.)
conectado a un preamplificador. La sefial generada fue procesada y analizada
mediante un programa (Buxco Biosistem XA v1.1). Este programa fue ajustado
para incluir solamente volumenes corrientes de 1 ml 0 mas con un tiempo minimo

espiratorio de 15 s, tiempo inspirado de 3 s y una diferencia maxima entre los

32


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

volumenes inspirados y expirados del 10%. El ajuste de estos parametros en el
programa se realizé con el fin de no incluir artefactos en los registros. De esta
forma aproximadamente del 7 al 10% de las ventilaciones de cada periodo fueron
eliminadas principalmente por movimientos del cobayo. El valor del indice de
bronco-obstruccién (iB) consistié en el promedio de 15 s de lecturas y de éstas, el
promedio de los ultimos 5 minutos de cada periodo.

El iB refleja el grado de obstruccion de las VA y se fundamenta en los
cambios de volumen del aire ambiental y del que esta dentro de los pulmones del
cobayo. Durante la inspiracién el aire ambiental se calienta de 25° a 37°C y se
humidifica al 100% una vez que esta dentro de los pulmones. Los sensores de la
camara de pletismografia detectan el cambio en el volumen como un aumento en
la presion en el interior de la camara. Este incremento en la presion es transitorio
pues disminuye conforme el animal exhala el aire, el aire exhalado pierde
humedad y temperatura rapidamente bajando el volumen del aire dentro de la
camara y este proceso se registra como una disminucion en la presion. Aunque el
transductor no mide directamente los flujos espiratorios e inspiratorios, el
programa de la computadora, previamente calibrado, puede calcular el flujo de
manera indirecta evaluando los cambios de presién durante la inspiracion y la
espiracion en el tiempo (Hamelmann E., 1997). La informacion es procesada
mediante el programa referido anteriormente. Para calcular el valor del iB el
programa utiliza la siguiente féormula:

iB = [(Te-Tr) / Tr] [PFE / PFI]
Dénde:
Te= Tiempo total espiratorio (S)
Tr= Tiempo total de relajacion (s)
PFE= Pico de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH,0)
PFI= Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)
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Retos antigénicos

Ocho dias después del refuerzo antigénico, es decir el dia 15, los cobayos
sensibilizados recibieron el primer reto con OVA (Img/ml SSF) siguiendo el
protocolo de pletismografia del refuerzo antigénico. Los siguientes retos con OVA
se administraron cada diez dias en dosis de 0.5 mg/ml de SSF hasta completar
grupos de cobayos con tres retos antigénicos. Los cobayos control solo recibieron
SSF durante los retos. Todos los retos duraron un minuto y el iB fue registrado

durante una hora.

Reactividad de las vias aéreas

La reactividad de las VA se evalué en el grupo control y en los grupos
experimentales durante el tercer reto con OVA comparando curvas dosis-
respuesta a histamina inhalada antes y después de la administracion de OVA.
Inicialmente se obtuvo el iB basal y posteriormente se nebulizaron durante un
minuto dosis crecientes de histamina (0.013 a 0.32 mg/ml; Sigma St Louis, E.U.).
Para cada dosis se registro el iB durante 5 minutos y se obtuvo el valor promedio.
El intervalo entre cada dosis fue de 10 minutos. La curva dosis-respuesta se
termin6 una vez que la histamina produjo una bronco-obstruccion que triplicara el
iB basal (dosis provocativa 200, DPq). Posteriormente se espero a que la bronco-
obstruccion disminuyera a un iB aproximado al 50% del valor basal (Bazan P.,
2004) y se ret6 durante un minuto con aerosoles de OVA solo a los cobayos de los
grupos experimentales (0.05mg/1ml SSF). La segunda curva a histamina se
realiz6 tres horas después del reto con OVA siguiendo el mismo protocolo de la

primera curva (Sommer B., 2001).

Conteo total y diferencial de células infiltradas en el lavado bronquioalveolar
Veinticuatro horas después de la segunda curva de histamina los animales fueron
sobredosificados con pentobarbital sodico (28 mg/Kg) para inducir paro
cardiorrespiratorio. Posteriormente se realiz6 una incision en la traquea para

introducir una canula por donde se administraron 5 ml de SSF estéril mantenida a
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37°C. La solucion fue recuperada lentamente después de un minuto, este
procedimiento se repiti6 y el fluido obtenido fue mezclado con el primero. La
mezcla se centrifugé durante 10 minutos a 1500 rpm y a una temperatura de 4°C
en una centrifuga (Hettich-Zentrifuge, Tultlingen, Alemania), el sobrenadante fue
recuperando y el sedimento celular se resuspendié con 1 ml de SSF. El numero
total de células en el LBA se establecié tomando 10 pl de la suspension celular y
se colocaron en 40 pl de azul de tripan al 0.4% (Sigma, S.t Louis, E.U.), la muestra
se depositd en una camara de Neubauer para realizar el conteo directo de las
células en 25 cuadros. El valor obtenido se multiplicé por el factor de dilucion (5) y
por el factor de la camara (10,000) expresado como el nimero de células por
mililitro de LBA. El volumen celular se ajustd hasta obtener 1X10° células/ml
adicionando SSF y de esta solucién se tomaron 50 ul que se centrifugaron a 850
rpm durante 5 minutos para obtener un boton celular que fue tefiido con la técnica
de Romanowsky para realizar conteo diferencial. Esta tincién se realizé utilizando
una mezcla de violeta y azul de metileno con eosina (Laboratorios Wescor,
Hematology Reagent ABC, E.U.) mediante la que se tifien los nucleos y granulos
de neutrdfilos en purpura, granulos de eosinéfilos en rosa-naranja y eritrocitos en
rosa. Se contaron un minimo de 200 células, sin incluir eritrocitos, con un

microscopio de luz (Olympus, Japén) en un aumento 100X.

Deteccién de quimiocinas por ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzima
(ELISA)

Después de haber obtenido el LBA se disecto el I6bulo inferior derecho del pulmon
y se depositd en 195 pl de solucién de lisis celular (BioRad, E.U.) que contenia 5
pl de inhibidor de proteasas (PMSF 0.2 mM, Aprotinina 1 mM, Leupeptina 1 mM y
Pepstatina A 0.2 mM, Sigma, St Louis MO, E.U.). El I6bulo pulmonar fue
disgregado mecanicamente empleando un homogenizador (Polytron PT3100,
Suiza). El sobrenadante del LBA y del homogenado pulmonar fueron utilizados
como muestras para la deteccion de las quimiocinas mediante ELISA de tipo
directo.
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Las placas de ELISA (Costar, E.U.) fueron incubadas durante toda la noche
a 4°C con 50 pl de sobrenadante de LBA o de homogenado pulmonar diluido 1:10
en solucién amortiguadora de carbonatos (NaCO3; 0.015M, NaHCO3; 0.035 M, pH
9.6). El volumen de las placas fue decantado y los pozos fueron lavados con
solucion amortiguadora de sales y fosfatos (PBS) (NaH,PO, 13 mM, Na;HPO,
88mM, NaCl 150 mM; pH 7.2) que contenia Tween 20 al 0.05% (Sigma, St Louis
MO, E.U.) (PBS-T). Los sitios inespecificos fueron bloqueados durante 3 horas a
37°C con albumina bovina fraccion V (Sigma, St Louis MO, E.U.) al 1% en PBS-T.
Los pozos fueron incubados durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos
primarios dirigidos contra CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 adquiridos de R&D
Systems, EUA en una concentracion final de 1 ug/ml en PBST que contenia
albamina sérica bovina al 1%. Los pozos se incubaron durante dos horas a 37 °C
con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano (Sigma, St Louis
MO, E.U.) y durante quince minutos en una solucion de ortofenil diaminobencilina
(Sigma, St Louis MO, E.U.) que contenia 0.2% de per6xido de hidrogeno (Merck
KGaA, Alemania). La reaccién se detuvo con 50 pl por pozo de &cido sulfurico 2.5
N. La absorbancia se midié6 a 492 nm en un lector colorimétrico automatizado
(LabSystems, modelo Multiskan, E.U.), las densidades Opticas de las muestras
fueron ajustadas a partir de las densidades o6pticas obtenidas de las proteinas
recombinantes para cada citocina (R&D Systems, E.U.).

Deteccion de quimiocinas por Inmunohistoquimica

El 16bulo inferior izquierdo fue incluido en parafina y se realizaron secciones de 3
pm de grosor fijadas a laminillas de vidrio silanizadas (Sigma, St Louis MO, E.U.).
Los cortes de pulmén fueron desparafinados en un horno de hibridaciéon a una
temperatura de 56°C durante 30 minutos y rehidratados usando alcoholes
graduados, xilol, etanol absoluto, etanol al 90% y agua destilada. La recuperacion
antigénica se realizé utilizando una solucion amortiguadora de citrato de sodio
(0.01 M, pH 6.0) a maxima potencia en un horno de microondas durante cinco
minutos y se dejé enfriar durante 20 minutos. La peroxidasa enddgena se bloqued
con una solucion de metanol y perdxido de hidrégeno al 30% (Merck KgaA,
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Alemania) y los sitios inespecificos se bloquearon con suero universal de caballo
(Vectastain Universal Quick Kit, VECTOR, E.U.) en PBS. Las secciones fueron
incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos dirigidos contra CCL3 en una
diluciéon de 1:50 y para CCL5, CCL11 y CXCL8 en una dilucion de 1:100 en la
solucion de bloqueo. La deteccién de la unién especifica del anticuerpo se realizé
utilizando un anticuerpo secundario universal biotinilado y una solucion del
complejo preformado de estreptavidina-peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit,
VECTOR E.U.). Las laminillas se lavaron dos veces con PBS entre todas las
incubaciones durante cinco minutos a 130 rpm. Posteriormente se utilizé una
solucion de 3,3 -diaminobenzidina (BioRad, E.U.) como cromégeno y peréxido de
hidrbgeno como sustrato. La reaccién cromogénica fue observada bajo un
microscopio de campo claro y se detuvd con agua corriente. Finalmente las
secciones de pulmon fueron deshidratadas y contratefiidas con hematoxilina de
Harris. Para controlar la union inespecifica del anticuerpo secundario, secciones
de pulmén del mismo cobayo fueron incubadas en ausencia de los anticuerpos
primarios y procesados de la forma descrita. Las secciones de pulmoén fueron

analizadas en un microscopio de campo claro (Olympus, Provis AX-70, Japon).

Andlisis estadistico

La reactividad de las VA a la histamina fue evaluada mediante la dosis provocativa
200% (DP2gp), i.€., la dosis de histamina interpolada que causa que se triplique el
iB basal. Las comparaciones entre los grupos fueron evaluadas mediante el
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
Para la asociacion entre las células inflamatorias infiltradas en el LBA y los niveles
de quimiocinas se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson. En todos los
casos las significancias se establecieron con una P<0.05. Los valores en las

figuras fueron expresados como la media + el error estandar de seis cobayos por

grupo.
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7. RESULTADOS

7.1 Obstruccion de las vias aéreas inducida por ovoalbumina en cobayos
sensibilizados

Los cobayos NR, a pesar de haber sido sensibilizados y retados con OVA, no
presentan respuesta bronco-obstructiva de la misma forma que el grupo control
gue sélo recibi6 SSF. En todos los retos los cobayos del modelo de asma
incrementaron en mas de un 200% su iB basal en comparacién con el grupo

control y con el grupo de cobayos NR (P<0.05, n=6); (Fig. 8).
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Figura 8. Respuesta bronco-obstructiva méaxima inducida por reto con OVA en cobayos
sensibilizados. Los valores corresponden al grupo control (circulos blancos), grupo de cobayos
NR (circulos negros) cobayos con respuestas <200% del iB basal y grupo del modelo de asma
(cuadros negros) con respuestas 2200% del iB basal. *P < 0.05, ANOVA de dos vias y prueba de
comparaciones multiples de Tukey, n = 6 cobayos por grupo. Rmax, respuesta maxima; iB, indice

de bronco-obstruccion.

7.2 Reactividad de las VA.

La reactividad de las VA fue evaluada comparando curvas dosis-respuesta a
histamina antes y después del reto con OVA, las curvas fueron terminadas una

vez que los cobayos alcanzaron la dosis provocativa 200 (DP2qo) es decir aquella
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dosis que triplicé el valor basal del iB. El cociente DPyyo post-reto/ DPyg basal
representa el grado de reactividad de las VA y fue mayor a 1 en el grupo control, lo
gue significa que los cobayos necesitaron una concentracion mayor de histamina
en la segunda curva en comparacion con la primera curva. Los cobayos del grupo
del modelo de asma y del grupo NR mostraron una DPyy post-reto menor a la
DPyoo basal lo que representa un incremento en la reactividad de las VA (Fig. 9).

**

|

2.0 p— **

DP,q, post reto/ DP,,, basal

C Modelo NR
de asma

Figura 9. Reactividad de las VA a la histamina en cobayos expuestos a reto antigénico. La
grafica muestra el cociente DP,qo post-reto/ DP,o basal. La linea discontinua en el centro de la
grafica sefiala el limite entre hiporreactividad e hiperreactividad. Las barras corresponden a las
medias * error estandar, n = 6 cobayos por grupo. ** P<0.01 ANOVA de una via y prueba de

comparaciones multiples de Tukey. C, grupo control; NR, no respondedor.

7.3 Conteo celular total y diferencial en lavado bronquioalveolar

El conteo celular total en el LBA se obtuvo por tincién vital y se expresé en
millones de células/ml. El nimero de células totales en los cobayos del grupo del
modelo de asma aumento significativamente en comparacion con el grupo control
(P<0.001, n=6) y con el grupo de cobayos NR (P<0.01, n=6); (Fig. 10).

El conteo celular diferencial se realiz6 mediante la tincibn Romanowsky y se
expres6 en miles de células/ml. EI numero de eosinodfilos aumentd

significativamente en el grupo del modelo de asma en comparacion con el grupo
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control y el grupo de cobayos NR (P<0.001, n=6). En el grupo de cobayos NR se
observé un incremento significativo en el nimero de neutréfilos en comparacién
con el grupo control (P<0.01, n=6). No se observaron diferencias significativas en
el nimero de macrofagos y linfocitos (Fig.10).
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Figura 10. Conteo celular total y diferencial en lavado bronquioalveolar de cobayos
expuestos a reto con OVA. Las barras corresponden a las medias + error estdndar, n = 6
animales en cada grupo.**P<0.01, T P<0.001 ANOVA de una via y prueba de comparaciones

multiples de Tukey. C, grupo control; NR, no respondedor.

7.4 Cuantificacion de las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11y CXCL8 en LBA Yy
en sobrenadante de homogenado pulmonar mediante ELISA

Los niveles de las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 se determinaron
mediante ELISA de tipo directo en sobrenadantes de LBA y en homogenado
pulmonar y se expresaron en ng de quimiocina/ml. La quimiocina CCL3 solo fue
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detectada en el LBA del grupo de cobayos del modelo de asma (Fig. 11A). Los
niveles de CCL3 en el homogenado pulmonar se incrementaron en el modelo de

asma en comparaciéon con el grupo control y con el grupo NR (Fig. 11B).
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Figura 11. Niveles de CCL3 en (A) LBAy (B) homogenado pulmonar de cobayos expuestos a
reto con OVA. Las barras corresponden a las medias de la concentraciéon de quimiocina
expresada como ng/ml + error estandar, n = 6 animales en cada grupo. n.d., no detectado; C,

grupo control; NR, no respondedor.

Los niveles de CCL5 aumentaron de manera significativa en el LBA del
grupo del modelo de asma en comparacion con el grupo control (P<0.05, n=6);
(Fig. 12A) y en el homogenado pulmonar en comparacion con el grupo control y
con el grupo de cobayos NR (P<0.05, n=6); (Fig.12B).

A B

C Modelo NR C Modelo NR
de asma de asma

Figura 12. Niveles de CCL5 en (A) LBA y (B) homogenado pulmonar de cobayos expuestos a
reto con OVA. Las barras corresponden a las medias de la concentracion de quimiocina
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expresada como ng/ml + error estandar, n = 6 animales en cada grupo. *P<0.05 ANOVA de una via

y prueba de comparaciones multiples de Tukey. C, grupo control; NR, no respondedor.

Los niveles de la quimiocina CCL11 aumentaron significativamente en LBA
y en el homogenado pulmonar del grupo de cobayos del modelo de asma en
comparaciéon con el grupo control (**P<0.01, n=6) y los NR (*P<0.05 y **P<0.01,
n=6, respectivamente); (Fig.13A y 13B). Esta quimiocina aumentdo de manera
significativa en el homogenado pulmonar del grupo de cobayos NR en
comparacién con el grupo control (*P<0.05, n=6); (Fig.13B).
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Figura 13. Niveles de CCL11 en A) LBAy B) homogenedo pulmonar de cobayos expuestos a
reto con OVA. Las barras corresponden a las medias de la concentracidon de quimiocina
expresada como ng/ml + error estdndar, n = 6 animales en cada grupo. *P<0.05, **P<0.01 ANOVA

de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. C, grupo control; NR, no respondedor.

Los niveles de CXCL8 en LBA y en homogenado pulmonar mostraron un
aumento significativo en el grupo de cobayos del modelo de asma con respecto al
grupo control (P<0.05, n=6; Fig. 14A y B).
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Figura 14. Niveles de CXCL8 en A) LBA y B) homogenado pulmonar de cobayos expuestos a
reto con OVA. Las barras corresponden a las medias de la concentracion de quimiocina
expresada como ng/ml + error estandar, n = 6 animales en cada grupo. *P<0.05 ANOVA de una via

y prueba de comparaciones multiples de Tukey. C, grupo control; NR, no respondedor.

7.5 Identificacién de las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCL8 mediante

inmunohistoquimica

Las quimiocinas CCL3, CCL5, CCL11 y CXCLS8 se identificaron sobre secciones
de tejido pulmonar mediante analisis de inmunohistoquimica (IHQ) y se analizaron
en un microscopio de campo claro. La expresion de CCL3 se observo sobre las
células estructurales y en células inflamatorias infiltradas del grupo del modelo de
asma. Las secciones de tejido pulmonar de los cobayos del grupo NR y del grupo

control no mostraron inmunotincién (Fig.15).
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Figura 15. Microfotografias de secciones pulmonares donde se identificd la expresion de
CCL3 en las VA mediante IHQ. La escala de las barras corresponde a 25 pm (40X) y 12 ym
(100X). Iméagenes representativas de tres experimentos independientes. C, grupo control; NR, no

respondedor.

La expresion de CCL5 se identificd Unicamente en el infiltrado celular
peribronquial del grupo del modelo de asma. Las secciones de tejido pulmonar del
grupo de cobayos NR y el grupo control no mostraron inmunotincion (Fig. 16).

Figura 16. Microfotografias de secciones pulmonares donde se identificé la expresion de
CCL5 en las VA mediante IHQ. La escala de las barras corresponde a 25 pm (40X) y 12 ym
(100X). Iméagenes representativas de tres experimentos independientes. C, grupo control; NR, no

respondedor.
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La expresion de CCL11 se ubicé principalmente en las células epiteliales
del grupo del modelo de asma y su expresion en el grupo de cobayos NR y en el

grupo control fue escasa (Fig.17).

Figura 17. Microfotografias de secciones pulmonares donde se identificd la expresion de
CCL11 en las VA mediante IHQ. La escala de las barras corresponde a 25 pm (40X) y 12 ym
(100X). Iméagenes representativas de tres experimentos independientes. C, grupo control; NR, no

respondedor.

La expresion de CXCL8 se identifico sobre el musculo liso y el epitelio sin
grandes diferencias entre el grupo del modelo de asma y el grupo de cobayos NR.

El grupo control no mostré inmunotincion (Fig.18).
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Figura 18. Microfotografias de secciones pulmonares donde se identificd la expresion de
CXCL8 en las VA mediante IHQ. La escala de las barras corresponde a 25 pm (40X) y 12 ym
(100X). Iméagenes representativas de tres experimentos independientes. C, grupo control; NR, no

respondedor.

7.5 Relacién entre los niveles de quimiocinas y el niumero de células
inflamatorias de LBA

En la tabla 1 se muestran los coeficientes de correlacion entre los niveles de
guimiocinas en el LBA y en el homogenado pulmonar, y el nimero de células
inflamatorias infiltradas en el LBA.

Los niveles de CCL5 en el pulmén se asociaron de manera positiva y
estadisticamente significativa con el nimero de eosindfilos infiltrados en el LBA
(P<0.001, n=18). La correlacion positiva indica que a mayor cantidad de CCL5
mayor nimero de eosindfilos. Mientras que los niveles de CCL3 en el pulmén se
correlacionaron positiva y significativamente (P<0.01, n=18) con el niumero de
linfocitos infiltrados en el LBA. No se encontré ninguna relacion entre los niveles
de las quimiocinas CCL11 y CXCL8 y el numero de células inflamatorias en el
LBA.

Tabla 1. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los niveles de quimiocinas y el

nimero de células inflamatorias en el LBA. **P<0.01, TP<0.001. Prueba de t de Student.
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8. DISCUSION

En este estudio se evaluaron dos grupos de cobayos, el grupo del modelo de
asma que siempre mostrd una respuesta bronco-obstructiva después del reto con
OVA y el grupo de cobayos no respondedores (NR) que no mostré dicha
respuesta después del reto. La respuesta bronco-obstructiva es la alteracién
funcional basica durante el asma y ocurre después de la exposicion al alérgeno
debido a la liberacién de mediadores proinflamatorios (Galli S., 2008; GINA, 2009;
Vargas M., 2009b). Estos mediadores son liberados principalmente por las células
inflamatorias infiltradas en las VA, lo que contribuye a la bronco-obstruccién (Galli
S., 2008). Probablemente las células inflamatorias no estan siendo reclutadas
hacia las VA de los cobayos NR, lo que puede contribuir a la ausencia de
respuesta bronco-obstructiva. Adicionalmente, se ha descrito que algunos sujetos
atopicos presentan una respuesta bronco-obstructiva solo cuando son expuestos a
grandes dosis de alérgeno (Alvarez P., 2001; Cockcroft D., 2006). Es probable que
en los cobayos NR tanto la dosis como el tiempo de exposicion al alérgeno no

sean suficientes para inducir una respuesta bronco-obstructiva.

Una caracteristica que observamos en este estudio fue que los cobayos NR
desarrollaron hiperreactividad de las VA al igual que el grupo del modelo de asma.
En el asma la hiperreactividad se manifiesta mediante crisis recurrentes de
sintomas respiratorios que estan asociados con la obstruccion del flujo de aire
(Ying S., 2009; GINA, 2009). La obstruccion del flujo de aire se asocia con el
reclutamiento de células inflamatorias, como los eosindfilos (Haldar P., 2009),
mientras que la hiperreactividad se regula principalmente por alteraciones en la
estructura de las VA (Kariyawasam H., 2007; Busse W., 2010). Sin embargo, los
mediadores provenientes de células estructurales y otras células inflamatorias,
como células cebadas y neutréfilos, son importantes para desarrollar
hiperreactividad de las VA (Blease K., 2001; Nagarkar D., 2009; Sawaguchi M.,
2012). Probablemente, en ambos grupos de cobayos el desarrollo de
hiperreactividad es independiente del infiltrado de eosindfilos y esta regulado por
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la interaccion entre células estructurales de las VA y células inflamatorias como las

células cebadas y los neutrofilos.

En estudios previos se ha observado que los cobayos del modelo de asma
incrementan de manera inmediata al reto con OVA el ndmero de células
inflamatorias infiltradas en el LBA en comparacion con el grupo de cobayos NR y
el grupo control (Ramos-R., manuscrito en preparacion). Se ha descrito que las
células inflamatorias se incrementan en las VA después del reto con el alérgeno
(Taube C., 2003). Para observar si existe un cambio temporal en el componente
inflamatorio entre los grupos de cobayos, en este estudio realizamos el conteo
celular total y diferencial 24 horas después del reto con OVA. Observamos que
ocurre un aumento en el numero de células inflamatorias totales y eosinofilos
infiltrados en el LBA del grupo de cobayos del modelo de asma en comparacion
con el grupo de cobayos NR y el grupo control. En otro modelo de inflamacién
alérgica en cobayos se ha descrito que el niumero de eosinéfilos permanece
elevado 24 horas después del reto con el alérgeno (Humbles A., 1997). Este dato
es consistente con lo que ocurre en el grupo del modelo de asma de nuestro
estudio y nos sugiere que la eosinofilia es una caracteristica importante en el
modelo. Ramos-R. observé que de manera inmediata al reto con OVA se
incrementa el numero de neutrofilos en el LBA del modelo de asma. Se sabe que
tras la exposicion al alérgeno ocurre un incremento transitorio de neutroéfilos en las
VA (Tomkinson A., 2001; Taube C., 2003). En este estudio observamos que 24
horas después del reto el numero de neutréfilos disminuye en el grupo de cobayos
del modelo de asma, mientras que se incrementa en el grupo de cobayos NR.
Esto sugiere que 24 horas después del reto con OVA se desarrolla una respuesta
gue involucra el reclutamiento selectivo de neutréfilos hacia las VA en el grupo de
cobayos NR. Probablemente este aumento en el nimero de neutréfilos contribuye
al desarrollo de la hiperreactividad ya que estas células secretan mediadores
como TNF-a y leucotrieno B4 que inducen la hiperreactividad de las VA (Fujimura
M., 1988; Anticevich S., 1996; Nagarkar D., 2009).
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La inflamacion alérgica es un proceso que depende tanto de células
estructurales como del reclutamiento y acumulacion de las células inflamatorias en
las VA (Halwani R., 2011; Pease J., 2011). Las células reclutadas hacia las VA
liberan diferentes mediadores que contribuyen al dafio en el tejido y a la bronco-
obstruccion (Williams TJ., 2004). El reclutamiento selectivo de las células
inflamatorias depende de mediadores como las quimiocinas. Las quimiocinas
controlan el reclutamiento, el mantenimiento y la activacion de las células
inflamatorias, las cuales son reclutadas hacia las VA siguiendo gradientes de
concentracion de quimiocinas después de la exposicion al alérgeno (Olson T. and
Ley K., 2002; Pease J., 2011). Las diferencias en el componente inflamatorio entre
ambos grupos de cobayos probablemente dependen de los niveles de
qguimiocinas. En este trabajo se detectaron los niveles de las quimiocinas CCL3,
CCL5, CCL11 y CXCL8 en LBA y en homogenado pulmonar de cobayos
expuestos a OVA y de cobayos control, y se correlacionaron con el nimero de

células inflamatorias infiltradas obtenidas del LBA.

CCL3 se incremento en el LBAy en el homogenado pulmonar del grupo del
modelo de asma, mientras que en el grupo de cobayos NR y el grupo control los
niveles de la quimiocina no se detectaron. Se ha descrito que en pacientes con
asma los niveles de CCL3 aumentan después de la exposicion al alérgeno
(Phillisps R., 2003); mientras que en un modelo de inflamacién alérgica en ratones
el bloqgueo de CCL3 induce la reduccién de la eosinofilia (Campbell E., 1998).
Adicionalmente CCL3 regula la migracién de células cebadas y basdfilos, que al
secretar histamina inducen directamente la contraccion del musculo liso de las VA,
lo que contribuye con la bronco-obstruccion (Miyazaki, 2005). Probablemente en el
grupo del modelo de asma, CCL3 promueve el reclutamiento de estas células
inflamatorias induciendo asi la respuesta bronco-obstructiva a través de sus
mediadores. En las secciones histologicas de pulmén del grupo de cobayos del
modelo de asma CCL3 se observo en las células estructurales de las VA 'y en las
células inflamatorias infiltradas. Algunos estudios han reportado que durante el

asma las células estructurales, como el musculo liso, los fibroblastos y el epitelio,
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son una fuente importante de CCL3 (Palmqvist C., 2007; Joubert P., 2008). En el
grupo de cobayos del modelo de asma, analizado en este estudio, la produccion
de CCL3 por las células estructurales podria contribuir a reclutar y activar a las
células inflamatorias portadoras de los receptores de CCL3. Adicionalmente, las
células inflamatorias infiltradas también podrian ser una fuente de CCL3 y actuar
de manera autocrina. El nimero de linfocitos infiltrados en el LBA se correlacioné
de manera positiva con los niveles de CCL3 en el pulmén. Esta correlacion indica
gue a medida que aumenta CCL3 en el pulmén aumenta el namero de linfocitos
en el LBA. Se ha descrito que  subpoblaciones de linfocitos secretan
diferencialmente quimiocinas como CCL3, CCL5 y XCL1 durante la inflamacién
(Domer B., 2003). Es probable que en nuestro grupo del modelo de asma los
linfocitos sean las células que secreten CCL3 para mantener el estado

inflamatorio.

Los niveles de CCL5 se incrementaron en el grupo de cobayos del modelo
de asma en comparacién con el grupo control y el grupo de cobayos NR. En
pacientes con asma se ha observado un incremento en los niveles de CCL5
(Robroeks C., 2010; Zietkowski Z., 2011) asi mismo, en modelos murinos el
MRNA de CCL5 se incrementa en el pulmén después del reto con el alérgeno
(Garcia-R., 2002). El incremento de CCL5 en el grupo de cobayos del modelo de
asma probablemente induce la activacion de células inflamatorias, como
eosindfilos y linfocitos, que al ser activadas podrian liberar mediadores
proinflamatorios que contribuyen a la respuesta bronco-obstructiva. En las
secciones histoldgicas de pulmén se identifico la quimiocina CCL5 en el infiltrado
celular peribronquial del grupo del modelo de asma. Se sabe que durante la
inflamacion alérgica CCL5 es secretada por células estructurales y por células
infiltradas atrayendo y activando eosindfilos (Lukacs N., 1999; Bates M., 2010). En
el grupo de cobayos del modelo de asma las células inflamatorias infiltradas
podrian ser una fuente importante de CCL5. Los niveles de CCL5 en el pulmén se
correlacionaron de manera positiva y significativa con el nimero de eosindfilos. En

modelos murinos de inflamacion alérgica se ha descrito que el reclutamiento de
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eosindfilos es dependiente de CCL5, CCL3 y CCL11 (Campbell E., 1998, 1999;
Koya T., 2006). Esta asociacion sugiere que los niveles de CCL5 en el pulmén
podrian estar directamente relacionados con el reclutamiento de los eosindfilos

hacia las VA 24 horas después del reto con OVA.

Por otra parte los niveles de CCL11 también se incrementaron en el grupo
de cobayos del modelo de asma en comparacion con el grupo NR y el grupo
control. Se ha descrito que en pacientes asmaticos ocurre un incremento de
CCL11 que induce el reclutamiento y activacion de eosindfilos en las VA
(Lamkhioued B., 1997; Zietkowski Z., 2010). Probablemente CCL11 en el LBA del
grupo del modelo de asma esta participando en el reclutamiento y activacion de
los eosindfilos o que podria contribuir con el desarrollo de la respuesta bronco-
obstructiva. Los niveles de CCL11 aumentaron en el homogenado pulmonar del
grupo de cobayos NR en comparacion con el grupo control. CCR3 es uno de los
receptores para CCL11 que se expresa en el musculo liso de las VA durante el
asma (Joubert P., 2008; Saunders R., 2008). El musculo liso es un elemento
importante en el desarrollo de la hiperreactividad de las VA (Ozier A., 2011). Asi
mismo, la neutralizacion de CCL11 disminuye la hiperreactividad en un modelo
murino de inflamacion de las VA (Campbell E., 1998). Estas evidencias nos
sugieren que el incremento de CCL11 en el grupo de cobayos NR y en el grupo
del modelo de asma podria contribuir a la presencia de hiperreactividad en las VA.
CCL11 se identificd en las células epiteliales del grupo de cobayos del modelo de
asma y de manera escasa sobre las células epiteliales del grupo de cobayos NR y
del grupo control. Se ha descrito que CCL11 se expresa de manera constitutiva en
pulmén del cobayo pero su expresion se incrementa durante la inflamacién
alérgica (Rothenberg M., 1995; Conroy D., 1999). Adicionalmente, las células
epiteliales y otros tipos celulares como macréfagos, células endoteliales y el
musculo liso producen CCL11 después de la exposicion al alérgeno (Conroy D.,
1999; Palmqvist C., 2007). Es posible que las células epiteliales sean la fuente
principal de CCL11 en el pulmén del grupo del modelo de asma y del grupo de
cobayos NR. CCL11 es una quimiocina que atrae especificamente eosindfilos en

o1


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

condiciones de inflamacion alérgica (Lukacs N., 1999; Conroy D., 1999). Sin
embargo, CCL11 en este estudio no se correlaciond con ningun tipo de célula
inflamatoria. Se ha descrito que CCL11 disminuye en las VA de cobayos 24 horas
después del reto con el alérgeno, mientras que los eosindfilos se mantienen en
aumento (Humbles A., 1997), por lo que a las 24 horas no se identifica una
asociacion positiva. Por otro lado CCL11 secretada en el pulmoén podria atraer
eosindfilos desde los vasos sanguineos hacia el pulmén 24 horas después del reto
con el alérgeno. Los eosindfilos en el grupo de cobayos del modelo de asma se
mantienen elevados 24 horas después del reto con OVA. Se ha descrito que
existe sinergismo entre CCL11 e IL-5 para aumentar y mantener el reclutamiento
de eosindfilos hacia las VA (Gouwy M., 2005). Probablemente este sinergismo
también ocurre en nuestro grupo del modelo de asma, ademas es posible que en
el grupo del modelo de asma otras quimiocinas estén reclutando eosinéfilos hacia
las VA 24 horas después del reto con OVA.

CXCLS8 se ha caracterizado por ser el principal quimioatrayente y activador
de neutréfilos (Mukaida N., 2000). En nuestro estudio los niveles de CXCLS8
aumentaron de manera significativa en los cobayos del modelo de asma, sin
embargo este grupo no mostré un aumento significativo en el numero de
neutréfilos. Se ha descrito que tras el reto antigénico ocurre un incremento
transitorio de neutréfilos en las VA (Taube C., 2003; Tomkinson A., 2001). Por lo
que a las 24 horas después del reto con OVA el numero de neutréfilos disminuye
en el grupo de cobayos del modelo de asma. Adicionalmente se ha reportado que
CXCL8 induce bronco-obstruccion en cobayos (Fujimura M., 1999) y que esta
guimiocina también es capaz de atraer eosindfilos (Shute J., 1994). Es probable
gue el incremento de CXCL8 en el grupo de cobayos del modelo de asma pueda
contribuir con el desarrollo de la respuesta bronco-obstructiva. CXCL8 se expreso
sobre las células estructurales del grupo del modelo de asma y en el grupo de
cobayos NR. Se ha descrito que las células epiteliales y el masculo liso de las VA
de pacientes asmaticos son una fuente importante de CXCL8 (Joubert P., 2008;
John A.., 2009). Durante el asma la unién de CXCL8 a su receptor sobre células
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del masculo liso de las VA incrementa la movilizacion de calcio intracelular
induciendo la contraccién del masculo liso (Saunders R., 2009). Adicionalmente se
ha descrito que la administracién de CXCL8 en cobayos causa hiperreactividad de
las VA y acumulacion de neutréfilos (Fujimura M., 1998). Es posible que CXCL8
proveniente de las células estructurales de las VA del grupo de cobayos del
modelo de asma y del grupo de cobayos NR este contribuya con el desarrollo de
la hiperreactividad de las VA. Finalmente, los niveles CXCL8 no se correlacionaron
con el namero de células inflamatorias infiltradas en el LBA 24 horas después del
reto con OVA.

Nuestros datos siguieren que los bajos niveles de las quimiocinas CCL3,
CCL5 y CXCLS8 en el grupo de cobayos NR probablemente contribuyen con la
disminucion del numero de células inflamatorias infiltradas en el LBA. La
disminucion de células inflamatorias, y por lo tanto la disminucion de mediadores
proinflamatorios secretados por estas células, podria contribuir con la ausencia de
la respuesta bronco-obstructiva en el grupo de cobayos NR.
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9. CONCLUSIONES

e La disminucion de las células inflamatorias totales en el LBA del grupo de
cobayos NR probablemente se debe a los bajos niveles de las quimiocinas
CCL3, CCL5 y CXCLS8, esta disminucion en el numero de células
inflamatorias podria contribuir a la ausencia de respuesta bronco-

obstructiva.

e 24 horas después del reto con OVA los eosindfilos infiltrados en el LBA
permanecen incrementados en el grupo de cobayos del modelo de asma,
mientras que en el grupo de cobayos NR ocurre un reclutamiento de

neutrofilos.

e El nimero de eosindfilos infiltrados en el LBA 24 horas después del reto con
OVA probablemente se asocia con el incremento de CCL5 en el grupo de

cobayos del modelo de asma.

e La quimiocina CXCL8 no se asoci6 con el incremento en el nimero de

neutrdfilos infiltrados en el LBA del grupo de cobayos NR.

e La quimiocina CCL11 no se asoci6 con el numero de eosindfilos infiltrados
en el LBA del grupo de cobayos del modelo de asma 24 horas después del
reto con OVA.
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