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RESUMEN

El sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS) esta asociada a infecciones
respiratorias o sepsis. Su patogénesis es multifactorial y compleja, pero se conoce que involucra
una reaccion inflamatoria sistémica no controlada, lo que puede conducir al dafio pulmonar agudo
(ALI) y con una mortalidad elevada. EI ARDS es una de las principales complicaciones atendidas
en las unidades de cuidados intensivos, por lo que es relevante elucidar los mecanismos
inmunolégicos involucrados.

Existen evidencias que sugieren un papel relevante de los linfocitos B y células asesinas
naturales (NK) como componentes de la respuesta inmunolégica que participan en el ARDS, pero
todavia se desconoce su distribucion y funcién particularmente en el microambiente pulmonar y
en el desarrollo del ALI.

En este estudio se exploré la distribucion y el fenotipo de subpoblaciones de linfocitos B
y de los estadios de maduracion de células NK en el microambiente pulmonar en condiciones
normales (animales sanos) y durante el desarrollo del ALl inducido por la administracion
intranasal de lipopolisacarido (LPS) en un modelo con ratones C57BL/6. Dichas poblaciones
celulares también fueron analizadas en la cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo, como
microambientes de comparacion.

El analisis de los linfocitos B en pulmén indicd que el porcentaje de estos disminuyé
durante el desarrollo del ALI. A pesar de que la subpoblacién B2 de linfocitos B fue la
predominante en el pulmon, la subpoblacién B1-b CD11b" aumenté su porcentaje y la expresion
del marcador de activacion CD69 durante el desarrollo de ALI. Ademas, se pudieron observar
diferencias 6rganos especificas en la distribucion y expresiéon de los marcadores CD19 y CD11b
en las subpoblaciones de linfocitos B.

Por otro lado, en los ratones control se observé un porcentaje mayor de células NK totales
residentes en el tejido pulmonar comparado con los otros 6rganos. El fenotipo predominante de
células NK en el pulmoén fueron las células NK maduras CD27"°%, mientras que el fenotipo
predominante en cavidad pleural, peritoneal y bazo fue el de células NK DP (CD11*CD27%),
indicando una distribucién érgano-especifica de los estadios. Una diferencia notable fue que el
porcentaje de células NK DP productoras de citocinas en el pulmén de ratones normales (3.9%),
aumentaron durante el desarrollo del ALI (9.3%).

En trabajos posteriores sera necesario determinar la expresién de moléculas y citocinas

asociadas a la funcionalidad de dichas subpoblaciones celulares.



ABSTRACT

The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is associated with respiratory
infections and sepsis. The pathogenesis is complex and multifactorial; however, it's known that
dysregulated systemic inflammatory response it's involved, this could produce acute lung injury
(ALI) with a high mortality rate. ARDS is one of the main complications at intensive care units,

therefore it's important to elucidate the involved immunologic mechanisms.

There are evidences that suggest a relevant role of B cells and NK cells as important
components of immunologic response that participate in ARDS, but the distribution and function

of these cells in the lung microenvironment and ALl it’s not known.

In this study the distribution and phenotype of B cell subpopulations and NK cells
maturation stages in the lung microenvironment were explored in normal conditions and during
ALl development induced by intranasal administration of lipopolysaccharide (LPS) using a
C57BL/6 mice model. These cellular populations were also analyzed in pleural cavity, peritoneal

cavity and spleen as reference microenvironments.

B cells analysis in lung tissue showed that cell percentage decreased during ALI
development. Despite the B2 B cell subpopulation was predominant in lung, the B1-b CD11b"
subpopulation increased its percentage and the expression of the activation marker CD69 during
the ALI. Furthermore, organ-specific distribution and CD19 and CD11b expression in B cells

subpopulations were observed.

Moreover, it was observed a mayor percentage of resident NK cells in lung compared with
pleural cavity, peritoneal cavity and spleen in healthy mice. The predominant maturation stage of
NK cells in lung was mature CD27'°% NK cells, while the predominant stage in pleural cavity,
peritoneal cavity and spleen was the double positive NK cells (CD11b* CD27*, DP), showing an
organ specific stage distribution. A notable difference was the increase of cytokine producing DP
NK cells from healthy mouse (3.9%) during ALI development (9.3%).

In further works it will be mandatory to determine the expression of molecules and

cytokines associated to these cell subpopulations functions.



1. INTRODUCCION

El Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda (ARDS) se describe como una lesion
inflamatoria pulmonar aguda y difusa que ocasiona un incremento de la permeabilidad vascular
del pulmén y disminucién del intercambio gaseoso . Las caracteristicas clinicas son: hipoxemia,
taquipnea, disminucion del coeficiente ventilatorio PaO2/FiO2 < 300, observacién de opacidades
difusas radiograficas e incremento del espacio muerto %3. Por el momento, el tratamiento del
ARDS es unicamente de soporte de la funcién respiratoria mediante ventilacion mecanica y la
administracion de corticosteroides “.

Diversos estudios epidemiologicos sobre el ARDS han sido realizados durante los ultimos
afos. Estos trabajos reportan incidencias desde 1.3 hasta 220.1 casos por cada 100, 000
personas por afio (Tabla 1). Esta variacién puede estar relacionada con la infraestructura
hospitalaria de los paises en los que se llevaron a cabo los estudios y los criterios diagndsticos
utilizados en cada estudio. A pesar de que el ARDS puede presentarse a cualquier edad, los
estudios referidos coinciden en que se desarrolla principalmente en individuos de 40 anos en
adelante, como consecuencia de neumonia, sepsis o bronco aspiracion (Figura 1). La mortalidad
asociada es de entre 40% y 50%, incrementando con la edad. De acuerdo a Eworuke y cols.,
entre 2006 y 2014, identificaron 1, 151, 969 casos de ARDS en EE. UU., aprox. 130, 000 casos
cada afio °. Hasta ahora no se han publicado trabajos sobre la epidemiologia del ARDS en
México.

En el estudio de Bellani y cols., realizado a partir de un grupo de 29,144 pacientes de
unidades de cuidados intensivos (UCI) de 50 paises diferentes, se observé que el 10.4% de los
pacientes admitidos tenian un diagndstico verificado de ARDS ©. Los principales factores de
riesgo reportados fueron: neumonia (59.4%), sepsis de origen extra-pulmonar (16.0%) y
aspiracion de contenido gastrico (14.2%); mientras que las enfermedades cronicas asociadas
fueron: enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC, 21.7%), diabetes (21.7%) y algun tipo
de inmunocompromiso (12.1%). El 78.6% de los pacientes requirié de ventilacion mecanica a
partir de las 48 h de ingreso y hasta por 18 dias. Estos datos concuerdan con lo reportado en

otras publicaciones "°.



Tabla 1.

Epidemiologia del ARDS en los ultimos 20 afios.

Afio Lugar _de PRz d(_a’esgudlo # et Incidencia ® Factores € Mortalidad Otros Referencia
estudio (duracion ?) pacientes Riesgo
Neumonia e .
2002 EE. UU. 1996-1999 (38m) 902 - Sepsis 389%-52% E;'g‘;%‘;'smeme enpacientes 4,
Broncoaspiracion ’
2003 EE. UU. 1996-1999 (36m) 7,455 1.3-22 - 40% - 12
Revision Incluye datos de EE. UU.,
2003 ) " 1983-1999 - 17.0 - 88.6 - 40% Espafia, Suecia, Dinamarca, =
sistematica : .
Islandia, Australia.
Edad < 55 Incluye datos de Bélgica,
Neumonia 45.8%- Francia, Alemania, Grecia, 14
2004 Europa 1999 (2) 463 . Broncoaspiracion 54.7% Islandia, Italia, Portugal,
Sepsis Espafia, Suiza y Reino Unido.
. Mortalidad < 24% en adultos
SR jovenes vs
2005 EE. UU. 1999-2000 (5) 1,113 78.9 Edad 41.2% ] A ¥
. mortalidad > 60% en adultos >
Traumatismos ~
80 afos.
ARDS causado por
traumatismos.
- - - 0, 15
2006 EE. UU. 2000-2003 (36) 216 27.8% Edad: 42 afios
Hombre: 78.2%
Sepsis no pulmonar Los marcadores predictivos de
2008 EE. UU. 1999-2000 (15) 1113 _ Sepsis de origen 39% rr)or_talldad del ARDS son 16
pulmonar similares a aquellos de los
Traumatismo pacientes de la UCI.
Sepsis
Neumonias
2009 EE. UU. 1999-2000 (14) 39 12.8 (excluyendo las 18% Pediétricos (5 a 15 afios). v
causadas por VRS)
Traumatismo.
Infecciones
pulmonares
2010 Revision - - 16.0 — 86.2 Broncoaspiracion 29%-42% - 2
Sepsis
Traumatismo

Continua en la siguiente pagina
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Afio i _de T e d?,eS‘a“d'O # €3 Incidencia ® Rl e Mortalidad Otros Referencia.
estudio (duracion ?) pacientes Riesgo
Sepsis
Neumonia . o
2011  EE. UU. 1999-2008 917 2.02 Choque 47% CEIEE (51 EES 18
Mujeres: 57.9%
ALI recurrente
asociado a ERGE.
Incluye datos de 50 paises:
] Africa (3), Asia (10), Europa
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Figura 1. Incidencia de casos de ARDS por factores de riesgo especificos entre 2006 y 2014 en EE. UU.
El Intervalo marcado con * corresponde a la actualizacion en la definicion de ARDS realizada por el ARDS Definition

Task Force en 2012. Figura modificada de Eworuke, 2018 35.
EI ARDS es una de las principales complicaciones atendidas en la UCI y representa un
gasto de $10,000 a $14,000 USD por paciente. Estas cifras pueden cuadruplicarse dependiendo

de las severidad del sindrome y las comorbilidades del paciente 2122,

1.1. Etiologia del ARDS

El ARDS es consecuencia de una reaccion inflamatoria desmedida del individuo,
ocasionada por diversos estimulos dafinos en el tejido pulmonar, de otro sitio anatémico o
sistémico. Estos estimulos ocasionan que patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP’s) y/o patrones moleculares asociados a dafio (DAMP’s) liberados por las células de los
tejidos dafados sean reconocidos por receptores presentes en los macréfagos (PRR). Este
reconocimiento lleva a la produccion de citocinas como TNFa, IL-1b e IL-6. EI TNFa y la IL-13
activan a las células endoteliales, atrayendo al tejido dafado a leucocitos neutrdfilos de la
circulacién; también ocasionan fiebre y otros sintomas sistémicos. La IL-6 estimula la produccion
en el higado de proteinas de fase aguda y estimula la produccién de neutréfilos en la médula
0sea. Ademas, los macrofagos y las células del tejido dafiado liberan IL-8 y MCP-1, citocinas que

potencian la atraccion de mas neutrofilos y otros leucocitos 2324,



Dado que la reaccién inflamatoria es desmedida, la elevada concentracion de citocinas
en la circulacion permite que estas alcancen el tejido pulmonar y ocasionen un aumento de la
permeabilidad en los capilares alveolares, permitiendo la entrada de suero al intersticio alveolar
y aumentando la expresion de proteinas de adhesién del endotelio. Este fendmeno también
aumenta la concentracion de citocinas en el intersticio y espacio alveolar. Posteriormente, se
presenta una migracién e infiltrado excesivo de neutrdfilos, que altera la permeabilidad de la
membrana alveolo capilar. 4%, Ya que los neutrdfilos alcanzan el interior del alveolo se
degranulan y liberan mieloperoxidasa, metaloproitenasas 8 y 9, elastasa, y especies reactivas de
oxigeno que dafian el espacio alveolar 2627, También se ha reportado la liberacion de trampas
extracelulares del neutréfilo (NET’s) que también actian como DAMP. El resultado se denomina
dafno pulmonar agudo (ALl) y se caracteriza por: infiltrado de neutréfilos, dano a la membrana

alveolo-capilar, pérdida de la estructura alveolar, hemorragias y edema (Figura 2).

El exceso de fibrina debido a hemorragias generadas en los capilares alveolares forma
membranas proteinicas hialinas en el intersticio. Posteriormente, como parte de los mecanismos
de reparacion del tejido, hay migracion de fibroblastos e hiperplasia de los neumocitos tipo Il que
forman depésitos de colageno en el area danada. Como consecuencia crénica del AL, el tejido
pulmonar queda fibrosado. ElI ALI difuso en el parénquima que compromete la funcién fisiologica
del pulmon es la evidencia del ARDS 2528, Las citocinas no solamente ejercen su efecto en los
pulmones, sino también en los rifiones, el corazdn, el sistema nervioso central y el higado por lo
que la falla multiorganica es la principal complicacion y causa de muerte en los pacientes que
desarrollan ARDS.

Si bien los neutréfilos son células importantes en el desarrollo del ALI/ARDS vy de
inflamacién excesiva es perjudica al pulmén, se ha reportado que individuos con neutropenia
(disminucién del numero de neutroéfilos en circulacion) también pueden desarrollar ARDS, lo cual
demuestra la existencia de mecanismos inflamatorios independientes de la participacién los
neutrdfilos 2°*°. Se ha estudiado la participacion de diferentes tipos celulares y su participacion
en los procesos inflamatorios agudos, particularmente los linfocitos B y las células asesinas

naturales 3'-33,
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Figura 2. Desarrollo del daiio pulmonar agudo (ALI).
El ALl es causado por diversos estimulos agresivos tanto locales como sistémicos. Estos estimulos causan

acumulacion de citocinas inflamatorias en el tejido pulmonar ocasionando la activacion inespecifica de los neutréfilos
y otros leucocitos en los espacios alveolares. La degranulacion de los neutréfilos dafia el alveolo ocasionando pérdida
de la integridad de la membrana alveolo capilar, mayor infiltrado de neutrdéfilos, micro hemorragias vy fibrosis.

Realizado con Biorender (https://biorender.com).
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1.2 Linfocitos B (LB)

Son células linfoides productoras de anticuerpos o inmunoglobulinas. Estos anticuerpos
son proteinas que se unen a un antigeno especifico. Una molécula de anticuerpo tiene una
estructura compuesta por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas unidas entre si por
puentes disulfuro. En esta estructura se pueden distinguir dos fragmentos: el de unién al antigeno
(Fab) y la fraccion cristalizable (Fc) que es reconocida por otras células y moléculas del huésped
(Figura 3).

Los anticuerpos pueden dividirse en funcion de las diferencias estructurales de las
regiones C de la cadena pesada. Las clases de anticuerpos se llaman también isotipos y se
denominan IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. En los seres humanos, los isotipos IgA e IgG pueden
subdividirse, a su vez, en IgA1 e IgA2, e IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En los ratones, que son
utilizados como modelos de estudio del sistema inmunoldgico, el isotipo 1gG se divide en las
subclases 1gG1, IgG2a, 1IgG2b e 1gG3 (la cepa de ratones C56BL/6, carece del gen de la IgG2a,
pero sintetizan un isotipo relacionado llamado IgG2c). Las regiones C de la cadena pesada de
los anticuerpos de un isotipo tienen practicamente la misma secuencia de aminoacidos. Esta
secuencia es diferente en los anticuerpos de otros isotipos. En los seres humanos, las regiones
C de los anticuerpos IgM e IgE contienen cuatro dominios de inmunoglobulina en tandem. Las

regiones C de las IgG, la IgAy la IgD contienen solo tres dominios de inmunoglobulina.

a. b.

Paratopo Antigeno V V V
l Sitios de union al . “ “
Cadenas pesadas
(H)

antigeno
19G 1gD IgE
— L
Cadena ligera
L) T ) Fraccion de
e b union al
antigeno (Fab)

CH, ' ‘

IgA IgM

Fraccion cristalizable (Fc)

Figura 3. Estructura de un anticuerpo o inmunoglobulina.
a) Los anticuerpos estan formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena esta formada por

dominios constantes (C) y variables (V). La unién de los dominios variables forma el paratopo, el sitio de unién al
antigeno. b) Los linfocitos B pueden sintetizar cinco clases diferentes de anticuerpos. Los anticuerpos IgG, IgD e IgE
son monomeéricos, IgA es secretada como dimero y e IgM es secretada como pentdmero. Realizada en PowerPoint.



Los LB expresan anticuerpos, que pueden unirse a la membrana y funcionar como
receptores mediante una proteina de transduccion de sefial formada por las proteinas CD79a y
CD79b, que permiten la sefalizacion al interior y la activacion de la célula al reconocer el
antigeno. Este complejo se le denomina receptor de célula B (BCR). Los anticuerpos también
pueden ser secretados al medio extracelular para ejercer sus diferentes funciones biolégicas:
neutralizar toxinas, impedir la entrada y propagacion de agentes infecciosos mediante su
opsonizacion y eliminar células danadas o senescentes.

La mayoria del conocimiento sobre la ontogenia, biologia celular y funciones de los LB ha
sido estudiado a partir de células de ratdn, sin embargo, muchas caracteristicas de estas células
estan presentes en los LB humanos. Los LB pueden ser clasificados de acuerdo con sus
caracteristicas inmunofenotipicas y funcionales en dos poblaciones principales: linfocitos B2 y

linfocitos B1.

1.2.1 Linfocitos B-2.

Los linfocitos B-2 (B2) se producen en la médula 6sea. El microambiente que forman las
células del estroma de la médula 6sea proporciona las sefales y factores de crecimiento
necesarios para la produccion de LB. Los trabajos de Hardy y Rolink describieron sus estadios
de maduracion a través de las secuencias de los genes de las cadenas pesada y ligera que
forman el BCR comparandolos con la expresién de diversos marcadores de superficie (Figura
4). Los B2 se originan a partir del progenitor linfoide comun, la primera célula identificable
comprometida a la produccién de células linfoides. El progenitor linfoide comun se caracteriza el
fenotipo CD34* CD117'° Sca1* CD132*. Una vez que el progenitor linfoide comun expresa Ly6D",
CD45R* CD43* y CD117* se considera que esta comprometido al linaje de linfocitos B.

Durante la maduracion, las células precursoras realizaran el re-ordenamiento de los
segmentos VDJ y VJ de los genes que codifican las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos,
respectivamente. Las enzimas RAG-13, RAG-2 y TdT P actlian sobre las secuencias genéticas
de las regiones variables generando de un amplio repertorio de células capaces de reconocer
diferentes antigenos a través de su BCR 34, y solo aquellas células que codifiquen un BCR
funcional podran abandonar la médula ésea. Al salir a circulacién, los B2 inmaduros migran hasta
organos linfoides secundarios. Durante esta etapa se les denomina LB transicionales y se

caracterizan por disminuir la expresion de IgM en su superficie y aumentar la expresion de IgD

a proteina del gen activador de recombinacion 1y 2.
b deoxinucleotidil terminal transferasa.
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35 Una vez que los B2 expresan IgD" e IgM" se les considera LB naive (virgenes), en espera de

contacto con su antigeno *¢%. Los LB2 maduros pueden seguir dos destinos:

pre—BCR |8M IgM IgD
NS J
= |
Estadio fi’e T pro-B pre-BI pre-Bll grande pre-BI~I L_|nfoc|to B Linfocito B
maduracion temprana pequeria inmaduro maduro

Reordenamiento de genes de Inmunoglobulina

Cadena Segmento V- VDJ

Linea germinal  Segmento D-J

pesada DJ reordenado
Cadena ligera  Linea germinal Segmento V-J  VJ reordenado >
Expresion de enzimas
RAG
TdT
CD45R
CD19
CD25

Marcadoresde  CD117 IgM
superficie CD43

CD24

BP1 IgD

CD23

Figura 4. Estadios de maduracién de los linfocitos B2 murinos en la médula ésea.
El grosor de las lineas corresponde con la intensidad de la expresion de los marcadores de superficie. Las lineas

punteadas indican una expresion variable. Adaptado de Kenneth y Abbas 373, Realizada en PowerPoint.

Linfocitos B foliculares. Estas células se encuentran circulando a través de la sangre, la
linfa, el bazo y otros érganos linfoides. Al ocurrir la interaccién antigeno-BCR, migran y
se establecen en organos linfoides secundarios e interaccionan con linfocitos T y células
dendriticas (DC). Esta interaccién permite al LB presentar el antigeno procesado a través
de las moléculas del MHC clase Il a los linfocitos T y recibir co-estimulacion a través de
las moléculas CD40 para activarse. Estas sefales células-célula y las citocinas
producidas por los linfocitos T y DC activan a los LB foliculares. A pesar que los LB
foliculares expresan receptores tipo Toll (TLR) capaces de reconocer diferentes PAMP’s,
la interaccion de estos con sus ligandos puede ser auxiliar, pero no suficiente para su
activacion 33°, Al activarse los LB, forman centros germinales, cumulos de células
linfoides en los que proliferan y diferencian; cambiando el isotipo y la afinidad de los
anticuerpos. El resultado final es la generacién de dos tipos celulares: células plasmaticas
que producen anticuerpos del tipo IgG y que tienen una vida media de entre 12 a 20 dias

y LB de memoria, que permaneceran latentes y en caso de un proceso inflamatorio
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posterior contra el mismo antigeno se diferenciaran a células plasmaticas. Estas células
son la base de la memoria inmunoldgica humoral °.

Linfocitos B de zona marginal. Pueden ser identificados a partir de la segunda a tercera
semana de desarrollo en ratones y entre el primer y segundo afio de vida en seres
humanos. Son LB que se alojan en la zona marginal del bazo (la interfase entre la pulpa
blanca y roja) y estan en contacto estrecho con linfocitos T y macréfagos. En el humano,
también se localiza en la pared interna de los senos sub-capsulares de los ganglios
linfaticos, en las criptas de las amigdalas, en los tejidos asociadas a las mucosas (MALT)
y en las placas de Peyer. Reaccionan de forma aguda contra patégenos que alcanzan la
circulacion sanguinea aguda produciendo anticuerpos de clase IgM e IgG3 contra los

componentes de la pared celular de ciertas bacterias .
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1.2.2 Linfocitos B-1.

Las células progenitoras que dan origen a los linfocitos B-1 (B1) pueden ser identificadas
en la esplacnopleura y el higado fetal a partir del octavo dia del desarrollo embrionario del ratén.
Se caracterizan por el fenotipo CD19", AA4.1* y CD43* y CD45R (B220). Durante la maduracion
de los B1, la recombinacién de los genes de las cadenas pesada y ligera carece de la actividad
de la enzima TdT, por lo que el repertorio de antigenos que pueden reconocer es limitado
respecto al de los B2 4243,

Después del nacimiento, estas células colonizan las cavidades peritoneal y pleural
representan hasta el 30% del total de células residentes. Su proporcion se reduce hasta 1% a
2% al alcanzar la adultez. A pesar de que han sido detectadas en la médula ésea murina durante
las primeras semanas de vida, la capacidad de producir B1 en este 6rgano es limitada (10% a
20% de total) y se reduce de manera significativa hasta que alrededor de la 62 - 82 semana de
vida la contribucion de la médula dsea es nula #>#4. Los B1 fueron inicialmente diferenciados de
los LB convencionales por su capacidad de auto-renovacion, supervivencia durante periodos
largos después de experimentos de transferencia adoptiva.

Abrahdo y colaboradores caracterizaron morfolégicamente los B1 mediante técnicas de
microscopia electronica e inmunocitoquimica. Observaron que estas células presentan, a
diferencia de los B2, pequeinas proyecciones en la membrana con abundante expresion de la
integrina CD11b. Ademas, observaron que su nucleo es lobulado y laxo y poseen una gran
cantidad de ribosomas, evidencia de un mayor sintesis de proteinas respecto a los B2 4°.

Los B1 son productores de anticuerpos naturales, inmunoglobulinas de clase IgM que son
secretadas de manera espontanea. Estos anticuerpos son poli-reactivos y se unen a
polisacaridos y lipidos antigénicos como aquellos presentes en la superficie de bacterias, los
antigenos del grupo sanguineo ABO y antigenos que expresan células dafiadas o en apoptosis
(PAMP’s y DAMP’s). Estos anticuerpos cooperan en la eliminacion homeostatica de células
senescentes y de auto-antigenos, asi como la opsonizaciéon de bacterias durante la fase
inflamatoria aguda 6.

Los B1 pueden identificarse por la expresion de los marcadores de superficie CD19* IgM"
IgD"° CD43* y CD23*. Inicialmente se describié que los B1 expresaban CD5, sin embargo,
trabajos posteriores reportaron la presencia de poblaciones de B1 con caracteristicas similares
pero que no expresaban el marcador CD5. Con base a estas observaciones, los B1 CD5" se

denominan B1-a, mientras que los CD5 son B1-b #’.
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Tabla 2. Marcadores de superficie que expresan las principales subpoblaciones de linfocitos B murinos y humanos.

Adaptada de Baumgarth y Rothstein 4344,

Raton Humano
Marcador B-la B-1b FO MZ Memoria Marcador B-1 Naive IgM de memoria Memoria Cél plasmaticas
CD5 + + - - - CD5 +/-* +/-** +/-** - -
CD11b mid - - - - CDl11b +[-** - - - -
CD19 Hi Hi + + + CD20 + + + + +
CD43 + + - - - CD43 mid +[-** - - -
CD45 lo lo + + + CD45 + + + + +
IgM Hi Hi lo Hi lo/-** IgM mid/-* mid Hi +-* -
IgD lo lo Hi lo lo/-** gD mid/-* Hi mid - -
CD21 + + mid Hi +/-* CD27 + - + + +
CD23 +/-** +/-** Hi + +[-** CD86 +/-** - +/-** +[-** CD138+2

Los marcadores que se describen son de las células ex vivo y sin estimular.

*50% o mas de la poblacién expresa el marcador indicado.

**50% o0 mas de la poblacién no expresa el marcador indicado. a. El marcador CD138 es exclusivo de
FO. Linfocitos B foliculares.

MZ. Linfocitos B de zona marginal

14
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1.3. Células asesinas naturales (NK).

Son células innatas de origen linfoide (ILC). Las células asesinas naturales (NK)
representan entre el 2% y 5% de los linfocitos totales y pueden encontrarse en diferentes tejidos:
sangre, bazo, higado, pulmones, ganglios linfaticos, timo, Utero y mucosas. Se desarrollan en la
médula ésea, en las regiones peri-vasculares proximas a los vasos sinusoidales.

Al igual que los linfocitos T y B, las células NK se diferencian a partir del precursor linfoide
comun. La primera célula comprometida a su desarrollo es la pre-NK; se caracteriza por la
expresion de la cadena 3 del receptor de IL-2 (CD122%). Durante su desarrollo, estas células
expresaran secuencialmente diferentes receptores implicados en el reconocimiento de otras
células. Una vez que expresan en superficie los marcadores CD49b y CD51 en células de raton
o CD56 en células humanas, se consideran células NK maduras “¢-% (Figura 5).

Las células NK no expresan el receptor de linfocitos T (TCR) ni el complejo CD3 por lo
que su diferenciacion de los linfocitos T se basa en estas caracteristicas. Las células NK
humanas expresan los marcadores CD16 y CD56 vy pueden separarse con base al nivel de
expresion en dos poblaciones: CD56M CD16'° y CD56™? CD16M 5. Las células NK de ratén puede
ser identificadas en funcién de su grado de maduracion y diferenciacién de acuerdo a la expresion
de la integrina CD11b y del receptor CD27 en 4 subpoblaciones: 1) inmaduras CD27- CD11b"
(doble negativas; DN), 2) CD27" CD11b'", 3) CD27* CD11b* (doble positivas, DP) y 4) CD27%
CD11b" %253 Las diferentes subpoblaciones de células NK descritas no representan
subpoblaciones desarrolladas de manera independiente sino distintas etapas de maduracion y
diferenciacién de manera lineal de acuerdo al tejido que colonizan 5354,

Funcionalmente, las poblaciones CD27* han mostrado tener la misma reactividad que las
CD27" tanto en citotoxicidad natural como en la produccién de citocinas y proliferacion. Ambas
subpoblaciones expresan niveles equivalentes de receptores de activacion Ly49 y del receptor
CD94/NKG2D, pero las células CD27"° contienen un nivel mayor de expresion del receptor

inhibidor Ly49s lo cual puede explicar su menor capacidad citotoxica.

A pesar de las diferencias en los marcadores de humano y raton, se ha sugerido que las
células NK CD27* correlacionan funcionalmente con las CD56"" del humano. También se ha
caracterizado una subpoblacién de células NK atipica en el bazo murino, denominada CD127*
GATA-3"* (45).
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Figura 5. Estadios de maduracién de las células NK murinas en la médula 6sea.
El grosor de las lineas corresponde con la intensidad de la expresion de los marcadores de superficie. Adaptado de

Cichoki, y Abel

La principal funcién de estas células es el reconocimiento y destruccién de células propias
infectadas y/o transformadas. Este reconocimiento es a través de un conjunto de receptores que

identifican moléculas en la superficie de la célula blanco. Los receptores de las células NK

48-50 Realizado en PowerPoint.

pueden ser de activadores, inhibidores o de co-estimulacion °5-°:

Receptores activadores. Se unen a ligandos asociados a células dafhadas,
infectadas por virus u otras moléculas “no propias” en las células del hospedero.
Ejemplo de estos son: receptores murinos Ly49D, Ly49H y el heterodimero
CD94/NKG2C que se unen a antigenos asociados al MHC clase | (MHC-I); NKp46
y NKp44 que reconocen hemaglutininas virales, proteoglicanos y proteinas de

parasitos expresadas en la membrana de la célula infectada. En células humanas

los receptores KIR2DS reconocen proteinas del HLA.

Receptores inhibidores. Se unen a proteinas del MHC-I de manera péptido-
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independiente, a moléculas de supervivencia y otras que identifican como propia
a la célula blanco *’. Algunos ejemplos son: los receptores murinos Ly49A, Ly49C,
Ly49l, Ly49P y el heterodimero CD94/NKG2A que reconocen moléculas MHC
clase | y relacionadas. En células humanas los receptores KIR2DL reconocen
proteinas del HLA.

= Receptores co-estimuladores. Amplifican las sefales provistas por los otros
receptores para inducir una respuesta celular. Entre estos estan NKR-P1A, NKR-
P1B, NKR-P1C y NKR-P1D.

Si la célula NK entra en contacto a través de sus receptores con una célula blanco, se
produce una sinapsis inmunoldgica. El balance entre las sefiales de activacién e inhibicién que
la célula proporcione determinara si es ignorada o destruida. Cuando las sefiales son suficientes
para identificarla como extrafia, la célula NK puede atacarla mediante diferentes mecanismos #8 :

= Liberacion de IFN-y en la proximidad de la célula blanco. La acumulacion del IFN-
y permite la activacién de LB, linfocitos T, macréfagos y DC’s que pueden eliminar
a la célula blanco.

= Degranulacion. Las células NK maduras liberan las enzimas citotoxicas perforina
y granzima sobre sus blancos. Estas enzimas se encuentran almacenadas en
granulos y al liberarse actian de manera sinérgica. La perforina se polimeriza
rapidamente formando poros en la membrana de la célula facilitando la entrada
de las granzimas. Las granzimas son proteasas de serina que activan las
caspasas e inician la via intrinseca de la apoptosis.

= Interaccion con receptores de muerte. Tras la sinapsis inmunoldgica, la célula NK
puede activar la via extrinseca de la apoptosis en su célula blanco mediante la
activacion de receptores de muerte a través de IFN-y, TNF-a, Fas u otras

moléculas como TRIAL.

La activacion de las células NK lleva a la pérdida de expresion del CD27, CD11b, CD16
y CD62L y favorece la de CD25 y CD69. Se ha demostrado que el fenotipo de las células NK en
los ratones varia considerablemente dependiendo del ambiente de citocinas (54). En particular,
la IL-15, que sola o en combinacion con IL-18 o IL-12 induce la regulacién a la baja de CD11b,
CD43 y CXCR4 y la sobre regulacion de CD25 (53).
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1.4 Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda (ARDS).

Las hipotesis experimentales sobre el ARDS muchas veces son dificiles de demostrar
debido a la dificultad que representa el controlar las variables clinicas de los pacientes en
condiciones criticas. El uso de ratones como modelos experimentales ha sido una de las
principales herramientas para estudiar los mecanismos fisioldgicos e inmunolégicos del ARDS.
Debido a que se ha estudiado ampliamente su fisiologia, se ha secuenciado el genoma de varias
cepas de ratones de laboratorio, la facilidad en su manejo y mantenimiento en el laboratorio, los
modelos murinos contindan siendo una herramienta valiosa necesaria para el estudio de diversas
enfermedades. Es importante notar que las respuestas observadas en el ratdbn pueden ser
similares pero no necesariamente extrapolables al humano, ya que las diferencias entre ambos

organismos son evidentes (Tabla 3) %,

Tabla 3. Principales diferencias relacionadas con la anatomia pulmonar y el sistema inmunolégico entre
el ratéon y el humano.
Adaptado de Mestas y Matute-Bello%859.

Ratén Humano

Pulmén derecho compuesto por
I6bulo craneal, medio, caudal y

Anatomia pulmonar . . Bilobulado
accesorio. Un solo Iébulo en
pulmoén izquierdo
Arterias bronquiales Ausentes Presentes
Tejido linfoide asociado a bronquios Considerable Ausente en tejido sano
Neutrofilos en sangre periférica 10% - 25% 50% - 70%
Linfocitos en sangre periférica 75% - 90% 30%-50%
TLR-3 Expresado en DC y Macrofagos. Expresado en DC. No inducida
Inducida por LPS. por LPS
Receptores inhibidores de células NK Ly49 (excepto D y H) KIR

IgA, IgD, IgE, IgG1, IgG2a*,
Clases de Inmunoglobulinas IgG2b, 1gG3, IgM
*Ausente en C57BL/6

IgA1, IgA2, IgD, IgE, IgG1,
IgG2, IgG3, IgG4, IgM

Expresion de CD5 y CD23 en linfocitos B Mutuamente excluyentes Co-expresion

En el modelo animal de ARDS es necesario inducir los cambios fisiolégicos y patolégicos
observados en el ser humano utilizando estimulos inflamatorios similares a los que provocan el
sindrome en el ser humano. La administracion de LPS, bacterias viables y soluciones acidas por

via intratraqueal e intranasal asi como la generacion de sepsis mediante administracion
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intraperitoneal de LPS o ligadura y puncion cecal (CLP) son los estimulos inflamatorios utilizados
por diversos equipos de investigacion de ARDS %%, Las cepas de ratones CD-1, C57BL/6 y
BALB/c son las mas utilizadas para estos modelos ya que se han documentado diferentes grados
de susceptibilidad al LPS y generacion de ALI, siendo la cepa C57BL/6 la mas resistente y que

responde a dosis en aumento de LPS con una respuesta inflamatoria progresiva. °'.

De acuerdo a Matute-Bello y D’ Alessio 23, los modelos murinos deben cumplir con 3 de
4 criterios para poder ser utilizados en el estudio del ARDS: 1)alteracion de la permeabilidad de
la barrera alveolo-capilar, 2) evidencia histolégica del dafio al tejido pulmonar, 3) presencia de

infiltrado de neutrdfilos y 4) disfuncion fisioldgica del pulmon.

Durante los ultimos afos se han realizado diversos trabajos para identificar el papel que
desempenan las células linfoides en los procesos inflamatorios agudos. Kim y cols. sentaron las
bases de trabajos posteriores al demostrar que los linfocitos participan durante las primeras 6 h
del proceso inflamatorio y que no estan a la expectativa hasta desarrollar una respuesta
adaptativa. Utilizando un modelo animal con ratones BALB/c en los que fue inducida sepsis a
través de la administracion intraperitoneal de dosis sub-letales de poli (I:C) ¢, Kim observd que
los ratones Rag” (incapaces de producir linfocitos funcionales) sobreviven menos y tienen
concentraciones plasmaticas mayores de TNFa e IFN-y respecto a los organismos wild-type 3'.

Posteriormente, Kelly-Scumpia y cols. utilizaron ratones C57BL/6 uMT” (desprovistos de
LB funcionales) a los que se les indujo sepsis mediante CPLY; y observaron que estos ratones
tenian una supervivencia menor, concentraciones plasmaticas menores de citocinas
relacionadas con la inmunidad innata (IL-183, IL-6 e IFN-y), asi como una cuenta mayor de UFC
de microorganismos en cavidad peritoneal respecto a los organismos wild-type 2. Kelly-Scumpia
verifico esta observacion mediante la deplecion de LB con anticuerpo anti-CD20 en un organismo
wild-type. Estos trabajos sugieren que los LB son necesarios para regular la produccion de
citocinas en una respuesta inflamatoria aguda y que pueden participar en la depuracion de los
agentes infeccioso. Esta funcion parece ser antigeno-independiente ya que no depende de la
produccion de anticuerpos especificos sino de la produccién de citocinas. En el mismo trabajo,
Kelly-Scumpia identificd que la funcion protectora de los LB dependia de la estimulacién con IFN

de tipo | utilizando ratones deficientes del receptor de IFN clase | (IFNRA ™) 2.

c. Acido poliinositico: policitidilico; es un ligando del receptor TLR3 de estructura similar al RNA de doble cadena.
d. La ligadura y puncién cecal es un método quirurgico en el que se realizan punciones en el ceco murino permitiendo
un vaciamiento parcial del contenido intestinal en la cavidad peritoneal desencadenando un proceso séptico.
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En 2012, Rauch y cols. estudiaron la expresion del factor estimulante de colonias
granulociticas-monociticas (GM-CSF) en el bazo de ratones tras la administracién de LPS por
via intraperitoneal. EI| GM-CSF es una citocina de naturaleza glicoproteinica que favorece la
produccion de células PMN y monocitos, la proliferacion y maduracién de neutrofilos.

Descubrieron que la principal fuente celular de esta molécula eran LB. Al caracterizar esta
células fueron identificadas como linfocitos B1 (CD19* B220* GM-CSF* IgM" CD23" CD43"
CD5Md CD138* VL4" CD93* TLR-4%) y se les nombro LB activadores de la respuesta innata (del
inglés, Innate Response Activator; IRA) dados los efectos que tiene el GM-CSF en las células de
la inmunidad innata .

Rauch observé que las células IRA proliferaban en la pulpa roja del bazo ante el estimulo
del LPS. En ensayos de sepsis inducida por CLP, observd que ratones quimera con deficiencia
de LB productores de GM-CSF (quimera Csf”) tenian un menor porcentaje de supervivencia, un
incremento en el nimero de neutrofilos en cavidad peritoneal, concentraciones elevadas de IL-
1B, IL-6, y TNF-a en suero y en el peritoneo, asi como una mayor cuenta de UFC en cavidad
peritoneal respecto a los ratones wild-type.

Basado en el trabajo de Rauch, Weber y cols. utilizaron dos modelos de neumonia en
ratones C57BL/6: 1) por administracion intratraqueal de E. coliy 2) por administracion intranasal
de 20 pg de LPS. Observaron que, en respuesta a la inflamacion inducida, los B1-a migraban
desde la cavidad pleural hasta el parénquima pulmonar liberando IgM poli-reactiva. Esta funcion
de los B1-a es dependiente de la presencia de LB IRA y de la produccién de GM-CSF 5,
Utilizando organismos quimera Csf”, pudieron demostrar que la ausencia de células IRA
incrementa la respuesta inflamatoria, pero disminuye la cantidad de IgM secretada por B1-a.

Aziiz y cols. reportaron que, durante la sepsis inducida en ratones tras CLP, el nUmero de
B1 disminuia en diferentes regiones anatémicas. La transferencia adoptiva de B1 productores de
IL-10 disminuian la concentracion de citocinas inflamatorias y aumentaba la supervivencia de los
ratones tratados. Los LB B-1 deletados del gen de IL-10 no disminuyeron la reaccién pro-
inflamatoria ni aumentaron la supervivencia de los ratones ®. Estos resultados indican la
capacidad que los LB, particularmente los B1, para modular la respuesta inflamatoria mediante
la secrecion de citocinas en los diferentes contextos de los trabajos mencionados.

Por otro lado, la participacion de las células NK en el proceso inflamatorio sistémico y
local, dada su capacidad citotéxica natural contra células infectadas por virus y células malignas,

ha sido estudiada ampliamente 7-7°,

Las funciones efectoras convencionales de las células NK de inducir una potente defensa
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inflamatoria contra patégenos a través de su actividad citotoxica y la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como el interferéon gamma (IFN-y) estan bien establecidas "'-"3; sin embargo, las
células NK también pueden regular las respuestas inmunes a varios patégenos al producir la
citocina antiinflamatoria IL-10 durante la infeccion sistémica 7. La dltima funcion puede ser
beneficiosa para el huésped al protegerlo de la patologia de tejidos y 6rganos mediada por el
sistema inmunitario no controlada; o puede serle perjudicial al promover la inmunosupresién y la
consecuente persistencia y propagacion del patdgeno. Las células NK con actividad inmuno-
regulatoria se han identificado en diversos modelos de enfermedades infecciosas sistémicas en
ratones y en varias enfermedades crénicas en humanos "°. La infeccidén por citomegalovirus
murino (MCMYV), la malaria cerebral experimental (MEC) y la sepsis inducida por CLP son los
tres modelos animales de infeccion sistémica en los que se ha demostrado una funcién inmuno-
reguladora beneficiosa a través de la produccion de IL-10 ">77. Por otro lado, la leismaniasis
visceral experimental y la infeccién sistémica por Listeria monocytogenes son los dos modelos
que han mostrado un efecto perjudicial sobre la resistencia del huésped inmune frente al
patdgeno 7880,

En enfermedades humanas, también se ha informado la presencia de células NK con
actividad inmuno-regulatoria en la infeccion cronica por el virus de la hepatitis C (VHC), la
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la infeccion crénica por el virus de
la hepatitis B (VHB) y la sepsis en humanos 883, El papel dual que presentan las células NK,
pro-inflamatoria y anti-inflamatoria, debe ser revisado ya que podria ser un mecanismo blanco
para posibles tratamientos en caso de infecciones sistémicas que producen una alta mortalidad.
En el caso de ARDS/ALI, el papel de las células NK inmuno-regulatorias no ha sido estudiado
todavia, y podria ser un area de estudio relevante debido a que el pulmén es un érgano
susceptible a gran variedad de infecciones que cuando no son controladas adecuadamente

producen una respuesta inflamatoria que dafia a este 6rgano y puede conducir a la muerte .

Por lo anterior, en este estudio se explord la distribucién y el fenotipo de las células NK 'y de
subpoblaciones de linfocitos B en el microambiente pulmonar en animales sanos y durante el
desarrollo del ALI inducido por lipopolisacarido (LPS) utilizando un modelo murino. Dichas
poblaciones celulares también fueron analizadas en la cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo,

como microambientes de comparacion.
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2. JUSTIFICACION

Se conoce poco acerca de la participacion de los linfocitos B y las células NK en el dafio pulmonar
agudo inducido por ARDS, al estudiar la distribucién y el fenotipo de los linfocitos B y células NK
en el microambiente pulmonar se pueden plantear nuevas perspectivas sobre el proceso
inflamatorio agudo en el pulmdn, asi como identificar células blanco candidatas a tratamientos

que permitan disminuir la mortalidad asociada al ARDS.

3. HIPOTESIS
Las subpoblaciones de LB y células NK se distribuyen especificamente y presentan un fenotipo

determinado en el tejido pulmonar durante la induccion del dafio pulmonar agudo (ALI).

22



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Determinar la distribucién y el fenotipo de las poblaciones de linfocitos B y células NK en el tejido

pulmonar en un modelo murino de dafo pulmonar agudo (ALI) inducido por lipopolisacéarido
(LPS).

4.2. Objetivos particulares

O Validar la induccion del ALI determinando el infiltrado de neutréfilos en pulmén mediante

histologia y citometria de flujo en ratones tratados y no tratados con LPS.

O Validar la induccion del ALI mediante la medicidon de la concentracion de proteinas vy

celularidad de lavado bronco alveolar de ratones tratados y no tratados con LPS.

0 Determinar la distribuciéon y fenotipo de subpoblaciones de LB en tejido pulmonar de

ratones con ALl y ratones controles.

O Determinar la distribucion y los estadios de maduracion de células NK en tejido pulmonar

de ratones con ALl y ratones controles.

O Determinar la distribucion y fenotipo de subpoblaciones de LB en el bazo, cavidad pleural

y peritoneal de ratones con ALl y ratones controles.

O Determinar la distribucion y los estadios de maduracién de células NK en el bazo, cavidad

pleural y peritoneal de ratones con ALl y ratones controles.
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5. METODOLOGIA

5.1 Ratones

Se usaron ratones C57BL/6 hembras de 8 a 12 semanas de edad, con un peso entre 18
y 22 g. Fueron mantenidos en el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
en condiciones asépticas (sustrato, agua y alimento previamente esterilizado), con ciclos
alternados de luz-oscuridad de 12 h, en un rango de temperatura entre 22° y 25° C, y con acceso
a agua y alimento ad libitum. El uso de estos animales fue autorizado por el comité de ética e
investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y fue realizado de acuerdo a
la norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y guias internacionales de cuidado y manejo de

animales de laboratorio.

5.2 Modelo de dafo pulmonar agudo (ALI).
5.2.1. Administracion de lipopolisacarido (LPS) por via intranasal.

Los ratones fueron sedados con ketamina (100 ug/g de peso por via i.p.) y recibieron por
via intranasal 20 uL de solucion de LPS (Sigma-Aldrich, Cat. L2880), 10 uL por cada orificio
nasal en una sola descarga (Figura 7) utilizando una punta de micropipeta de 10 uL. A cada
ratébn se le administré una dosis unica de LPS y probando tres dosis diferentes en cada
experimento: 20 ug, 50 pug y 100 ug, utilizando solucién amortiguadora salina de fosfatos (PBS)
como vehiculo. Los ratones control fueron administrados con PBS. En total se realizaron 7 series
de experimentos independientes y en cada serie de experimentos se utilizaron 2 ratones por
cada condicion (control y tratamientos con LPS). Los animales fueron sacrificados 24 h después
mediante una sobredosis de ketamina (500 pg/g de peso por via i.p.) y por seccién cervical. Cada
serie de experimentos independientes corresponde a dos series de ratones inoculados el mismo

dia con los tratamientos antes descritos.

R X i,
Figura 7. Administracion intranasal en ratones sedados.
Tomada de Terryn 84,
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5.2.2. Lavado bronco alveolar (BAL).

El cuerpo de cada raton fue asegurado a una tabla de diseccidon en posicion decubito
dorsal. La garganta del ratén fue cortada longitudinalmente para exponer la traquea. Utilizando
un bisturi, la traquea fue cortada transversalmente para permitir que un catéter intravenoso
calibre 24 se insertara (Catéter Insyte 24G, Becton Dickinson). El catéter fue asegurado con hilo
quirargico de polyester no. 0 para evitar cualquier fuga (Figura 8). Con ayuda de una jeringa de
1 mL se inyectaron 2.0 mL de PBS estéril frio en dos tomas de 1.0 mL, y el volumen se colecto
en un tubo de microcentrifuga. La suspension fue centrifugada a 1,000 g por 5 min a 4° C. El
sobrenadante fue colectado en otro tubo y almacenado a -20° C hasta la cuantificacién de
proteinas totales. El botdn celular fue suspendido en 100 pL de CarboWax 2% (Sigma Aldrich,

cat. 10783641001) y almacenado por 24 h en refrigeracion.

Figura 8. Procedimiento para realizar el lavado broncoalveolar.
a) Localizacién de la traquea, b) y c) anudado del hilo alrededor de la traquea, d) corte de la traquea e introduccion

del catéter, e) fijado del catéter e f) inyeccion de solucién PBS para lavado broncoalveolar. Modificada de Sun 8.

5.2.3. Cuantificacion de proteinas en lavado broncoalveolar
La concentracién de proteinas totales presentes en los sobrenadantes de los lavados
bronco-alveolares (BAL) se determind utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermofisher;
Cat. 23225). Siguiendo las instrucciones del fabricante. En una placa de 96 pozos se colocaron
25 pL de sobrenadante de BAL y 200 pL de la solucion de trabajo (mezcla 50:1 de reactivos Ay
B del kit). La placa fue incubada a 37° C por 30 min y posteriormente se realizé su lectura a una
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longitud de onda de 540 nm en un espectrofotometro iMark ™ Microplate Absorbance Reader de
Bio-Rad. Para cada condicion experimental se realizaron tres lecturas. La concentraciéon de cada
muestra fue calculada utilizando una curva estandar de albumina bovina (Sigma-Aldrich, Cat.
A7030). El resultado de cada condicion por experimento se reporté como el promedio de las tres

lecturas.

5.2.4. Tincién diferencial de células en BAL
Posterior a que las células estuvieron en CarboWax 2% (Sigma Aldrich, cat.
10783641001) por 24 h, el botdn celular obtenido del BAL fue tefido utilizando H&E y se realizé

el conteo diferencial de las células.

5.2.5. Aislamiento de tejido pulmonar para histologia.

La tabla de diseccion se colocé con una inclinaciéon de aproximadamente 10° respecto a
la porcién caudal del ratén. Utilizando el equipo de diseccion, la caja toracica fue abierta y las
costillas cortadas con el fin de exponer los pulmones. Utilizando la canula con la que se realizd
el lavado broncoalveolar, los pulmones fueron perfundidos lentamente con 10 mL de formol
tamponado al 10%. Después, la canula fue retirada y el hilo anudado para evitar que el formol se
fugara del tejido. Con mucho cuidado, los pulmones fueron retirados y colocados dentro un tubo
de fondo conico con 30 mL de formol tamponado al 10%. El tejido fue almacenado a temperatura
ambiente por 24 h.

Posteriormente, el tejido fue incluido en un bloque de parafina utilizando el protocolo de
tincion con hematoxilina y eosina (HE). Los ratones cuyos pulmones fueron utilizados para
obtener cortes histoldgicos no fueron procesados para el aislamiento de células para tincion con

anticuerpos fluorescentes.

5.2.6. Aislamiento de células de pulmén

La cavidad toracica fue expuesta de manera idéntica a la descrita en el procesamiento
del tejido pulmonar para histologia. Los pulmones fueron perfundidos a través de la auricula
derecha del corazén con 10 mL de PBS estéril frio. El tejido fue retirado y colocado en una caja
de Petri, para que fuese macerado y cortado en pedazos de aproximadamente 1 mm. A los
pedazos les fue adicionado 5 mL de una solucién de colagenasa Il y IV (Worthington Biochem,
Cat. LS004174 y LS004186) / DNAsa (Sigma-Aldrich, Cat. DN25) en medio RPMI 1640 (10 mg/
10 mg/ 1 U/ mL); estd suspension fue incubada a 37° C por 40 min. Transcurrido este la

suspension fue pasada a través de una aguja calibre 24 y de una malla de nylon estéril de 40 ym
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para homogeneizar. La suspension fue colectada en un tubo de fondo cénico de 15 mL, y fue
lavada en dos ocasiones con 10 mL de medio RPMI 1640 y centrifugada a 1,500 g por 5 min a
4° C. El sobrenadante fue descartado y el botén celular fue suspendido en 3 mL de medio RPMI
1640. La suspensién celular fue colocada sobre un gradiente discontinuo de 2 mL de Percoll
(Sigma-Aldrich, Cat. P4937) al 40% y 2 mL de Percoll al 70% en un tubo de 15 mL, evitando que
se mezclaran las diferentes fases (Figura 9). Este gradiente fue centrifugado a 1,500 g por 20
min a 4° C, sin utilizar el freno. Posteriormente, se colectaron las células presentes entre las
fases del Percoll al 40% y la superior, se colocaron en un tubo nuevo de 15 mL y fueron lavadas
a un volumen final de 15 mL con medio RPMI 1640 y centrifugadas a 1,500 g por 5 min a 4° C.
El boton celular se suspendié en 5 mL de medio RPMI 1640. Las células se conservaron
en refrigeracién por un tiempo no mayor a 2 h hasta su utilizacion. Las células obtenidas fueron
contadas con ayuda de una solucién de azul de tripano 0.04% en PBS 1x (Sigma-Aldrich, Cat.

93595) y una camara de Neubauer.

il
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Suspension
celular

1,500 g, 20 min, 4° C

Y

«+— Leucocitos
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Figura 9. Preparacion del gradiente de Percol al 40% y 70% para separacion de leucocitos
Realizada en PowerPoint.

5.3. Determinacién de la distribucion de subpoblaciones de LB y estadios de

maduracion de células NK

Para este grupo de experimentos, la generacion del dafo pulmonar agudo se realizé de
la manera que se describe en la 5.2, en los apartados administracion de LPS por via intranasal
y aislamiento de células de pulmén. Adicionalmente al estudio de las células de pulmén, se

aislaron células de cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo con el objetivo de comparar las
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diferentes subpoblaciones de LB y estadios de madurez de las células NK en diferentes tejidos.

5.3.1. Aislamiento de células de la cavidad peritoneal

El cuerpo del raton fue asegurado en la tabla de diseccion en posicion decubito dorsal.
Con ayuda de un equipo de diseccion, la piel que recubre la region ventral del raton fue retirada,
teniendo cuidado de no romper la membrana de la cavidad peritoneal. Utilizando una jeringa de
aguja calibre 25 se inyecto en la cavidad 5 mL de PBS + 1% de suero fetal bovino (FCS) estéril
frio. Sin retirar la aguja, se realizé un suave masaje con los dedos en la cavidad. Después, el
lavado de la cavidad peritoneal fue extraido y el volumen colectado fue depositado en un tubo
de fondo cénico de 15 mL. Las células en suspension fueron lavadas con 10 mL de medio RPMI
1640, centrifugadas a 1,000 g por 5 min a 4° C y el botén celular suspendido en 500 pyL de medio
RPMI 1640. Las células se conservaron en refrigeracion por un tiempo no mayor a 2 h hasta su

utilizacion.

5.3.2. Aislamiento de células de la cavidad pleural

Una vez realizado el lavado de la cavidad peritoneal, la membrana fue cortada
exponiendo los 6rganos y la base de la caja toracica. La placa de diseccion fue levantada con
una inclinacién de aprox. 10° de la parte inferior. Apartando el higado y utilizando una jeringa de
aguja calibre 27 se inyect6 1 mL de PBS con 1%de FCS estéril frio en la cavidad pleural, teniendo
cuidado de no picar el tejido pulmonar o perforar la membrana. La jeringa no se retir6. La placa
fue levantada con una inclinacién similar, pero en la parte superior. Se colecté la suspensién con
la jeringa y el volumen se deposité en un tubo de microcentrifuga. Las células fueron separadas
a 1,000 g por 5 min a 4° C y se suspendid el botén celular en 500 pL de medio RPMI 1640. Las

células se conservaron en refrigeracion por un tiempo no mayor a 2 h hasta su utilizacion.

5.3.3. Aislamiento de células de bazo

El bazo fue retirado, colocado dentro de una caja de Petri y disgregado por presién con
ayuda de un émbolo de jeringa de 1 mL. Se anadieron 2 mL de PBS estéril, se homogeneizo la
suspension celular y fue transferida a un tubo de fondo coénico de 15 mL. Las células fueron
lavadas en dos ocasiones con 10 mL de medio RPMI 1640 y centrifugadas a 1,500 g por 5 min
a 4° C. El sobrenadante fue descartado y el botén fue suspendido en 5 mL de solucion de lisis
(Biolegend, Cat. 420302) por 5 min en bafio de hielo. Transcurrido el tiempo, se adicionaron 10
mL de medio RPMI 1640 frio y se centrifugé a 1,500 g por 5 min a 4° C. Se descart6 el

sobrenadante y el boton celular se suspendio en 3.0 mL de medio RPMI 1640. Las células se
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conservaron en refrigeracion por un tiempo no mayor a 2 h hasta su utilizacion.
Las células obtenidas de, bazo, cavidad pleura, cavidad peritoneal y bazo fueron
contadas con ayuda de una solucion de azul de tripano 0.04% (Sigma Aldrich, cat. 93595) en

PBS 1x y una camara de Neubauer.

5.4. Citometria de flujo

Las células obtenidas de pulmén, cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo fueron
tefidas con paneles de anticuerpos fluorescentes especificos de acuerdo al siguiente
procedimiento (Tablas 4 - 6).

Las células fueron colocadas en tubos de polipropileno de 5 mL y lavadas con 2 mL de
PBS 1x en dos ocasiones, centrifugando a 1, 500 g por 5 min a 4° C. El sobrenadante fue
descartado y el botdon celular suspendido en un volumen final de 50 uL de buffer PBA. A cada
tubo le fue adicionado 50 L de una diluciéon 1:400 de Zombie Aqua (Biolegend, cat. 423101).
Las células en suspension fueron incubadas en refrigeraciéon durante 15 min en oscuridad.
Después, las células fueron lavadas con buffer de tincién (Biolegend, cat. 420201) y suspendidas
en un volumen final de 50 pL. Un volumen de 50 pL de anticuerpos fluorescentes diluidos en
buffer de tincién fue agregado a cada tubo y fueron incubados en refrigeracion por 15 min en
oscuridad. Después, las células fueron lavadas con 2 mL de buffer PBA en dos ocasiones,
centrifugando a 1, 500 g por 5 min a 4° C. El sobrenadante fue descartado y el botén celular
suspendido en 100 pyL de buffer de fijacién (Biolegend, Cat. 420801) durante 20 min en
refrigeracion. Se realizaron dos lavados con 1 mL de buffer PBA como se describio anteriormente
y finalmente el boton celular fue suspendido en un volumen final de 200 yL. Los tubos fueron

conservados en refrigeracion y cubiertos de la luz hasta su lectura.

Para las células de pulmoén y bazo fueron tefiidas 3 x 10° células por cada condicion
experimental. Para los tubos de controles de calibracion, FMO (Fluorescence Minus One) y

controles de isotipo fueron utilizadas 10° células.
Para las células de cavidad pleural y peritoneal fueron tefiidas 1 x 10° células por cada

condicion experimental. En los casos en que la cantidad de células obtenidas fue menor, se utilizé

el total de células colectadas de cada raton.
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Tabla 4. Panel para identificacion de neutréfilos en tejido pulmonar.

Marcador Clona Fluorocromo Dilucién Isotipo Marca NO'
catalogo
CD45 30-F11 AF488 1:400 Rata IgG2b, k Biolegend 103121
Ly6G 1A8 PE 1:200 Rata IgG2a, Biolegend 127608
RTK2758 PE Isotipo? Biolegend 400507
Tabla 5. Panel para la inmunofenotipificacion de linfocitos B.
Marcador Clona Fluorocromo  Dilucion Isotipo Marca No-.
catalogo
CD19 6D5 PE/ DAZZLE 1:200 Rata IgG2a, k Biolegend 115554
CD5 53-7.3 PerCP/Cy5.5 1:200 Rata IgG2a, k Biolegend 100623
RTK2758 PerCP/Cy5.5 Isotipo Biolegend 400531
CD11b M1/70 PE/Cy7 1:200 Rata IgG2b, k Biolegend 101216
RTK4530 PE/Cy7 Isotipo Biolegend 400617
CD69 H1.2F3 APC/Cy7 1:200 Hamster Armenio I1gG Biolegend 104525
HTK888 APC/Cy7 Isotipo Biolegend 400927
CD45 30-F11 BV605 1:400 Rata 1IgG2b, k Biolegend 103139
Viabilidad Zombie Aqua 1:400 NA Biolegend 423101
Tabla 6. Panel para identificacion de estadios de maduracién de células NK.
Marcador Clona Fluorocromo Dilucién Isotipo Marca No-
catalogo
CD3e 145-2C11 FITC 1:200 Hamster Armenio IgG Biolegend 100305
CD27 LG.3A10 PE 1:200 Hamster Armenio IgG Biolegend 124210
HTK888 PE Isotipo Biolegend 400907
NK1.1 S17016D PerCP/Cy5.5 1:200 Ratén IgG2a, k Biolegend 156525
CD11b M1/70 PE/Cy7 1:200 Rata IgG2b, Biolegend 101216
RTK4530 PE/Cy7 Isotipo Biolegend 400617
CD69 H1.2F3 APC/Cy7 1:200 Hamster Armenio IgG Biolegend 104525
HTK888 APC/Cy7 Isotipo Biolegend 400927
CD45 30-F11 BV605 1:400 Rata IgG2b, Biolegend 103139
Viabilidad Zombie Aqua 1:400 NA Biolegend 423101

Las células fueron leidas en un equipo Becton Dickinson FACS Aria I ™ con la

configuracién optica indicada en la Tabla 10. Los datos de citometria fueron adquiridos con BD

FACSDiva™ Software v6.2 (Becton Dickinson) y analizados con FlowJo X v.10.0.7 (Becton
Dickinson, 2016).
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Tabla 7. Configuracion 6ptica del citdmetro BD FACS Aria Il ™ utilizado para la adquisicion.

Laser PMT? Filtros Fluorocromos que son detectados
Azul 488 nm A 780/60 735LP PE/Cy7
B 695/40 690LP PerCp, PerCP-Cy5.5
C 660/20 655LP PeCy5
D 610/20 595LP PE Texas Red, PI, PE/CFS94
E 576/26 556LP PE
F 530/30 502LP FITC, AF488, CFSE, GFP

G 488/10 SSC
H — —
Rojo 633 nm A 780/60 735LP APC-Cy7
B 730/45 710LP AF700
C 660/20 - APC, AF647
Violeta 405 nm A 530/30 502LP Amycyan, Aquadye, UV500
B 450/50 - Pacific Blue, DAPI
C Falta checar los filtros de BV605

a. Del Inglés PhotoMultiplier Tubes, tubos fotomultiplicadores: detectores con los que cuenta el equipo.

5.5. Andlisis estadistico

El nimero de experimentos independientes para la validacién del modelo de ALI fue de 7
y para los experimentos posteriores fue de 5. Las barras de error en las graficas de barras
corresponden a la desviacion estandar del promedio.

Se verifico la normalidad de los resultados mediante las pruebas de D’Agostino — Pearson
y Shappiro-Wilk. Se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis (ANOVA no paramétrica) para
identificar si existian diferencias entre los tratamientos y Mann-Whitney para realizar
comparaciones entre tratamientos. Valores de p < 0.05 fueron considerados significativos. Estos

analisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, 2019).
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6. RESULTADOS

6.1. Validacién del modelo de dafio pulmonar agudo.

Con el objetivo de verificar que la administracion de LPS por via intranasal era capaz de
generar las caracteristicas observadas en el ALI. Verificamos que nuestro modelo cumpliera con
3 de 4 de los criterios propuestos por Matute-Bello *°: 1) alteraciéon de la permeabilidad de la
barrera alveolo-capilar, 2) evidencia histolégica del dafo al tejido pulmonar, 3) presencia de

infiltrado de neutrdfilos y 4) disfuncion fisioldgica del pulmon.

La alteracion de la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar se determiné por el
incremento de la concentracion de proteinas en el BAL. Esta concentracion fue analizada
después de 24 h de la administracion del LPS. La administracién de 50 yg y 100 yg de LPS
indujo un incremento significativo de 1.5 y 1.9 veces respectivamente en la concentracion de

proteinas respecto a los ratones control (Figura 10a).
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Figura 10. Aumento de la concentracion de proteinas en el lavado broncoalveolar.
Efecto de la administracion intranasal de LPS en la concentracion de proteinas del BAL. Los resultados se expresan

como el promedio * desviacion estandar (n=5). Diferencias verificadas mediante Kruskal-Wallis y Mann-Whitney: * p
<0.05, ** p <0.01 comparados entre los tratamientos sefalados.

Al analizar la celularidad del BAL, se observé que en los ratones control esta conformada
casi en su totalidad por macréfagos. El tratamiento con 20 ug, 50 pg y 100 pg de LPS indujo una
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disminucion del porcentaje de macrofagos en los ratones tratados respecto a los ratones no

tratados y un incremento en el porcentaje de neutrdéfilos en los ratones tratados con respecto al

control (Figura 11). El BAL de los ratones tratados con 50 ugy 100 ug estaba compuesto casi

en su totalidad por neutréfilos.

Estos resultados sugieren que la administracion de LPS incrementé de la permeabilidad

de la membrana alveolo-capilar causando un aumento de la concentracion de proteinas y un

infiltrado de neutrdfilos al espacio alveolar.
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Figura 11. Aumento de neutréfilos en el lavado broncoalveolar en modelo de ALI.
a) Micro fotografias de las células de BAL tefiidas con hematoxilina y eosina (100x). Los macréfagos son células

grandes de nucleo compacto con forma de frijol (flecha negra). Los neutrdfilos son células mas pequefias que
presentan un nucleo lobulado y citoplasma rosado (flecha blanca). b) Porcentaje de neutréfilos y macréfagos en el
BAL determinados por cuenta diferencial y microscopia. Las imagenes son representativas de un experimento
independiente. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (n=5). * p <0.05, ** p <0.01
comparado con los ratones control.



A continuacion, se realizo el analisis de cortes histologicos de tejido pulmonar. En ratones
control se observo que la estructura de los espacios alveolares estaba conservada de acuerdo a
lo reportado en la literatura (50 um de diametro aprox., 86), sin engrosamiento de los espacios
intersticiales, con presencia de 1-2 macrofagos por cada 10 campos microscépicos analizados
con el objetivo de 40x y con ausencia de infiltrado de neutrdfilos (Figura 12a).

En los ratones tratados se observaron alteraciones progresivas en los espacios alveolares
con incremento en el diametro alveolar en la cercania de los bronquios, con disrupciones francas

en la mayoria de los espacios alveolares en los ratones tratados con 100 ug de LPS.
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Figura 12. Infiltrado de neutréfilos y daio en tejido pulmonar en modelo de ALI.
Micro fotografias de cortes histoldgicos de pulmodn tefiidos con hematoxilina y eosina (40X) de a) ratones control; y

ratones tratados con b) 20 nug, c) 50 ug y100 pg LPS. En los tejidos tratados con LPS se observa una pérdida de la
arquitectura alveolar y presencia de neutréfilos. Las imagenes son representativas de un experimento individual.

En los pulmones tratados con 20 ug se observé un infiltrado de neutrdfilos distribuidos en

los alveolos cercanos a los bronquios intra-pulmonares. Mientras que en los tratados con 50 ug
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y 100 pg el infiltrado de neutréfilos se observo distribuido en todo el parénquima y en la mayoria
de los espacios alveolares, ademas se observaron micro-hemorragias distribuidas en el
parénquima pulmonar. Estos resultados indican que la administracion de LPS genera dano tisular
cuya severidad es dosis dependiente y demuestran la presencia del infiltrado de neutrdfilos en el
tejido pulmonar.

La citometria de flujo permite el analisis cualitativo y cuantitativo no-subjetivo del tipo de
células infiltradas en el pulmén, por lo que se utilizé esta técnica para dicho analisis. La estrategia
para la identificacion y cuantificacion de neutrofilos se muestra en la Figura 13. Entre los

leucocitos totales (céls. CD45") los neutrdfilos fueron identificados por su expresion de Ly6G.

a) b)
150K x
CD45+ cells Ly6G+ Ly6G+
> 723 i - > : 543 0
100K - 100K~ 100K =]
100K
T < < <
(o} o] Q Q
7} 9] (7] (7]
w @ 50K @ 50K @ 50K
50K
; Singlets
i 38.4 0 0 0
0 T T T T T il T bt Al Y ™y T Lt Al v Al
0 50K 100K 150K 200K 250K 0 103 104 1El5 ~103 0 103 104 105 ~|03 0 103 IU4 105
FSC-A CD45 : FITC Ly6G : PE Isotype : PE

Figura 13. Estrategia de analisis por citometria de flujo de neutroéfilos en tejido pulmonar.
a) Apartir de los singlets fueron seleccionados los leucocitos totales (CD45*) y de estos se identificaron a los neutrdfilos
por la expresion del marcador Ly6G.b) Control de isotipo para el marcador Ly6G:PE.

La Figura 14 muestra la presencia de neutrdfilos en el tejido pulmonar de ratones control
y tratados con LPS. Se observo un incremento significativo del porcentaje de neutrdfilos (Ly6G™);
9.5% en los ratones control y aumentando a 45.8%, 57.0% y 59.0% respectivamente; este
aumento fue significativo respecto al control y no se observaron diferencias entre los tratamientos
(Figura 15).
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Figura 14. Infiltrado de neutréfilos en tejido pulmonar en el modelo de ALI mediante citometria de flujo.
Andlisis del infiltrado de neutréfilos (CD45'Ly6G™) en tejido pulmonar que se realizé para cada condicién de los

experimentos independientes. Los dot plots son representativos de un experimento individual.
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Figura 15. Analisis cuantitativo del infiltrado de neutroéfilos en pulmén con ALL.
El porcentaje de neutrofilos es respecto a los leucocitos totales (CD45*). Los resultados se expresan como el

promedio + desviacion estandar (n=7). * p <0.05, ** p <0.01 comparados con los ratones control.

De acuerdo a los resultados presentados, la administracion intranasal de 20 pg, 50 ug y
10 ug de LPS en ratones C57BL/6 induce dafio pulmonar agudo (ALI) puesto que se demostré
el incremento la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar, la generacion de dano en el tejido

pulmonar y un infiltrado inflamatorio de neutrofilos.
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6.2. Distribucién y fenotipo de subpoblaciones de linfocitos B

Una vez validado el modelo de ALI, se disefid un panel para analisis por citometria de
flujo que permitiera identificar las subpoblaciones de LB aislados a partir de pulmén. El panel fue
validado utilizando esplenocitos; también se determind la distribucion de subpoblacion de LB en
células de cavidad pleural y cavidad peritoneal. A partir de los leucocitos viables definidos como
CD45* Zombie Aqua  se identificaron los LB por la expresion del marcador CD19, y las
subpoblaciones fueron diferenciadas mediante los marcadores CD5 y CD11b: B2 CD5 CD11b,
B1-a CD5* CD11b* y B1-b CD5 CD11b". Esta estrategia de identificacion de LB también se utilizd

para las células de bazo, cavidad pleural y peritoneal (Figura 16).
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Figura 16. Estrategia de analisis para datos de citometria de flujo para identificar linfocitos B y subpoblaciones
B2, B1-ay B1-b.

a) A partir de los singlets se seleccionaron los leucocitos totales viables (CD45* Zombie Aqua’) y de estos se
identificaron a los LB por la expresion del marcador CD19.De la poblacion de células CD19* se realizé un dot plot de
la expresion de CD11b y CD5 para identificar las subpoblaciones B2, B1-a y B1-b. b) Control de isotipo para el
marcador CD11b: PE/Cy7 e c) isotipo para el marcador CD5: PerCP/Cy5.5.
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6.2.1. Analisis de linfocitos B y subpoblaciones en tejido pulmonar.

El analisis demostré que el porcentaje de LB (CD19%) en los pulmones de ratones control
fue de 19.8% y que disminuyé con los tratamientos de LPS hasta 7.6%, 3.6% y 3.6%
respectivamente (Figura 17). Esta disminucién fue significativa para todas las dosis de LPS
respecto al control y de las dosis de 50 ug y 100 ug respecto a 20 ug.
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Figura 17. Disminucién del porcentaje de linfocitos B totales en pulmén con ALLI.

a) Poblaciones de LB (CD19*) en pulmén de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria de flujo.
Los dot plots son representativos de un experimento individual. b) Porcentaje de LB respecto de leucocitos totales
(CD45*) en pulmon. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (n=5).** p <0.01 comparados
entre los tratamientos sefalados.

El analisis de las subpoblaciones de LB mostré que en los ratones control, la subpoblacién
B2 fue predominante con un 95.2%. Los LB B1 representaron en conjunto aproximadamente el
5.0 %: siendo B1-b el 4.2% y B1-a el 0.2%. Al observar detalladamente los dot plots de las
subpoblaciones B1-b, se pudieron diferenciar dos que diferian en el nivel de expresiéon de CD11b,
a estas se les denominé B1-b CD11b™¢ y B1-b CD11b"" (Figura 18a). El porcentaje de estas fue
4.0% y 1.1% respectivamente.

La distribucion de las subpoblaciones cambid con los tratamientos. El porcentaje de B2

se redujo hasta 84.8%, siendo significativa en los ratones tratados con 50 yg y 100 ug de LPS
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respecto al control. También se observé un incremento en el porcentaje de las subpoblaciones
B1-b: B1-b CD11b™?hasta 9.2% y B1-b CD11b" hasta 10.1%, sin embargo, este incremento solo
fue significativo para B1-b CD11b"" en el tratamiento de 50 ug (Figura 18b). El porcentaje de la

subpoblacién B1-a solo mostré un incremento a 2.0% en las dosis de 100 ug.
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Figura 18. Distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B en pulmén con ALL
a) Cambios en el porcentaje de subpoblaciones de LB en pulmén de ratones control y tratados con LPS analizados

por citometria de flujo. Los dot plots son representativos de un experimento individual. b) Porcentaje de las
subpoblaciones respecto a LB totales (CD19*) en pulmon. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion
estandar (n=5). * p< 0.05 * comparados con los ratones control.

Respecto a la diferencia de expresién de CD11b en las subpoblaciones B1-b, la intensidad
media geométrica de fluorescencia (gMF1) de la subpoblacién B1-b CD11b" fue 11.2 veces mayor
ala de B1-b CD11b™¢ (Figura19 a y b).

Al verificar si la expresion de CD11b era el Unico parametro en el que diferian ambas
subpoblaciones, se observé que la expresion de CD19 era diferente entre las subpoblaciones.
B2 y B1-b CD11b™d mostraron una expresion similar de CD19, mientras que la expresién B1-b
CD11b"" fue 1.8 veces mayor (Figura 19 c y d). No se observaron diferencias significativas en
la gMFI de los marcadores CD11b y CD19 de cada subpoblacién en los ratones tratados respecto

a los ratones control.
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Figura 19. Expresion de los marcadores CD11b y CD19 y porcentaje de células CD69* en las subpoblaciones de linfocitos B en pulmén con ALI.

a) Histogramas de expresion de CD11b y b) graficas de la intensidad media geométrica de fluorescencia (gMFI) de CD11b en las subpoblaciones B1-b. c)
Histogramas de expresiéon de CD19 y d) graficas de la gMFI de CD19 en las subpoblaciones B2 y B1-b. e) Histogramas de expresion de CD69 y f) porcentaje de
células CD69" de las subpoblaciones B2 y B1-b. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (n=5). Los resultados se expresan como el
promedio * desviacion estandar (n=5). *** p< 0.001 respecto a la subpoblacién B1-b CD11b™d; * p< 0.5 respecto a los ratones control.
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Con el objetivo de verificar si los LB eran activados por las administracion de LPS ,
también se analizé la expresion del marcador de activacién CD69. En la subpoblaciéon B2 no se
observaron cambios significativos entre los tratamientos, el porcentaje de células CD69" fue de
0.5% a 1.3% (Figura 19 e y f). En la subpoblacion B1-b CD11b™¢ se observé un 6.8% de células
CD69" en los ratones control y un aumento a 11.0%, 31.5% y 37.9% respectivamente en los
diferentes tratamientos con LPS. Solo el tratamiento con 100 pg fue significativo. En la
subpoblacion B1-b CD11b", se observé un 20.8% de células CD69+ en los ratones control y un
aumento a 56.5%, 57.3% y 37.4% respectivamente en los tratamientos con LPS. Los porcentajes
observados en los tratamientos no fueron significativos.

A pesar de que se observan diferencias claras entre el porcentaje de células CD69* entre
las subpoblaciones, estas no fueron significativas. La razon puede deberse al numero de
experimentos realizados, a la cantidad limitada de células que pudieron ser obtenidas y
cuantificadas de las subpoblaciones B1-a y B1-b mediante citometria de flujo y a la variabilidad
propia de la técnica de aislamiento.

Se excluyd a la subpoblacion B1-a del analisis de expresién de CD11b y CD19 y el
porcentaje de células CD69* (tanto en las células de pulmdn, como en el resto de los 6rganos
trabajados) debido a la escasa cantidad de células obtenidas y a la alta variabilidad de los datos

obtenidos por citometria.
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6.2.2. Analisis de linfocitos B y subpoblaciones en cavidad pleural.

El porcentaje de LB totales respecto a leucocitos totales fue de 46.8% a 33.3%; las
diferencias entre los tratamientos no fueron significativas por lo que la variacion observada puede
deberse a la técnica de lavado de la cavidad pleural (Figura 22).
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Figura 20. Porcentaje de linfocitos B en cavidad pleural de ratones con ALLI.

a) Poblaciones de LB (CD19%) en cavidad pleural de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria de
flujo. Los dot plots son representativos de un experimento individual. b) Porcentaje de LB respecto de leucocitos totales
(CD45%) en cavidad pleural. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (n=5).

El andlisis de las subpoblaciones de LB mostré que en los ratones control, los B2
representan la subpoblaciéon predominante con un porcentaje de 64.8% a 54.2%, seguidos de
B1-b con un porcentaje de 40.1% a 31.1%. La subpoblacién B1-a represento el 5.7% a 3.3%. De
manera similar a lo observado con las células B1-b del pulmén, también pudieron identificarse
las subpoblaciones B1-b CD11b™¢ y B1-b CD11b" a partir de la cavidad pleural. Estas
representaron el 39.3% a 30.3%% y 2.8 a 0.8%, respectivamente. No se observaron diferencias

significativas en los porcentajes de cada subpoblacion entre los tratamientos (Figura 21).
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Figura 21. Distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B en cavidad pleural en ratones con ALLI.

a) Cambios en el porcentaje de subpoblaciones de LB en cavidad pleural de ratones control y tratados con LPS
analizados por citometria de flujo. b) Porcentaje de las subpoblaciones respecto a LB totales (CD19*) en cavidad
pleural. Los dot plots son representativos de un experimento individual (n=5).

De la forma que fue analizada la expresién de los marcadores CD11b y CD19, y el
porcentaje de células CD69+ en las subpoblaciones B2, B1-b CD11b™¢ y B1-b CD11b" de

pulmon, también se analizaron las células obtenidas de cavidad pleural, cavidad peritoneal y del
bazo.

Respecto a la expresion de CD11b en las subpoblaciones B1-b, la gMFI de la
subpoblacién B1-b CD11b" fue 6.5 veces mayor a la de B1-b CD11b™ (Figura 22 ay b).

La expresion de CD19 de las subpoblaciones fue diferente a lo observado en pulmon.
B1-b CD11b™d presentdé una mayor gMFI de CD19 que las otras subpoblaciones: 1.7 veces
mayor que B2 y 1.9 mayor que B1-b CD11b" (Figura 19 c y d). A diferencia del pulmén, en
cavidad pleural las subpoblaciones B2 y B1-b CD11b™ tuvieron diferentes gMFI de CD19. No se
observaron diferencias significativas en la gMFI de los marcadores CD11b y CD19 de cada

subpoblacién en los ratones tratados respecto a los ratones control.
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Figura 22. Expresion de los marcadores CD11b y CD19 y porcentaje de células CD69* en las subpoblaciones de linfocitos B en cavidad pleural de ratones

con ALI.

a) Histogramas de expresion de CD11b y b) graficas de la intensidad media geométrica de fluorescencia (gMFI) de CD11b en las subpoblaciones B1-b. c)
Histogramas de expresiéon de CD19 y d) graficas de la gMFI de CD19 en las subpoblaciones B2 y B1-b. e) Histogramas de expresion de CD69 y f) porcentaje de
células CD69" de las subpoblaciones B2 y B1-b. Los resultados se expresan como el promedio + desviaciéon estandar (n=5). Los resultados se expresan como el
promedio + desviacion estandar (n=5). *** p< 0.001 respecto a la subpoblacién B1-b CD11b™d,
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En la subpoblacion B2, el porcentaje de células CD69* fue de 12.1% en los ratones control
y a pesar de que al administrar los tratamientos de LPS este porcentaje se increment6 a 19.3%,
18.13% y 13.9% respectivamente, estos no fueron significativos (Figura 22 e y f). Una situacion
similar se observo con la subpoblacion B1-b CD11b™¢, en la que el porcentaje fue de 9.9% en
ratones control y se incrementoé con los tratamientos a 14.1%, 13.2% y 10.5% respectivamente.
Estos tampoco fueron significativos. Finalmente, en la subpoblacion B1-b CD11b" se observd
que el porcentaje fue mayor que en las otras subpoblaciones, siendo de 26.1% en los ratones
control. Sin embargo, en los tratamientos con LPS este porcentaje disminuy6 a 20.9%, 8.3% y
7.1% respectivamente. A pesar de que se observo una tendencia de disminucion, la variabilidad
de las determinaciones en los ratones control y en los tratados con 20 ug de LPS, estos cambios

no fueron significativos.
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6.2.3. Analisis de linfocitos B y subpoblaciones en cavidad peritoneal.

El porcentaje de LB respecto a leucocitos totales fue del 17.0% a 19.8%, no presentando
cambios en los tratamientos respecto a los ratones control (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de linfocitos B en cavidad peritoneal de ratones con ALL.
a) Poblaciones de LB (CD19%) en cavidad peritoneal de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria
de flujo. b) Porcentaje de LB respecto de leucocitos totales (CD45*) en cavidad pleural. Los dot plots son

representativos de un experimento individual (n=5).

La distribucion de las subpoblaciones en cavidad peritoneal fue diferente a la observada
en pulmén y cavidad pleural. Esta distribucidon no cambio significativa al administrar los
tratamientos respecto a los organismos control. La subpoblacion B2 fue la principal,
representando 50.4% a 62.6%; el porcentaje de la subpoblacion B1-b CD11b™¢ fue 21.3% a 33.1%
y el de B1-b CD11b" fue 4.2% a 1.8%. El porcentaje de la subpoblacion B1-a fue 4.7% a 2.0%
(Figura 24). Es importante volver a mencionar que la variacién observada puede deberse a la

técnica del lavado de cavidad peritoneal y a la cantidad escasa de células colectadas respecto a
pulmon.
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Figura 24. Distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B en cavidad peritoneal de ratones con ALI.
a) Cambios en el porcentaje de subpoblaciones de LB en pulmén de ratones control y tratados con LPS analizados

por citometria de flujo. Puede observarse un aumento de B1b en los tratamientos con LPS, y dos subpoblaciones con
diferente expresién de CD11b. b) Porcentaje de las subpoblaciones respecto a LB totales (CD19*) en cavidad
peritoneal. Los dot plots son representativos de un experimento individual (n=5).

Al analizar la expresion de CD11b en las subpoblaciones B1-b, la gMFI de la subpoblacién
B1-b CD11b" fue 15 veces mayor a la de B1-b CD11b™¢ (Figura 25 ay b).

Respecto a la expresién de CD19, la gMFI de la subpoblacién B1-b CD11b™¢ fue 1.7 y
1.8 veces mayor que las de B2 y B1-b CD11b". Este patrén de expresidn fue similar al observado
en las subpoblaciones residentes de pulmoén. Tampoco se observaron diferencias significativas
en la gMFI de los marcadores CD11b y CD19 de cada subpoblacion en los ratones tratados
respecto a los ratones control (Figura 25 c y d).

En la subpoblacion B2, el porcentaje de células CD69* no se alterd en los tratamientos
respecto a los ratones control, este porcentaje fue de 1.0% a 0.7%. Sin embargo, se observé un
comportamiento diferente en las subpoblaciones B1-b. El porcentaje de células CD69+ de B1-b
CD11b™d en ratones control fue de 1.5%. Al administrar los tratamientos con LPS este porcentaje
cambio a 7.8%, 3.4% y 8.1% al administrar 20 ug, 50 ug y 100 ug de LPS respectivamente. El
porcentaje de células CD69* en B1-b CD11b" en ratones control fue de 3.0% y aumentando con
los tratamientos a 3.9%, 5.6% y 1.5% al administrar 20 pg, 50 pug y 100 pg de LPS
respectivamente (Figura 25 e y f).
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Figura 25. Expresion de los marcadores CD11b y CD19 y porcentaje de células CD69* en las subpoblaciones de linfocitos B en cavidad peritoneal de
ratones con ALI.

a) Histogramas de expresion de CD11b y b) graficas de la intensidad media geométrica de fluorescencia (gMFI) de CD11b en las subpoblaciones B1-b. c)
Histogramas de expresiéon de CD19 y d) graficas de la gMFI de CD19 en las subpoblaciones B2 y B1-b. e) Histogramas de expresion de CD69 y f) porcentaje de

células CD69" de las subpoblaciones B2 y B1-b. Los resultados se expresan como el promedio + desviaciéon estandar (n=5). Los resultados se expresan como el
promedio + desviacion estandar (n=5). *** p< 0.001 respecto a la subpoblacién B1-b CD11b™d,
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Ninguna de las alteraciones observadas en el porcentaje de células CD69* de la
subpoblacién B1-b fue significativa.

6.2.4. Analisis de linfocitos B y subpoblaciones en bazo.

El porcentaje de LB respecto a leucocitos totales fue de 23.3% a 24.7% y no se
observaron cambios al administrar los tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de linfocitos B en bazo de ratones con ALI.

a) Poblaciones de LB (CD19*) en bazo de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria de flujo. b)

Porcentaje de LB respecto de leucocitos totales (CD45*) en cavidad pleural. Los dot plots son representativos de un
experimento individual (n=5).

La distribucion de las subpoblaciones de LB no se alteré significativamente respecto a los
organismos control. La principal fue B2 con un porcentaje de 92.2% a 88.8%. Los porcentajes

de las subpoblaciones B1 fueron: B1-b CD11b™ con 5.4% a 11.3%, B1-b CD11b" con 0.8% a
1.9% y B1-a con 1.6% a 1.9%. (Figura 27).

49



a) LPS i.n. (pg)
PBS 20 50 100
Bla B1a Bla
047% . 0.96% 0565%
w1 0 w 10 g w10,
0 0 0 o ]
I & & S
oo o o oo’
2 N ETERE 2 g | @ 13 Elo
8 592% | & & 153%| & 11.8%
3 - . .
o 0o« ['e] w0 g : w oA
o 3 a a o i
o v o 3] (3]
*CO11b mid “eDi1s Hi COIbMIY . epiip Hi D115 mid D11b HI
o —— 831 071% o 4 128% ______ 283% E 9.95% 1.97%
Lt i 'l T T : L b S T T T T T T T
3 4 5 3 4 5 ) 4 5 3 4 5
o 10 10 10 0 10 10 10 o 10 10 10 o 10 10 10
CD11b : PE/CyT CD11b : PE/CyYT7 CD11b : PE/CYT CD11b : PE/Cy7
- mid Hi
Bi-a B1-b CD11b B1-b CD11b
100 104
5 — T . o 157 10+
a = — & £ B
5 80 = g 2 =
o 8 5 a 87
i 8]
8 oo o o O 10+ -
(8] n B 64
[&] Q
8 40 ] o (wj
E 8 44 8 o 4]
8 3 S 54 3
o 20— o | 3 g
o o 2 3} o 2-
® - 3 T
=~ o
0 3 =2
T T T T 0= S : . . 0
PBS 20 50 100
PBS 20 50 100 PBS 20 50 100 PBS 20 50 100
LPS i.n. (ng)

LPS i.n. (ng) LPS i.n. (ug) LPS i.n. (ug)

Figura 27. Distribucion de las subpoblaciones de linfocitos B en bazo de ratones con ALI.
a) Cambios en el porcentaje de subpoblaciones de LB en bazo de ratones control y tratados con LPS analizados por

citometria de flujo. b) Porcentaje de las subpoblaciones respecto a LB totales (CD19*) en bazo. Los dot plots son
representativos de un experimento individual (n=5).

La expresion de CD11b la gMFI de la subpoblacion B1-b CD11b™¢ fue 11.1 veces mayor
que la de B1-b CD11b" (Figura 28 a y b).

Respecto al marcador CD19 las diferencias de la expresién entre las subpoblaciones es-
tudiadas fue diferentes a la observada en los otros érganos. Si bien la subpoblacion B1-b
CD11b™Md presenté una gMFI mayor que las otras, esta diferencia no fue tan pronunciada: 1.3
veces mayor que la de B2 y 1.5 veces mayor que B1-b CD11bHi. No se observaron diferencias
significativas en la gMFI de los marcadores CD11b y CD19 de cada subpoblacion en los ratones
tratados respecto a los ratones control (Figura 28 c y d).

Al analizar el porcentaje de células CD69" en las subpoblaciones, no se observaron cam-
bios significativos en el porcentaje en los tratamientos respecto al organismos control, salvo en
la variacion de los porcentajes entre las subpoblaciones. El porcentaje de CD69* de la subpo-
blacion B2 fue 1.8% a 1.4%, en B1-b CD11b™¢ fue 12.1% a 8.7% y en B1-b CD11b" fue 24.3%
a 13.3% (Figura 28 e y f). Las diferencias de porcentajes de CD69* entre las subpoblaciones no

fueron significativas.
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Figura 28. Expresion de los marcadores CD11b y CD19 y porcentaje de células CD69* en las subpoblaciones de linfocitos B en bazo de ratones con ALI.
a) Histogramas de expresion de CD11b y b) graficas de la intensidad media geométrica de fluorescencia (gMFI) de CD11b en las subpoblaciones B1-b. c)
Histogramas de expresién de CD19 y d) graficas de la gMFI de CD19 en las subpoblaciones B2 y B1-b. e) Histogramas de expresion de CD69 y f) porcentaje de
células CD69* de las subpoblaciones B2 y B1-b. Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estandar (n=5). Los resultados se expresan como el
promedio + desviacion estandar (n=5). *** p< 0.001 respecto a la subpoblacién B1-b CD11b™id,
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En resumen, se observo que la distribucion de las subpoblaciones B2, B1-b y B1-a en el
pulmon se ve alterada durante el desarrollo del AL, particularmente aumentando el porcentaje
de B1-b respecto de los LB totales de 4.2% hasta un 16.5% a la dosis de 100 ug de LPS. Sumado
a esto, se observd un aumento de la subpoblacién B1-b CD11b" respecto a los LB totales, desde
1.1% hasta 10.1%, siendo a la dosis de 50 ug y 100 ug en las que se observé un mayor porcen-

taje de células CD69+ en pulmodn.

También es importante mencionar que las subpoblaciones guardan un fenotipo caracte-
ristico en cada 6rgano del que fueron aisladas. La subpoblacion B1-b CD11b" expresa entre 6.5
y 15 veces mas CD11b que B1-b CD11b™¢ en los diferentes 6rganos, siendo en las cavidades
pleural y peritoneal en las que mayor expresién se observo. Asi mismo la subpoblacion B1-b
CD11b™d presenta de 1.6 a 2-0 veces mayor expresion de CD19 que B1-b CD11b"". Es impor-
tante mencionar que la expresion de CD19 en ambas subpoblaciones B1-b fue menor en el pul-
mon que en el resto de los sitios anatdmicos estudiados. Estas observaciones se resumen de
manera grafica en la Figura 29, presentando los datos de los organismos control y de la dosis

de 100 ug de LPS en la que se observo el ALI mas severo.
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Figura 29. Fenotipo de las subpoblaciones B2, B1-b CD11b™d y B1-b CD11b"i en los érganos estudiados en el
modelo de ALI.
Las graficas representan la expresion de los marcadores CD11b y CD19 (expresada como el promedio de gMFI) de

cada subpoblacion en a) los organismos control y b) los organismos tratados con 100 g de LPS .El tamafio de los
circulos que representan cada subpoblacién esta en proporcion al porcentaje de cada subpoblaciéon en cada érgano.
Con el proposito de facilitar la presentacidon de los datos se asigné un valor de 1 a la expresion de CD11b de la
subpoblacién B2 (CD11b"). Realizado en Microsoft Excel.
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6.3. Distribucién y fenotipo de subpoblaciones de células NK

Para analizar las células NK, se disefié un panel para andlisis por citometria de flujo
colaboradores 5%, El panel se valido utilizando células de bazo, dada la abundancia de células
NK en este 6rgano (Figura 30). A partir de los leucocitos viables (CD45" Zombie Aqua*) se
identificaron las células NK por la expresion del marcador NK1.1 y ausencia de expresion de
CD3. Los estadios de maduracion de las células NK se identificaron mediante los marcadores
CD11b y CD27: doble negativos (DN, CD27- CD11b"), CD11b'" (CD27* CD11b'®%), doble positivos
(DP, CD27* CD11b*) y CD27'"° (CD27"°* CD11b").
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Figura 30. Estrategia para de analisis por citometria de flujo para identificacion de células NK y sus estadios
de maduracion.

a) A partir de los singlets se seleccionaron los leucocitos totales viables (CD45* Zombie Aqua’) y de estos se
identificaron a las células NK por la expresion del marcador NK1.1 y por la ausencia de CD3 (NK1.1* CD3"). De la
poblacién de células NK se realizé un dot plot de la expresion de CD11b y CD27 para identificar los estadios de
maduracion. b) Control de isotipo para el marcador CD11b: PE/Cy7 e c) isotipo para el marcador CD5: PerCP/Cy5.5.
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6.3.1. Analisis de células NK y estadios de maduracion en tejido pulmonar.

Las células NK representan el 12.5% del total de leucocitos CD45" aislados de pulmén
en ratones control. Al administrar LPS, se observé una disminucién en el porcentaje de células
NK, sin embargo solo fue significativo en los ratones tratados con 50 ug y 100 ug de LPS, en los

que representaron el 7.6% y 4.3%, respectivamente (Figura 31).
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Figura 31. Disminucién del porcentaje de células NK totales en pulmén con ALL.
a) Poblaciones de células NK (CD3- NK1.1*) en pulmén de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria

de flujo. b) Porcentaje de células NK respecto a leucocitos totales en pulmoén. Los dof plots son representativos de un
experimento individual (n=5). Resultados significativos * p<0.05, ** p < 0.01.

Se observé que en la mayoria de las células NK en pulmén de los ratones control se
encuentran en los estadios maduros o de mayor diferenciacion, 83.9% en el CD27"°"y 3.9% en
el DP. El porcentaje de DP aumenté progresiva y significativamente con las dosis de LPS hasta
un 9.9%. Probablemente el aumento en este porcentaje no se haya visto reflejado en el
porcentaje de otros estadios debido al numero de células NK presentes en pulmén y el porcentaje
de cada estadio de maduracioén (Figura 32). El estadio CD11b'°" representd 1.3% a 1.7% y este
porcentaje no se alterd con los tratamientos. Las células NK DN representaron el 13.6% en los
ratones control y solo se observé una disminucion significativa al 8.0% en el tratamiento con 50

Mg; pero no hubo alteracién al porcentaje de DN en los tratamientos con 20 pg y 100 de pg LPS.
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Figura 32. Distribucion de estadios de maduracion de células NK en pulmén con ALI.

a) Distribucion de los estadios de maduraciéon de células NK en pulmén de ratones control y tratados con LPS
analizados por citometria de flujo. b) Porcentaje de células DN (CD11b- CD27-), ¢c) CD11b"¥ (CD11b'°¥ CD27-), d) DP
(CD11b* CD27*) y e) CD27'°% (CD11b* CD27'°%) en pulmon. Los dot plots son representativos de un experimento
individual (n=5). Resultados significativos * p< 0.05.
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6.3.2. Analisis de células NK y estadios de maduracion en cavidad pleural.

Si bien no ha sido reportado que las cavidades serosas sean un reservorio importante de
células NK en el ratdn, nosotros identificamos esta poblacion en los lavados de cavidad pleural.

Las células NK totales representaron el 1.9% a 1.4% del total de leucocitos (Figura 33).
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Figura 33. Porcentaje de células NK en cavidad pleural con ALI.
a) Poblaciones de células NK (CD3- NK1.1*) en cavidad pleural de ratones control y tratados con LPS analizados por

citometria de flujo. b) Porcentaje de células NK respecto a leucocitos totales en cavidad pleural. Los dot plots son
representativos de un experimento individual (n=5).

La mayoria de las células NK se encontraba en los estadios CD27"° y DP con un
porcentaje de 47.6% a 51.3% y 38.5% a 40.9%, respectivamente. Los estadios DN y CD11b'"°
representaron los porcentajes menores (5.7% a 7.2% y 11.2% a 20.1%). Esta distribucién de

estadios no vario significativamente durante los tratamientos (Figura 34).
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Figura 34. Distribucion de estadios de maduracion de células NK en cavidad pleural con ALI.
a) Distribucion de los estadios de maduracion de células NK en cavidad peritoneal de ratones control y tratados con

LPS analizados por citometria de flujo. Las poblaciones se representan en contour plots en el que cada area delimitada
por un contorno equivale al 5% de la poblacién total, debido al escaso numero de células capturadas. b) Porcentaje
de células DN (CD11b- CD27-), ¢c) CD11b"¥ (CD11b'" CD27-), d) DP (CD11b* CD27*) y e) CD27"" (CD11b* CD27'°%)
en cavidad pleural. Los contour plots son representativos de un experimento individual. (n=5).
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6.3.3. Analisis de células NK y estadios de maduracién en cavidad peritoneal.

Las células NK totales representaron entre el 0.7% a 1.8% del total de leucocitos

obtenidos de la cavidad peritoneal. El porcentaje no vario en los ratones tratados (Figura 35).
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Figura 35. Porcentaje de células NK en cavidad peritoneal con ALI.
a) Poblaciones de células NK (CD3- NK1.1+) en cavidad peritoneal de ratones control y tratados con LPS analizados

por citometria de flujo. b) Porcentaje de células NK respecto a leucocitos totales en cavidad peritoneal. Los dot plots
son representativos de un experimento individual (n=5).

Al analizar los estadios de maduracion de las células NK, se observd que la distribucién
de los estadios es diferente a la observada en la cavidad pleural. Mientras que en cavidad pleural
se observé una predominancia de células NK maduras (DP y CD27°"), en cavidad peritoneal
predominan las células CD11b"" y DP (37.1% a 42.3% y 34.4% a 42.5% respectivamente. El
estadio CD27"" representa el 11.0% a 20.5% y los DN de 6.4% a 9.4%. La proporcion de los

estadios no fue alterada significativamente durante el ALI (Figura 36).
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Figura 36. Distribucion de estadios de maduracion de células NK en cavidad peritoneal con ALL.
a) Distribucion de los estadios de maduracién de células NK en cavidad pleural de ratones control y tratados con LPS

analizados por citometria de flujo. Las poblaciones se representan en contour plots en el que cada area delimitada
por un contorno equivale al 5% de la poblacion total, debido al escaso numero de células capturadas. b) Porcentaje
de células DN (CD11b- CD27), c) CD11b"% (CD11b'" CD27-), d) DP (CD11b* CD27*) y e) CD27'% (CD11b* CD27'")
en cavidad peritoneal. Los contour plots son representativos de un experimento individual (n=5).
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6.3.4. Analisis de células NK y estadios de maduracién en bazo.

El porcentaje de células NK totales en el bazo no se alterdé con los tratamientos. Las

células NK representan el 4.0% a 2.9% del total de leucocitos (Figura 37).
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Figura 37. Porcentaje de células NK en bazo con ALI.
a) Poblaciones de células NK (CD3- NK1.1*) en bazo de ratones control y tratados con LPS analizados por citometria

de flujo. b) Porcentaje de células NK respecto a leucocitos totales en bazo. Los dot plots son representativos de un
experimento individual (n=5).

La distribucion de los estadios de maduracion fue diferente a la observada en pulmény a
las cavidades: siendo el estadio CD27" el de mayor porcentaje (52.5% a 57.6%), seguido de DP
(17.8% a 22.6%), NK CD11b' (13.1% a 15.6%) y DN (7.8% a 11.6%). Esta distribucion no fue

alterada con los tratamientos (Figura 38).
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Figura 38. Distribucion de estadios de maduracion de células NK en bazo con ALL.

a) Distribucion de los estadios de maduracion de células NK en bazo de ratones control y tratados con LPS analizados
por citometria de flujo. Las poblaciones se representan en contour plots en el que cada area delimitada por un contorno
equivale al 5% de la poblacion total, debido al escaso numero de células capturadas. b) Porcentaje de células DN
(CD11b- CD27), c) CD11b"" (CD11b'" CD27-), d) DP (CD11b* CD27*) y e) CD27'*% (CD11b* CD27'°%) en bazo. Los
contour plots son representativos de un experimento individual (n=5).
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La distribucion de los estadios de maduracién de las células NK en los diferentes érganos

estudiados en ratones control se resume en la Figura 39.

Pulmoén
100
50
0 I —
DN CD11b low DP CD27 low
Cavidad pleural
100
50
DN CD11b low DP CD27 low
Cavidad peritoneal
100
50
0 . . I
DN CD11b low DP CD27 low
Bazo
100
50
0
DN CD11b low DP CD27 low

Figura 39. Comparacion de la distribucion de estadios de maduracion de células NK en los 6rganos

estudiados en el modelo de ALI.
Las graficas de barras representan el porcentaje de cada estadio respecto al total de células NK de cada érgano en

ratones control. Realizado en Microsoft Excel.
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6.3.5. Analisis de la expresion de CD69 en células NK en los érganos.

Con el objetivo de verificar si los tratamientos de LPS estimulan la activacion de las

células NK se analizd la expresion del marcador CD69. No se observaron diferencias

significativas en la expresién del marcador CD69 entre tratamientos y en los érganos

estudios en este modelo de ALI. Dado que los experimentos de LB y células NK se

hicieron simultaneamente, consideramos que el marcador CD69 no fue el adecuado para

evaluar la activacion de las células NK (Figura 40).

Pulmén
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»
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Figura 40. Expresion de CD69 en células NK aislados de pulmén en diferentes sitios anatomicos.
Porcentaje de células NK CD69* en a) pulmdn, b) cavidad pleural, c) cavidad peritoneal y d) baza. Los resultados se

expresan como el promedio * desviacion estandar (n=5).

64



7. DISCUSION

El ARDS es una complicacién grave de infecciones respiratorias y con un alto grado de
mortalidad y poco éxito en los tratamientos disponibles, por lo que es relevante elucidar los
mecanismos de inmunopatogénesis involucrados °. Actualmente, el conocimiento de los
mecanismos de inmunopatogenia es limitado, y no ha permitido desarrollar una terapia efectiva

hasta la fecha 57.

Para estudiar la respuesta inflamatoria que da origen al ARDS se utilizé un modelo de
administracion intranasal de LPS en ratones C57BL/6. Los resultados mostraron que este modelo
ocasiona alteraciones de la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar y la celularidad de los
espacios alveolares desde la administracion de 20 ug de LPS y que el dafio histoldgico fue notorio
en las dosis de 50 ug y 100 ng. Si bien, se cumplieron con los criterios necesarios para validar
el modelo de acuerdo a Matute-Bello, otros investigadores incluyen el analisis de expresién de
mRNA de IL-13, TNFa e IL-6 a partir del tejido pulmonar o la cuantificacion de estas citocinas en
el BAL o sangre periférica. Dado que este trabajo estuvo dirigido a la identificacién de
subpoblaciones de LB y células NK, no se incluyé el analisis cuantitativo de las citocinas, el cual
podria ser incluido en trabajos posteriores ya que se han identificado subpoblaciones que ven

alteradas su distribucion durante el ALLI.

Al estudiar la distribucion de los LB se encontré que el porcentaje de LB totales en el pulmén
disminuye en funcién de la intensidad del ALl (de acuerdo a la dosis de LPS administrada y los
efectos observados en el tejido pulmonar). Esta disminucion en parte se debe al infiltrado de
neutrdéfilos descrito en la validacion del modelo de estudio. A pesar de que se realizé el conteo
de las células mediante microscopia 6ptica para la tincion con anticuerpos fluorescentes, no
pudieron utilizarse perlas de referencia para la cuantificacién absoluta de células por citometria
de flujo y relacionar la cantidad real de linfocitos B (y células NK) aislados de cada sitio
anatomico. Los resultados sugieren que el numero de LB también se veria disminuido en la

progresion del ALI. Por el momento no se encontraron trabajos que describan esta condicion.

El analisis de las subpoblaciones de LB mostré que en el pulmén la subpoblacién B2 es
predominante y disminuye durante el desarrollo del ALl (de 95.2%a 84.8%). Al analizar la
subpoblacion B1-b se identificaron dos subpoblaciones con diferente expresion de CD11b: B1-b
CD11b™dy B1-b CD11b"i. Durante el desarrollo del ALI se observé un incremento del porcentaje
de las subpoblaciones B1-a y B1-b CD11b" hasta el 2% y 10.1%, respectivamente. De las

subpoblaciones del pulmon, B1-b CD11b" es la que mayor porcentaje de células expresan el
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marcador de activacion CD69. Esto indica que esta subpoblacion esta reaccionando de manera
temprana al proceso inflamatorio, a pesar de que la cantidad de estas células en el pulmén con
ALl es escasa. La utilizacion de otros marcadores de activacién para linfocitos B como CD40,
CD80 y CD86 y ampliar el tiempo de analisis hasta 48 h, podria revelar si existen diferentes

patron especificos de activacion entre las subpoblaciones de LB #7.

Oftra caracteristica importante que se observé fue que las subpoblaciones B2 y B1-b
mostraron patrones de expresion especificos de los marcadores CD19 y CD11b. Ambos

marcadores estan relacionados con la sefalizacion intracelular de los linfocitos B.

CD19 es una glucoproteina transmembranal de 95 KDa que se expresa de manera
especifica en los LB. CD19 junto con el receptor del complemento 2 (CR2 o CD21), CD81 y
CD255 forman un complejo que regula el umbral de activacién del BCR. La unién del receptor
CR2 a particulas opsonisadas permite la fosforilacion de CD19 en los residuos de tirosina de su
fragmento intracelular y esto a su vez potencia la fosforilacion de los dominios de activaciéon ITAM
presentes en CD79a y CD79b por las cinasas Lyn y Syk. Recordando que CD79a y CD79b son
las proteinas encargadas de la sefializacion del BCR 8, Por tanto CD19 regula la activacion
del BCR y por tanto las sefales de supervivencia, proliferacion y diferenciacion de los LB tras la

unién al antigeno %9-92,

CD11b es una glucoproteina de aprox. 127 KDa que junto con la proteina CD18 forman la
integrina Mac-1. Las integrinas son proteinas de membrana que permiten la adhesion celulary a
la matriz extracelular 3. Para que las integrinas puedan unirse a su ligando, es necesario que su
conformacion cambie a una forma desplegada y para esto es necesario que la célula que las
expresa reciba sefales de activacion mediante los receptores de quimiocinas o del BCR (en el
caso de los LB). La activacién de estos receptores favorece el anclaje de Mac-1 al citoesqueleto
mediante la proteina talina y vinculina ocasionando el despliegue de la integrina Mac-1. Una vez
que Mac-1 cambia su conformacion, puede unirse al ligando ICAM-1 en otras células %. Esta
unién puede favorecer la proyeccién del citoplasma sobre la superficie de las células vecinas o
favorecer la polarizacién de complejos de receptores CD19, BCR, receptores de quimiocinas o

integrinas para aumentar la adhesion y favorecer la fagocitosis.

Retomando a las subpoblaciones de LB estudiadas en el pulmén, queda claro que los
marcadores CD19 y CD11b estan relacionados con el reconocimiento de sefales en el medio y
adhesion en el tejido o con las células presentes en el pulmén. La subpoblacion B1-b CD11bM al

ser la de mayor expresion de CD11b podria estar relacionada con una mayor adhesién en el

66



tejido o una mayor dinamica en la membrana en la que la formacion de complejos de receptores

o proteinas de membrana podria ser diferente a la observada en la subpoblacion B1-b CD11b™¢,

Ding y colaboradores han relacionado a CD11b con la regulacion de la sefalizacion del
BCR, en un contexto de autoinmunidad %. Utilizando un modelo de lupus eritematosos sistémico
con ratones knock-out a ITGAM - (gen que expresa CD11b), observaron que al estimular LB
que no expresaban CD11b con anticuerpos anti-IgM estos mostraron una respuesta hiper-
proliferativa, con una mayor supervivencia respecto a las células del organismo wild type 959,
Zhou y cols. reportan una relacién de CD11b con las moléculas reguladoras del BCR pLyn 'y
CD22; y un aumento en la produccién de anticuerpos IgG de alta afinidad en LB de ratones
knock-out a ITGAM-/-, respecto a las células del organismo wild-type ®. Ademas, la ausencia de
CD11b en este modelo ocasion6 defectos en los reguladores negativos pLyn y CD22 del BCR e
incrementando la colocalizacién de pSyk y el BCR después de su estimulacion. A partir de estas
premisas queda pendiente analizar si existen diferencias en la sefalizacién de BCR, produccion
de citocinas o expresién génica entre las subpoblaciones B1-b en funcién de la expresion de
CD11b.

Otros trabajos han reportado que los LB B1, particularmente B1-a, producen citocinas inflamato-
rias (GM-CSF) y antiinflamatorias (IL-10, 1-35 y TGF-f3), tiene comunicacion a través de vesiculas
extracelulares con macréfagos y pueden realizar presentacion de antigenos 4664989  Sin em-
bargo, las funciones de la poblacion B1-b no han sido descritas a detalle y se los trabajos se han

limitado a su identificacion y fenotipo.

Proponemos estudiar el cambio de la distribucién de la subpoblacion de LB en el pulmén y
la pleura: determinar si la disminucion de LB B2 en pulmoén se debe a su muerte celular o a su
salida del tejido o a la migracion de LB B1 a partir de la circulacion o la pleura. La migracién de

LB B1-a ya ha sido probada mediante experimentos de transferencia adoptiva .

Las subpoblaciones B1-b también fueron identificadas en la cavidad pleural, cavidad
peritoneal y bazo. De igual manera se observo que la distribucion y las diferencias de expresion
de CD19 y Cd11b de las subpoblaciones B2, B1-b y B1-a es especifica de cada uno de los

organos estudiados.

Respecto a las células NK en el ALI, para conocer la distribucion de las células NK (CD3"
NK1.1%) en los 6rganos y cavidades seleccionados se identificaron los estadios inmaduros de NK
DN (CD11b- CD27°) y CD11b" (CD11b' CD27*), y los estadios maduros DP (CD11b* CD27") y
CD27" (CD11b* CD27%). Las células NK maduras DP presentan alta actividad de secrecion de
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citocinas y citotoxicidad, mientras que las células con la mayor madurez CD27'" se caracterizan
por requerir un mayor grado de estimulo para producir citocinas y tener capacidad citotéxica. Lo
anterior se atribuye a la expresiéon de moléculas inhibitorias en esta subpoblacion particular. El
analisis mostré que la distribucion de las subpoblaciones de células NK es 6rgano-especifica en
pulmon, cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo, indicando que el microambiente determina el

tipo de células NK residentes. Lo cual coincide con lo descrito por Rasid anteriormente 33

El estadio de maduracion predominante en el pulmén fueron las células NK maduras
CD27"°¥. De forma notable, en el pulmon de ratones control se encontré un porcentaje pequefio
de células NK DP que aumenté de 3.9% hasta 9.9% en los pulmones con ARDS. Dado que estas
células NK DP han sido descritas como células con una mayor capacidad productora de citocinas
respecto a las células NK CD27'"°%, proponemos que estas células estan participando en la mo-

dulacién de la respuesta inflamatoria en el pulmén en respuesta al ALI.

Es relevante recalcar que en las cavidades pleural y peritoneal existe un mayor porcentaje
de células NK DP que pueden diferenciarse a células NK CD27'°%. Hasta el momento no se ha
descrito si estas cavidades pueden funcionar como reservorios a partir de los cuales pueden

diferenciarse células NK y migrar a otros 6rganos.

Las células NK son linfocitos cuya funcion efectora convencional es inducir una potente
respuesta inflamatoria contra patégenos a través de su actividad citotéxica y la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como IFN-y. Sin embargo, recientemente se reportd que las células
NK también pueden amortiguar las respuestas inmunes al producir la citoquina antiinflamatoria
IL-10, pero solo durante las infecciones sistémicas y no las localizadas 7*. Estas evidencias ya
publicadas apuntan a una funcion reguladora anti-inflamatoria de las células NK en el caso de
infecciones sistémicas, que presentan caracteristicas similares al ARDS/ALI. La infeccion por
citomegalovirus murino (MCMV), la malaria cerebral experimental (MEC) y la sepsis inducida por
CLP son los tres modelos animales de infeccion sistémica en los que se ha demostrado una
funcién inmunorreguladora beneficiosa de la IL-10 producida por las células ">-"". Por otro lado,
la leismaniasis visceral experimental y la infeccién sistémica por L. monocytogenes son los dos
modelos que han mostrado un efecto perjudicial de la IL-10 producida por las células NK sobre

la resistencia del huésped inmune contra el patégeno "8

La presencia de células NK productoras de IL-10 se reporté en pacientes con sepsis ’7 indi-
cando un potencial papel relevante en esta enfermedad sistémica, la cual tiene caracteristicas
similares al ARDS. Por lo anterior, y en conjunto con los hallazgos de este trabajo, lo siguiente

seria analizar si los estadios de células NK predominante en el pulmén y durante el ALI son
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células productoras de IL-10. Es relevante analizar la produccion de otras citocinas que han sido
asociadas al proceso inflamatorio, y averiguar si tienen un papel relevante en el control de la
respuesta inflamatoria o bien contribuyen al dafio inmunopatolégico observado en el ALI. La dis-
minucién en el porcentaje de células NK en el pulmoén durante el ALI debe ser analizada en

términos de células absolutas y saber si podria estar relacionada con la respuesta inflamatoria.

a) b)
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Figura 41. Evidencias observadas sobre las poblaciones de linfocitos B y células NK en el modelo
de ALl y perspectivas del proyecto.

a) El desarrollo del dafio pulmonar agudo en el pulmén ocasioné una alteracion de la distribucion de la celularidad
en el pulmén: aumento del porcentaje de neutrdfilos, disminucién de linfocitos B totales y células NK, aumento de la
subpoblaciones B1-b (particularmente de la B1-b CD11b") y cambio de la distribucion de células NK CD27'% y
CD11bM y CD27*. Perspectivas a seguir en el estudio de las subpoblaciones de linfocitos B1-b. b) Verificar las
diferencias que las subpoblaciones B1-b CD11b™¢d y B1-b CD11b" tienen en la expresion de marcadores de
activacion, sefalizacion intracelular al entrecruzamiento del B.C.R., cuantificacion e identificacion de las
inmunoglobulinas producidas antes los estimulos, proliferacion y produccion de citocinas en cultivo. C) Verificar la
interaccion entre las células estudiadas con los neutrdéfilos y otras células en el ambiente pulmonar mediante las
citocinas descritas en la literatura y una probable interaccion célula-célula.
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8. CONCLUSIONES

. Validamos un modelo de dafo pulmonar agudo (ALI) en ratones C57BL/6 al administrar LPS

por via intranasal.

Encontramos un aumento de la subpoblacién B1-b CD11b" en el pulmén y con un perfil de

activacion temprana al desarrollarse el ALI.

Determinamos la distribucion érgano-especifico de las subpoblaciones B2, B1-b CD11b™¢ y
B1-b CD11b" con base a la expresion de CD19y CD11b.

Caracterizamos la distribucién de linfocitos B y de sus poblaciones en pulmén, cavidad pleural,

cavidad peritoneal y bazo, en ratones sanos y ratones que desarrollaron ALI.

Encontramos una disminucién de las células NK en el pulmén al desarrollarse el ALl y un
cambio en la distribucion de los estadios CD27'°% y DP (CD11b* CD27*) de células NK

durante el desarrollo del ALL.

Determinamos la distribucion de las células NK y de sus estadios de maduracién en pulmon,

cavidad pleural, cavidad peritoneal y bazo, en ratones sanos y ratones que desarrollaron ALI.

. Es necesario evaluar la expresion de moléculas y la produccion de citocinas asociadas a la
activacién y funcionalidad de las subpoblaciones de linfocitos B1-b CD11b™¢, B1-b CD11b",

células NK DP y CD27'°¥ para determinar su participacion en el ALL.
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