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Resumen

El asma es un trastorno inflamatorio crénico que se caracteriza por la obstruccién de las vias aéreas,
hipersecreciéon de moco e infiltracién de linfocitos, eosinéfilos, neutroéfilos, células linfoides innatas,
células plasmaticas y mastocitos en el pulmén. Las células dendriticas (DCs) son las principales
mediadoras de la inflamacién en enfermedades crénicas como las alergias. La infiltracién de
leucocitos inflamatorios hacia el pulmoén es critico para la regulacién y progresién del asma. Las
quimiocinas son pequefias proteinas con capacidad quimioatrayente encargadas del trafico
leucocitario en tejidos linfoides y no linfoides. La interaccién de los receptores con sus ligandos
modula la migracién y la localizacion de los leucocitos a los diferentes tejidos. La expresién del
receptor de quimiocinas CCR9 como de la integrina a4p7 se requiere para el reclutamiento de
linfocitos al intestino. CCR9 es expresado en la mayoria de los linfocitos T CD4+ (67%) y (54%) en
los linfocitos T CD8+, asi como los linfocitos B y células dendriticas plasmacitoides. También el 2-
4% de los linfocitos T circulantes en individuos sanos expresan CCR9. Ademas el tnico ligando
para CCR9 conocido es CCL25/TECK, que se produce en intestino delgado, donde su expresion se
localiza en el epitelio y de igual manera CCL25 se expresan en la corteza timica, donde los
progenitores de los timocitos expresan CCR9 por ende es importante para el desarrollo de timocitos
en el timo y el reclutamiento de linfocitos a intestino delgado. Aunque la progresién de asma estd
asociada a la modulacién de otros receptores de quimiocinas como CCR3, CCR4, CCR7, CCRS,
CCR10 etc., en el caso de CCR9 y su ligando no se conoce a detalle su papel en la regulacion de un
proceso inflamatorio pulmonar. Por ello nuestro objetivo fue analizar la expresion de CCR9Y en
células dendriticas y su papel regulador durante un modelo murino de inflamacién alérgica
pulmonar.

Se han descrito varios modelos murinos diferentes para estudiar la patofisiologia de la inflamacién
alérgica pulmonar. La sensibilizacion con OVA/Alum induce una reversible forma de asma en
ratén y fue el modelo que se utilizé. Este modelo es caracterizado por una inflamacién aguda en el
pulmén y mimetiza la patologia de asma en humano. El analisis demuestra que la expresion de
CCR9 se induce en el pulmén en las primeras etapas de la inflamacién (2 horas), después del reto
con OVA. Lo que proponemos es que CCR9 es importante para el reclutamiento de células al
pulmon en las primeras etapas de la inflamacién. Se encontré que las DCs CD103+, DCs DEC-205+
y linfocitos T CD4+ disminuyen a las dos horas después del dltimo reto en un ratén CCR9-/-y a las
6 horas después las poblaciones celulares permanecen en el pulmén, lo que sugiere que CCR9 tiene
un papel importante en el reclutamiento hacia ganglios peribronquiales durante las primeras horas
de la inflamacién porque hay menor infiltrado y eosinéfilos (SiglecF+ CCR3+) en LBA a las 24 horas
quiza por una falta de activacién y migracién de linfocitos T en los ganglios. Se corroboro con
ensayos in vitro que demuestran una disminucién en la expresién de proteinas de maduracién de
las BMDCs lo que sugiere que hay una alteracién en la activacién de las DCs, por tanto no migran
las células que se encuentran en tejido a ganglios linfaticos como tampoco las que se encuentran en
periferia para llegar al pulmoén. En resumen las DCs CCR9+ son importantes en la modulacién del
proceso inflamatorio durante las primeras etapas de la inflamacién ya que se ve afectada su funcién
de maduracién y pudiera afectar la activaciéon de linfocitos T y el reclutamiento de eosinofilos
ademas de la induccién de T reg in situ a las 24 horas en un ratéon CCR9-/-, lo cual sugiere que
CCR9 contribuye a la regulacion de la inflamacion disminuyendo la exacerbacién y frecuencia de
episodios de un cuadro asmaético desde etapas muy tempranas.
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Introduccién

El sistema inmunolégico de los vertebrados estd compuesto por el sistema inmune innato, la
primera linea de defensa del cuerpo contra patdgenos, y el sistema inmune adaptativo (Figura 1)

caracterizado por su especificidad clonal y memoria para antigenos particulares (Talbo et al., 2016).

Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa
it :'(
)L e
R B+ p . X
Lok ool - .
» ( ‘Y T
Barreras epiteliales \(,: ‘.:
/ ey Linfocitos B Anticuerpos
) virgenes
Fagocitos Células Dendriticas Dq 9{5 9&\‘ Y
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, . s =\ )
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i X Linfocitozs T Linfocitos T
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Figura. 1. Inmunidad innata y adaptativa. La cinética de las respuestas inmunitarias son aproximaciones y pueden variar en diferentes
infecciones. ILC, Célula linfoide innata; NK, Linfocitos citotdxicos naturales (Modificado de Abbas et al., 2015)

La designacion de un antigeno como “peligroso” proviene de la induccién de sefales
complementarias, tales como dafio tisular o la deteccién de productos microbianos por parte del
sistema inmune innato, que a su vez integra la informacién y dirige la respuesta apropiada por los

linfocitos especificos del antigeno, que pertenecen al sistema inmune adaptativo (Abbas et al., 2015).

Las interacciones del sistema inmune y los antigenos se llevan a cabo principalmente en tejidos u

6rganos anatémicos donde se desarrollan las respuestas inmunoldgicas.

Los o6rganos linfoides estdn presentes en todos los vertebrados. Funcionalmente se dividen en:
tejidos linfoides primarios, secundarios y terciarios. Los 6rganos linfoides primarios, como la
médula 6sea y el timo, proporcionan microambientes especializados que permiten la generacién del
repertorio primario de linfocitos B y T. Por el contrario, los érganos linfoides secundarios como los
ganglios linfaticos, el bazo y las placas de Peyer, se encuentran estratégicamente entre la linfa y la
sangre. Los érganos linfoides basales primero se encargan de filtrar antigenos y patégenos de la

linfa a la sangre. Segundo se especializan en la coordinacién de la respuesta inmune adaptativa

1



mediante la organizacién espacio-temporal de las células efectoras inmunes, tales como los

linfocitos y las células presentadoras de antigeno (Boehm y Swann, 2014).

En contraste con los 6rganos linfoides primarios y secundarios, los cuales se desarrollan antes del
nacimiento, los sitios para el desarrollo de los 6rganos linfoides terciarios no estdn codificados en el

genoma y son inducidos durante la inflamacién, generalmente crénica (Boehm y Swann, 2014).

Las células dendriticas (DCs) son las células inmunes innatas responsables de la integracion de la
seflal. Luego de la presentacién antigénica los linfocitos T virgenes, las células proliferan y
dependiendo del microambiente de citocinas los linfocitos T CD4+ se diferencian en linfocitos T
colaboradores con distintos fenotipos efectores: En general las respuestas contra patdégenos
intracelulares, incluyendo bacterias y virus que inducen la diferenciacién de los linfocitos (Tw1),
productores de IFNa y IFNYy; las respuestas provocadas por parasitos y alérgenos los linfocitos T
tipo (Tn2), productores de IL-4 e IL-13 y los linfocitos tipo 17 (Tul7) en respuesta a patdégenos
extracelulares; tales como hongos, que se caracterizan por la participaciéon de IL-17 (Talbo et al.,

2016).

Recientemente se han descrito otros linfocitos Ty, como los Tn9, asi como los Tu foliculares que se
encuentran en los centros germinales cooperando con la activacién y maduracién de linfocitos B.
ademas las DCs pueden inducir la generacién de linfocitos T reguladores inducidas o periféricas en

presencia de citocinas inmunosupresoras como el TGF-f.

Existen zonas de la superficie del cuerpo no recubiertas por piel como los ojos, el intestino, el tracto
respiratorio y el tracto genitourinario que se exponen continuamente a millones de
microorganismos, que si evocarfan una respuesta inmunitaria eficiente, condenarfan al huésped a
muerte prematura por inflamacién crénica. Es por ello que la superficie de las mucosas posee un
sistema inmune tUnico que controla de forma rigurosa el balance entre la respuesta y la no
respuesta. Dicho sistema depende de interacciones complejas entre moléculas, células, tejidos y los
6rganos que lo componen (Pulendran, 2005), tales como anticuerpos, quimiocinas y citocinas que

participan en la proteccion del organismo.

Este sistema esta sometido a una regulaciéon muy estricta, y cuando se produce una falla en el
control se torna insuficiente y se producen multiples enfermedades, tales como alergias, artritis,

neoplasias y cancer entre otras.
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Células dendriticas

La presion evolutiva ha llevado a que se desarrolle la inmunidad adaptativa, las caracteristicas
principales de la cual son: (a) la capacidad de reorganizar los genes de la familia de las
inmunoglobulinas y del receptor para el antigeno de linfocitos T (TCR), lo que permite la creacién
de una gran diversidad de clonas antigeno- especificas y (b) la memoria inmunolégica (Banchereau

et al., 2000).

En el caso de linfocitos T, el reconocimiento antigénico requiere de la intervencién de las células
presentadoras de Antigeno (APC) “Antigen Presenting Cells” (Banchereau et al., 2000). Las células
dendriticas (DCs) estdn especializadas en la captura y procesamiento de antigenos in vivo,
convirtiendo las proteinas en péptidos que son presentados en el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) “Major Histocompatibility Complex” (Steinman y Banchereau, 2007), lo
que permite la activaciéon de linfocitos T virgenes, la diferenciacién funcional y el establecimiento

de memoria o bien la induccién de tolerancia inmunolégica (Esterhazy et al., 2016).

Las células dendriticas, nombradas asi por su forma de tipo arbérea o forma de dendritas “del
griego dendron, que significa arbol” (Steinman y Banchereau, 2007). Fueron descritas por primera
vez en 1868 por Paul Langerhans en la regién suprabasal de la epidermis. Langerhans quien las
consider6 como parte del sistema nervioso (Stingl et al., 1980), por lo que no se les adjudicé ningtan
papel en la respuesta inmune. Posteriormente en 1973, Ralph Steinman describié una subpoblacién
celular en 6rganos linfoides murinos; empleando suspensiones celulares de bazo, observé células
no adherentes que se caracterizaban por contar con prolongaciones citoplasmaticas a manera de
pseudépodos las cuales se retrafan y extendian constantemente en condiciones de cultivo, por lo
que las denominaron “Células Dendriticas” (Steinman y Cohn, 1973). Estas células poseen un
nucleo de morfologia irregular, baja actividad endocitica, abundante citoplasma, en un estado de
madurez. Sus dendritas miden aproximadamente 10 pm, son delgadas y finas, ademas de ser
identificadas por su morfologia irregular como se ilustra en la Figura 2, ademds presentan altos
niveles de expresion de MHC de clase Il y MHC clase I (Bell et al., 1999), y de CD1a en piel y cérvix

humano.
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a) b)

Fig. 2 Células Dendriticas. a) Una de las primeras imagenes de DCs en bazo de ratdn (reproduccion del Journal of Experimental
Medicine; 1973 Rockefeller University Press). b) Red de células dendriticas visualizados por una tincion de MHC clase Il, proveniente de
traquea de un murino. La traquea fue tomada de un ratén no inmunizado (Van Rijt y Lambrecht, 2005). c) Crioseccidon de una traquea
de rata (seccion Optica de 1 um) que muestra tincion por Inmunofluorescencia de células dendriticas (DCs, MHC clase Il tefiidas en
verde) y linfocitos T (CD2 tefiidas en rojo). La mayoria de los linfocitos T estan en estrecho contacto con las DCs. La linea punteada
representa la membrana basal del epitelio superficial. Ampliacién x 600 (Holt et al., 2008).

Las DCs son un sistema de células presentadoras de antigenos que destacan por sus capacidades
de presentacién principalmente por tres vias moleculares (MHC clase I, Il y CD1), ademds de
moléculas de coestimulacién como (CD40, CD80, CD86), produccién de citocinas y quimiocinas

(Bancherau y Steinmann 1998; Flores-Romo, 2001).

Desarrollo de células dendriticas

Citocinas, factores de crecimiento y factores de transcripcion mantienen el desarrollo de las DCs
(Hammer y Ma, 2013), desde los precursores celulares hasta la especializacion tejido-especifica. Los
precursores de DCs se generan en la médula 6sea para salir al sistema circulatorio y distribuirse en
los tejidos linfoides y no linfoides de los organismos. Ademas se ha demostrado que las pre-DCs
son progenitores con alta plasticidad, ya que en ensayos de transferencia adoptiva, las pre-DCs
aisladas de médula 6sea, sangre o bazo se diferencian en las subpoblaciones residentes de bazo,
epidermis, timo, intestino, pulmén y ganglios linfaticos como se ilustra en la Figura 3 (Milner y

Jung, 2014).
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al., 2013).
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Las células madres hematopoyéticas (HSC) se diferencian en células progenitoras linfoides
comunes (CLP) y progenitores mieloides comunes (CMP); las células CMP posteriormente se
diferencian en monocitos y pre-DCs en la médula 6sea. Posteriormente, los monocitos y las pre-DCs
entran en la sangre y migran a los érganos linfoides y tejidos periféricos, donde dan lugar a los DC
linfoides y DCs de los tejido-residentes. Ademés de CMP, CLPs también tienen el potencial de dar

lugar a los DC, pero su contribucién no se conoce a detalle (Modificado de Kushwanh y Hu, 2011).

Clasificacién de las células dendriticas

Las células dendriticas son un grupo de células muy heterogéneo y pueden clasificarse basédndose
en la localizacién anatémica, origen y funcién (Boltjes y Van Wijk, 2014). Como las DCs tienen
multiples vias de desarrollo, las que surgen de un desarrollo pre-DCs (células dendriticas que
provienen de medula 6sea) tienen una funcién clasica y puede ser considerado como DCs
convencionales, mientras que las DC no convencionales pueden incluir DCs derivadas de
monocitos, junto con las DCs plasmacitoides que, aunque se derivan de CDP y no monocitos. Las
células dendriticas de tejidos no linfoides puede ser clasificados entre DCs presentes en diferentes
tejidos estériles, como el péancreas y el corazén, DCs presentes en sitios de filtracién, como el
higado y el rifién, y DCs presentes en mucosas que interaccionan con el ambiente directamente asi

como el pulmén, intestino y piel (Merad y Manz, 2009).

La Figura 4 proporciona una clasificacion de los diversos subtipos de células dendriticas
convencionales o no convencionales. Dentro de las DCs convencionales, se encuentran las células
DCs migratorias, las cuales se encuentran en 6rganos de la periferia como la piel, el pulmén, el
tracto intestinal, higado y rifiones. Por otro lado también se encuentran las DCs linfoides, las cuales
se encuentran en 6rganos linfoides como los ganglios linfaticos, bazo o el timo. Este subgrupo ha

sido dividido dependiendo de la expresién de CD4 y CDS8 en las DCs (Kushwah y Hu, 2011).

Las DCs no convencionales incluyen a las DCs plasmacitoides, las cuales tienen la habilidad de
secretar grandes cantidades de interferén (IFN tipo I) lo que las distingue de las células no
convencionales. También se incluyen a las DCs derivadas de monocitos, las cuales se diferencian
bajo condiciones inflamatorias. Las DCs derivadas de monocitos comparten la habilidad de
capturar antigeno y migrar a ganglios linfaticos drenantes, se encuentran en 6rganos periféricos

como intestino, pulmoén, piel y rifiones (Boltjes y Van Wijk, 2014).
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Fig. 4 Clasificacion de las células dendriticas (DCs). Los monocitos y las pre-DCs entran en la sangre y migran a los 6rganos linfoides y
tejidos periféricos, donde dan lugar a los DC linfoides y DCs de los tejido-residentes (Modificado de Kushwanh y Hu, 2011).

Las DCs en pulmén se pueden encontrar en un estado basal, asi como en condiciones inflamatorias
como se ilustra en la Figura 5, y se debe tener en cuenta los diferentes compartimentos, vias aéreas
respiratorias y el parénquima pulmonar (Lambrecht y Hammad, 2012). Estas células estin
distribuidas como una red estrecha con el epitelio, con una densidad de 600-700 DCs por mm? en el

tracto respiratorio, equivalente a las células de Langerhans en la epidermis (Holt et al., 1989).

Las células dendriticas convencionales que se encuentran en tejidos no linfoides representa el 1-5%
del total de células. Se reconocen principalmente 2 grupos: CD103+ CD11b+ y CD103- CD11b+.
Las células CD103+ se encuentran en la mayoria del tejido conectivo. La proporcién de cDCs
CD103+ raramente excede el 20-30%. En intestino, las cDCs CD103+ se encuentran enriquecidas en
las placas de Peyer, y coexpresan el marcador CD8 en la superficie celular (Merad et al., 2013). Las
células dendriticas CD103+ CD11b-, son importantes en el muestreo y presentacion de antigenos a
linfocitos CD8+, ademas de expresar altos niveles de PD-L1. La proteina PD-L1 se expresa sobre
todo en células presentadoras de antigeno (APC) en un estado basal y puede ser regulado
positivamente tras la exposicion de sefiales inflamatorias (Keir et al., 2008) en APC y células
tumorales. Tras la activacion del receptor de células T (TCR) con antigenos afines, PD-L1 se une a
PD-1 en linfocitos T y modula la activacién de linfocitos T induciendo sefiales inhibitorias hacia el

TCR (Fife et al., 2009; Yokosuka et al., 2012).
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Ademas esta poblacion CD103+ CD11lb- en la lamina propia, se encuentran localizadas
estratégicamente para la captura y muestreo directo de antigenos o patégenos a través de
extensiones citoplasmaéticas que se encuentran dentro del lumen de las vias aéreas, similar a lo que
se ha reportado para DCs en intestino (Holt et al, 2008), esta funciéon de “periscopio”
principalmente es activa en las vias aéreas. Al menos en pulmones de ratén, las DCs intraepiteliales
CD103+ expresan proteinas de unién estrecha como claudina-1, claudina 7 y zonula-2, que forman
parte de las uniones estrechas entre las células epiteliales de las vias aéreas (GeurtsvanKessel y

Lambrecht, 2008).

Las DCs intestinales son tolerogénicas comparadas con las DCs que se encuentran en la periferia ya
que presentan un fenotipo que contribuye a la generaciéon de tolerancia a antigenos orales y
bacterias comensales (Hill y Artis, 2010). Sin embargo vale la pena sefialar que las DCs CD8+ y
CD103+ son criticas para la induccién de tolerancia, asi como respuestas autoinmunes es decir

critico para el mantenimiento de la tolerancia a lo propio en el pulmén (Merad et al., 2008).

Las ¢cDCs CD103- CD11b+ consisten de una mezcla de cDCs y macréfagos en el tejido, lo cual
contribuye a la confusién que hasta ahora existe sobre su exacta contribucién a la inmunidad.
Recientemente algunos estudios han establecido que los monocitos contribuyen a la renovacién
intestinal de ¢DCs CD11b+ en condiciones basales. Ademas las cDCs CD11b+ son potentes
activadores de linfocitos CD4+ (Merad et al., 2013), por la produccién de quimiocinas durante la

inflamacion alérgico pulmonar (Boltjes y Van Wijk, 2014).

Las DCs residentes en pulmén comparten rasgos con las DCs de otros tejidos no linfoides, y el
perfil tipico incluye alta expresion de MHC clase II y DEC-205, junto con una baja expresion de
CD8, CD40, CD80 y CD86 (Holt et al., 2008), en un estado basal. Sin embargo en condiciones
inflamatorias se reclutan principalmente células CD103- CD11b+ hacia el parénquima pulmonar,
ademas de células dendriticas alveolares inflamatorias DEC-205+. DEC-205 es un receptor de
manosa que comparte caracteristicas con receptores de lectina tipo C (CLRs). Los CLRs son una
diversa familia de proteinas transmembranales que contienen dominios de lectina tipo C que
permiten la unién a iones Ca2?* y/o ligandos como carbohidratos propios asi como virales,
bacterianos y de origen fungico. Los CLRs estdn involucrados en la endocitosis, fagocitosis, y
procesamiento de péptidos mediante MHC clase II o presentaciéon cruzada por MHC clase I
(Hammer y Ma, 2013), se sabe que DEC-205 mejora la eficiencia en la presentaciéon de antigenos

mediante el sistema endocitico (Steinman, 2012).
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Fig. 5 Diferentes subconjuntos de células dendriticas (DCs) presentes en los pulmones de los ratones. En ausencia de inflamacion (a),
el pulmén contiene dos subconjuntos de CD11c" convencional (c) DCs (CD11b + en la lamina propia y CD11b- en la capa epitelial). Una
poblacién de CD11c+ plasmacitoide (p) DCs también se puede encontrar en las vias aéreas respiratorias. Durante la inflamacion (b), las
DC derivadas de monocitos CD11b+, expresan Ly6C y FceRI que son reclutadas a los pulmones (Modificado de Lambrecht y Hammad,
2012).

Maduracion de las células dendriticas

Una de las caracteristicas mas importantes de la biologfa de las DCs es su maduracién funcional,
este es un proceso complejo caracterizado por la adquisicion de un ntmero de propiedades
fundamentales: procesamiento y presentacion de antigenos, migraciéon y coestimulacién de

linfocitos T (Dalod et al., 2014).

La maduracién de las DCs es un proceso continuo iniciado principalmente en tejidos periféricos
después de un encuentro con los antigenos y/o encuentros con citocinas pro-inflamatorias,

necesarios para completar la maduracién (Banchereau et al., 2000).

Numerosos factores regulan o inducen la maduracién de las células dendriticas (Figura 6),
incluyendo a) moléculas relacionadas a LPS, DNA bacteriano, y RNA de doble cadena; b) el balance

entre sefiales pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en un microambiente local, incluyendo TNF-q,
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IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B y prostaglandinas y c) sefiales derivadas de los linfocitos T. Ademas la
maduracién es un proceso asociado y coordinado con varios eventos como a) baja expresion de
receptores endociticos y fagociticos; b) sobre expresiéon de moléculas coestimuladoras como CD40,
CD58, CD80 y CD86; c) cambios en su morfologia, d) variacién en los compartimentos lisosomales
asociados a baja expresion de CD68, expresion de MHC clase II e incremento de la capacidad
quimiotactica a CCL19 y CCL21. Entre los cambios morfolégicos que acompafian la maduracién
incluyen perdida de estructuras de adhesién y reorganizacion del citoesqueleto (Banchereau et al.,

2000).
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Fig. 6 Maduracidn de las células dendriticas (DCs). Del lado izquierdo del esquema vemos los factores inductores de la progresién de
un estado a otro. Abreviaturas: CPD; progenitor de células dendriticas, GM-CSF; Factor estimulador de colonias de
granulocitos/macrdéfagos, LPS; Lipopolisacérido, IL; interleucinas, dsRNA, RNA de doble cadena viral; del lado derecho se muestra las
principales propiedades de cada estado de diferenciacion/maduracién: LAMP; proteina de membrana asociada a lisosoma (Modificado
de Banchereau et al., 2000).
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Antes de la activacion, las DCs convencionales mieloides que se encuentran en los 6rganos
periféricos pueden expresar CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1, CXCR2 y CXCR4 (receptores de
unos mediadores quimiotacticos llamados quimiocinas los cuales se describiran mas adelante) con
patrones de expresion diferentes entre subgrupos de DCs. Tras la estimulacién por antigenos de
patégenos derivados y/o moléculas de sefializacién asociados a lesion celular de forma enddgena,
las células dendriticas activadas adquieren un fenotipo migratorio asociado con el incremento en la
expresion de CCR7 y receptores vinculados con la maduracién DC, incluyendo CD40, CD80, CD86
y MHC de clase II. Los receptores acoplados a proteinas G son mediadores dominantes en la
movilizacién y se requieren receptores adicionales de quimiocinas y citocinas para regular

positivamente la funcién de las moléculas de migraciéon (Randolph et al., 2008).

Migracion de las células dendriticas

Una importante caracteristica de las DCs en los varios estados de maduracién es su movilidad. Esta
propiedad capacita a las DCs para moverse del sistema circulatorio a los tejidos periféricos y estos a
su vez a los ganglios linfaticos. Su capacidad migratoria los distingue de los macréfagos. Por
ejemplo, los macréfagos alveolares superan en nimero a los DCs en al menos 100 veces en las vias
respiratorias, sin embargo las DCs que migran de las vias respiratorias a los ganglios linfaticos
pulmonares superan enormemente a los macréfagos que migran a través de la linfa (Randolph et

al., 2008).

Las células migratorias utilizan mecanismos altamente conservados para detectar y responder a

pequefios cambios en la concentracién de factores quimiotacticos en el medio externo.

Bajo condiciones de estrés celular, inflamacién, o dafio tisular, metabolitos ordinarios que se
encargan de mantener la homeostasis intracelular como NAD, ATP, ADP, ADPR y AMP etc.,
pueden ser liberados hacia el espacio extracelular. Cada molécula puede entonces unirse a
receptores presentes en la superficie celular de las DCs y modular su maduracién y/o migracién

(Randolph et al., 2008).

En particular, estas células encuentran y capturan antigenos en los tejidos periféricos y migran a
través de los vasos linfaticos aferentes a las zonas de los linfocitos T de los 6rganos linfoides
secundarios para iniciar la respuesta inmune adaptativa como se observa en la Figura 7 (Satpathy ef
al., 2008). Incluso en casos en los que los macréfagos y las DCs llevan antigenos virales para la
presentacion productiva a linfocitos T CD8+ se limita solo a las DCs, aparentemente, debido a que
los macréfagos topolégicamente no estan apropiadamente localizados en comparacién con las DCs

en el tracto respiratorio (Randolph et al., 2008).
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Las células dendriticas provienen de precursores en la circulacién periférica, y el reclutamiento
hacia los tejidos es principalmente para remplazar a las DCs residentes, que migran principalmente
hacia los érganos linfoides y completar su ciclo de vida como células interdigitantes, asi que la

dindmica de poblaciones es tejido-especifica (Mc William et al., 1999).

Las poblaciones de DCs se mantienen quiescentes en tejidos periféricos como la piel y el muasculo su
vida media es entre 21 y 30 dias respectivamente. Mientras que en tejidos como el pulmén son maés
cortos 2-3 dias para DCs intraepiteliales de las vias aéreas y 7-10 dias para DCs del parénquima
pulmonar. Esta rapida cinética en pulmoén solo puede compararse con poblaciones en el intestino,

pues la vida media ha sido estimada en 3 dias (Mc William et al., 1999).

Es claro que la homeostasis de DCs en tejido requiere remplazar constantemente con nuevas
células. En estudios con ratones quiméricos se encontré que las DCs en el rifiébn y corazén se
reponen en 2 a 4 semanas después de una irradiacion letal y posterior trasplante de medula 6sea,
mientras que la repoblacién de DCs en la vagina, pulmon, e intestino es mds rapido y ocurre entre

el dia 7 y 13 (Merad y Manz, 2009).
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Fig. 7 Desarrollo y migracion de linajes de fagocitos mononucleares en homeostasis. Los cDCs, pDCs y derivadas de monocitos (mono)
se originan a partir de progenitores de médula ésea. Progenitores de células dendriticas/macréfagos derivados de monocitos (MDPs)
dan lugar a los progenitores de células dendriticas (CDPs) y monocitos. Los CDPs se diferencian en pDCs o precursores comprometidos a
cDCs (pre-cDCs). Pre-cDCs, pDCs y monocitos transitan a través de la sangre y organos linfoides periféricos, donde las pre-cDCs
completan su diferenciacion en cDCs CD8+ (o0 CD103+) o CD4+ (o CD11b+). Los monocitos pueden migrar a los tejidos y diferenciarse en
macrofagos. En el intestino, las cDCs y los macréfagos se establecen en las vellosidades; las cDCs también estan presentes en los
foliculos linfoides intestinales (ILF). En la piel, las DCs dérmicas consisten en dos subconjuntos de cDCs CD11b+ y CD103+. Las células de
Langerhans (LC) pueblan la epidermis y se auto-renuevan de forma local. Los macréfagos, pDCs y ambos subconjuntos de cDCs residen
en el pulmdén mientras que los macréfagos se mantienen en general, en el sitio de diferenciacion “tejido-residentes” (Modificado de
Satpathy et al., 2008).
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Células dendriticas y tolerancia inmunolégica

La interaccién con microorganismos plantea varios retos para la toma de decisiones en el sistema

inmunolégico. jResponder o no responder? Si hay una respuesta, entonces, ;qué tipo deberia ser?

(Pulendran et al., 2010).

Al igual que las DCs intestinales, las DCs de pulmén, que capturan antigenos de las vias
respiratorias, se encargan de regular las respuestas inmunitarias a patégenos con las de la flora
microbiana normal y los antigenos inofensivos que son inhalados. Las DCs pulmonares circulan
continuamente desde los pulmones hasta el drenaje mediastinal y ganglios peribronquiales, pero
para ello se cree que requieren sutiles sefiales de maduracién presumiblemente de la flora local. Por
lo tanto, las DCs que vigilan las vias respiratorias adquieren un fenotipo semi-maduro por el que
regulan positivamente el CCR7, lo que permite su migraciéon a los ganglios linfaticos regionales

(Maldonado y Andrian, 2010).

Durante mucho tiempo, la atenciéon se ha centrado en la capacidad de las DCs para provocar
diferentes respuestas de linfocitos T; sin embargo, estas células también pueden inducir tolerancia
periférica mediante la promocién de la diferenciacion de células T reguladoras (Tregs) (Ilarregui et
al., 2009; Esterhazy et al., 2016). Las DCs CD103+, productoras de acido retinoico (RA) y TGF-f3 son
potentes inductores de la expresion de Foxp3 en linfocitos T activados (Maldonado y Andrian,

2010).

En ratén, las DCs de timo son capaces de mediar la seleccién negativa de los linfocitos T in vitro y
contra superantigenos in vivo. Por ejemplo, las DCs pueden inducir tolerancia inmunolégica a la
proteina basica de mielina y reducir experimentalmente el desarrollo de encefalitis autoinmune

(Banchereau et al., 2000).
Anatomia del pulmén

El tracto respiratorio tiene aproximadamente un area de superficie de 70 m? en humanos adultos,

que virtualmente tiene contacto directo con el ambiente exterior (Holt et al., 2008).

Los pulmones son divididos dentro de dos compartimentos distintos funcionalmente: las vias
aéreas, y el parénquima pulmonar; compuesto de alveolos con una pared delgada especializada en
el intercambio gaseoso (Holt et al., 2008). La circulacién de las vias respiratorias en los pulmones, va
desde la trdquea a los bronquiolos terminales como se ve en la Figura 8, y estdn formados por el
revestimiento y ramificacién de tdbulos derivados del tubo digestivo por el proceso de

morfogénesis. En los pulmones humanos, las vias respiratorias cartilaginosas se extienden
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profundamente en el parénquima pulmonar y estdn rodeados de una gran cantidad de glandulas
submucosas que segregan fluidos, mucinas y otras proteinas de defensa del huésped en las vias
respiratorias. La trdquea humana, bronquios y bronquiolos se alinean principalmente por un
epitelio pseudoestratificado cuya superficie estd dominada por las células ciliadas (Whitsett y

Alenghat, 2015).

Mucosa Olfatoria

" Mucosa Nasal

Vestibulo
- Nasofaringeo

Orofaringe

Epiglotis ——

Laringe

Traquea —

Bronquio (primario)
Intrapulmonar

Bronquio
(secundario)
Intrapul,

Bronquio (terciario)
Intrapulmonar

Alveolos

Bronquiolos

Fig. 8 El sistema respiratorio juega el papel esencial en el suministro de oxigeno al cuerpo. Se puede dividir en las vias respiratorias del
tracto respiratorio superior e inferior de la via aérea respiratoria; funcionalmente, el sistema respiratorio también se puede dividir en
una parte conductora y la parte respiratoria (Modificado de Cui et al., 2011).

Tejido linfoide asociado a mucosas

Ademas, el sistema de las mucosas puede dividirse morfolégica y funcionalmente en dos partes
principales: 1) En tejidos linfoides organizados que conforman los foliculos de la mucosa (MALT,
del inglés Mucosa Associated Lymphoid Tissues), dentro de los cuales podemos encontrar tejidos
linfoides asociados al intestino (GALT, del inglés Gut Associated Lymphoid Tissues) y a los
bronquios (BALT, del inglés Bronchus Associated Lymphoid Tissues), y 2) el tejido linfoide difuso,
que consiste de células con una amplia distribucién localizadas en la lamina propia de la mucosa

(Holt et al., 2008).

Todo el MALT (Tejido Linfoide Asociado a Mucosas) se parece a los ganglios linfaticos (Figura 9)
con zonas de linfocitos T interactuando con foliculos de linfocitos B y contienen una variedad de
células presentadoras de antigenos, incluyendo células dendriticas y macréfagos (Brandtzaeg et al.,

2008). A diferencia de los tejidos linfoides mencionados anteriormente, todos los cuales se

24



desarrollan independiente de antigenos o la colonizacién microbiana, los foliculos linfoides
ectépicos, como el tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT) o el tejido linfoide asociado a
intestino (GALT), se forman después del nacimiento en respuesta a la inflamacién o infeccién

(Randall y Mebius, 2014).

Sin embargo, el MALT carece de vasos linfaticos aferentes porque todas estas estructuras linfoides
muestran antigenos exégenos directamente de las superficies de las mucosas a través de un epitelio
asociado a foliculos con “micropliegues” o células (M) “de membrana”. Estas células epiteliales
delgadas estdn especializadas en transferir eficazmente antigenos solubles y, especialmente,

particulas, tales como microorganismos (Brandtzaeg et al., 2008).

a) b)

Paracorteza
Vaso linfatico (Linfocitos T. DCs) Vaso linfitico aferente
aferente

Corteza ER-TR7
(Linfocitos B, CD11c
FDCs) cD8

Foliculo de Linfocitos B
Seno subcapsular

Zonainterfolicular
DCs Cd11b+ migratorias

Cépsula Centro germinal Zona de linfocitos T
Vénula de Endotelio alto gg Eg:;;i’,:’i::::ﬁ,,
(HEYV) Células de Langerhans migratorias
Medula
Zona linfatica
200 um DCs residentes CD11b+
Vaso linfatico Vena Puente cortical Vaso linfitico eferente

eferente

Fig. 9 Estructura de un ganglio linfatico. a) Una capsula fibrosa y un seno subcapsular subyacente que mantienen el contenido celular
de los ganglios linfaticos. Se puede separar en tres regiones distintas: corteza, paracorteza y médula. Las células dendriticas, que captan
antigenos, entran a través de los vasos linfaticos aferentes y migran a las zonas ricas en linfocitos T, después de una estimulacion
antigénica, los linfocitos B también se someten a una proliferacién celular. La localizacion celular estd orquestada por quimiocinas
linfoides. CXCL13 es expresada en los foliculos de los linfocitos B, que guia a los linfocitos B; CCL19 y CCL21 es expresado en la zona de
los linfocitos T y Células Dendriticas (DCs) en la Paracorteza. Ademds las quimiocinas linfoides expresadas en HEV facilitan el
reclutamiento de los linfocitos a los ganglios linfiticos (Modificado de Drayton et al., 2006). b) microscopia basada en
Inmunofluorescencia donde se muestra la distribucion de diferentes subpoblaciones de DCs tanto residentes como migratorias en los
micro- compartimentos de un ganglio linfatico (modificado de Gerner et al., 2012)

Componentes de la inmunidad pulmonar

Los microorganismos son la forma de vida mas abundante en la tierra. Aunque muchos son de vida
libre, algunos han evolucionado para participar en interacciones estrechas y a menudo duraderas
con organismos multicelulares. Algunas de estas relaciones son patdégenas, mientras que otras son
beneficiosas para el huésped. Este tipo de relaciones beneficiosas han evolucionado para
representar una caracteristica conservada en la vida multicelular, importante para el desarrollo
normal y fisiologia de las plantas, los insectos, nematodos, peces, aves y mamiferos. Después del
nacimiento, las superficies epiteliales de mamiferos son colonizadas con virus, hongos, bacterias,
protozoarios y helmintos, credndose complejas comunidades microbianas en miultiples nichos

ambientales (Hill y Artis, 2010).
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Particularmente en el pulmén a lo largo de la vida, el proceso dindmico de ventilaciéon mueve
millones de litros de aire a través de las muy ramificadas vias respiratorias, en donde la estructura
de los alvéolos trae las células epiteliales en estrecha oposicién a los capilares pulmonares para el
intercambio de gases, proporcionando asi oxigeno vital que se requiere en la circulacion sistémica.
De este modo particulas, microbios y sustancias téxicas se adhieren al tracto respiratorio, donde
encuentran un sistema de defensa innato del huésped tanto fisico como quimico para impedir su
entrada en el tejido pulmonar y la circulaciéon. Ademés de la mdultiples barreras creadas por las
capas de moco, una gran cantidad de liquido y moléculas antimicrobianas permiten la depuracién

mucociliar (Whitsett y Alenghat, 2015).

Sin embargo ante la constante presién antigénica de microorganismos, el sistema inmune del
pulmén posee mecanismos eficientes de respuesta, estos mecanismos controlan la homeostasis
inmunolégica en el pulmén como se puede ver en la Figura 10. Por ejemplo se sabe que la mucosa
contiene extensas redes de células dendriticas y macréfagos que se desarrollan desde la etapa

embrionaria.
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Fig. 10 Captura de antigenos y patron de migracion para la induccion inmunolégica en los pulmones. Las células locales del sistema
inmune en el pulmdn capturan antigenos en el espacio alveolar y a su vez es presentado a los linfocitos T en los ganglios linfaticos
drenantes. Los antigenos luminales son muestreados por las células dendriticas (DCs) que estan localizadas en la superficie epitelial de
la mucosa bronquial a) o el espacio alveolar b). Las DCs activadas migran a través de los vasos linfaticos aferentes y dentro de la sangre
por el conducto toracico c). Dependiendo de la respuesta los linfocitos T efectores salen hacia la mucosa bronquial y llegan a través de
los capilares pulmonares al parénquima pulmonar d), o se diseminan por el torrente sanguineo (Modificado de Holt et al., 2008).

En la lamina propia también estdn presentes mastocitos y células plasmaticas (productoras de IgA
polimérica), sin embargo otras poblaciones efectoras, en la mucosa de las vias aéreas también tienen
el potencial de inducir sitios microanatémicos como el tejido linfoide asociado a los bronquios

(BALT) (Holt et al., 2008).

Macréfagos

En condiciones basales, la poblacién de leucocitos en el espacio alveolar consta principalmente de
macréfagos alveolares (mas del 90% de la poblacion total), siendo el resto DCs y pocos linfocitos T

(Holt et al., 2008).

La mayoria de los tejidos en el cuerpo contienen poblaciones de macréfagos con funciones nicho-

especificas. Estas son funciones dedicadas a la homeostasis; eliminacién de desechos celulares,
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procesamiento de hierro, hasta un papel central en la vigilancia inmunoldgica de los tejidos, la
respuesta a la infeccién y la resolucién de la inflamacién (Davies ef al., 2013). A diferencia de las
DCs, los macréfagos normalmente son células no migratorias “tejido residentes” que generalmente
son menos eficientes en la presentacion de antigenos a los linfocitos T. En cambio, tienen alta
actividad proteolitica y catabdlica, lo que contribuye a su capacidad para eliminar e ingerir

patégenos, desechos celulares y células muertas (Salpathy et al., 2012).

Sin embargo los macréfagos tejido-residentes son més conocidos por su papel de células centinelas
programados para el encuentro con patégenos o desafios ambientales, ademds de suprimir la
funcién de las DCs. Las funciones inmunosupresoras por parte de los macréfagos alveolares son la
primera linea de regulaciéon contra la inflamaciéon mediada por linfocitos T en las superficies

epiteliales encargadas del intercambio gaseoso (Holt et al., 2008).

En un estado basal, los macréfagos se consideran anti-inflamatorios, ya que mantienen la
homeostasis de los érganos, en parte, mediante la produccién de citocinas reguladoras tales como la
interleucina 10 (IL-10) (Salpathy et al., 2012), prostanglandinas y factor de crecimiento
transformante (TGF-f) (Holt et al., 2008).

Por lo menos tres tipos de macréfagos residen en los pulmones: macréfagos bronquiales (BMs),
macréfagos intersticiales (IMs) y macréfagos alveolares (AMs). Ademds, los macréfagos
intravasculares situadas en el lado interior de los capilares se han descrito en los seres humanos,

monos, gatos y perros, pero no en los roedores (Kopf et al., 2015).

En el pulmoén la homeostasis y la funcién del tejido se debe a la regulacion de proteinas surfactantes

principalmente por macréfagos alveolares (Davies et al., 2013).

Interacciones entre células dendriticas y alérgenos.

Para todo tipo de respuestas por los linfocitos T, estd involucrada la activacién de las células
dendriticas presentadoras de antigeno, que reconocen y capturan al alérgeno y presentan a los
linfocitos T en los ganglios linfaticos que irrigan el pulmén (Figura 11). Varios estudios han
demostrado que las DCs son necesarias y suficientes para inducir la inmunidad adaptativa tipo Tu2
y Tul7 a alérgenos inhalados en ratones que no han tenido encuentro con el alérgeno previamente.

(Lambrecht y Hammad, 2015).
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Fig. 11 Interacciones de las células dendriticas y células epiteliales durante la sensibilizacion y fase de reto en un modelo
experimental de asma. a) En el pulmon las células dendriticas convencionales (cDCs) vy las células epiteliales expresan receptores de
reconocimiento patrén y pueden ser activadas directamente por alérgenos. En respuesta a alérgenos, las células epiteliales del pulmon
producen quimiocinas (CCL2 y CCL20) que reclutan pre-células dendriticas inmaduras. Una vez activadas las células epiteliales producen
citocinas “instructivas” (por ejemplo, IL-1a, GM-SCF, IL-25, IL-22 y TSLP) y sefiales de lesidon (ATP y acido urico) que favorecen la
maduracion de Cd11b+ cDCs (que dependen de IRF4 para la maduracion y migracién). Las cDCs activadas en pulmon luego migran a los
ganglios linfaticos paratraqueales donde inducen las respuestas tipo Ty2 o Ty17. Algunos linfocitos T colaboradores producen IL-21 y
adoptan un destino folicular para inducir un cambio de clase en el IgE en los linfocitos B. b) Cuando los pulmones estdn expuestos
repetidamente a los alérgenos (derecha) las DCs derivadas de monocitos Cd11b+, pobremente migratorias y macréfagos re-estimulan
localmente la funcién efectora de los linfocitos T residentes o reclutan linfocitos Ty2 a través de la produccién de CCL17 y CCL22
(Modificado de Lambrecht y Hammad, 2015; Pundir, 2013).

Muchos alérgenos, tales como las de esporas de A. fumigatus, cucarachas o acaros del polvo tienen
actividad proteolitica. Proteasas (tales como la papaina o Derpl) acttian sobre las células epiteliales
para disminuir la funcién de barrera mediante la escisién de las proteinas de unién estrecha y asi
incrementar la permeabilidad epitelial, ademds de inducir una respuesta de citocinas a través de la
estimulacion de los receptores activados por proteasas. Esta actividad de A. fumigatus conduce a la
formacién de productos de escisiéon de fibrinégeno en el fluido que recubre los pulmones activando
receptores tipo Toll tipo 4 (TLR4) y de esta manera estimular a las células epiteliales respiratorias
para producir IL-33 y TSLP, que su vez activa las células dendriticas, células linfoides innatas

(ILC2) y basoéfilos (Lambrecht y Hammad, 2015).

Las citocinas epiteliales inducidas por alérgenos o proteasas inducen inmunidad tipo Th2 mediante
la activacién directa de cDCs CD11c+ (causando su migracién y la regulacién positiva de moléculas

coestimuladoras tales como OX40L, CD80 CD86), ademas de la activacion de ILC2 y baséfilos que
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son una fuente importante de IL-4 y/o IL -13 y exacerban la inmunidad tipo Tu2 (Lambrecht y

Hammad, 2015).

En el pulmén la perdida de la homeostasis involucra algin componente de la inmunidad pulmonar
y cuando se produce una falla en el control se torna insuficiente y se producen mdultiples

enfermedades, tales como alergias.

Cada vez es maés claro que las células epiteliales y las células dendriticas tienen un papel importante
no sélo en la sensibilizaciéon a los alérgenos, sino que también en el desarrollo del asma. Hay un
aumento en el nimero de DCs activadas en las vias respiratorias de las personas con asma y en
ratones con inflamacién, estos grupos correlacionan con linfocitos T activados que residen en las

vias respiratorias.

Desorden tipo Tu2 “Asma eosinofilica”

Se ha encontrado un elevado namero de linfocitos T CD4+ que producen IL-4 y IL-5 en el lavado
broncoalveolar (LBA) y en biopsias de mucosa pulmonar, y se ha correlacionado con el grado de
eosinofilia. La presencia de IgE en suero (atopia) es un biomarcador de la inmunidad adaptativa
tipo Tu2, impulsado por la IL-4 que activa a los linfocitos B, para que sufran un cambio de clase en
la cadena pesada de la IgE y se una a los receptores especificos de alta afinidad FceRI en los
mastocitos. Aunque es muy facil medir la cantidad de inmunoglobulina, la presencia de altos titulos
de IgE es un mal marcador para la expresion génica de citocinas tipo T2 y si el paciente va a
desarrollar asma. Existen otras patologias del pulmén con incremento de IgE en suero (Lambrecht y

Hammad, 2015).

Epidemiologia del Asma

La raza humana ha llegado a tener gran dominio sobre su entorno, de manera que cualquier
analisis del aumento o aparicién de una enfermedad tiene que llevarnos a cambios en nuestro estilo
de vida. En el caso de enfermedades alérgicas, los cambios en nuestro medio ambiente, la dieta, la
calidad del agua, los alimentos y el comportamiento durante los dltimos 150 afios, han
desempeniado un papel dominante en la especificidad de estas enfermedades, asi como en la
prevalencia y la gravedad. Antes de la primera descripcién de la fiebre del heno en 1870, habia muy

poco conocimiento de las enfermedades alérgicas (Platts-Mills, 2015).

La iniciativa Global para el manejo del Asma (GINA), es un programa creado desde 1993 mediante
una colaboracién del Instituto Nacional de Corazén, Pulmén y Sangre, Institutos Nacionales de la

Salud y la Organizacién Mundial de la Salud en EUA, como un esfuerzo para alertar a las
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autoridades médicas, trabajadoras para el cuidado de la salud y publico en general, que existia una
tendencia al incremento del asma (Shakib et al., 2008) y en la necesidad de tener un consenso en las

definiciones y diagnostico a nivel mundial.

La GINA define al asma como una enfermedad respiratoria créonica comun que afecta del 1-18 % de
la poblacién en diferentes paises (GINA, 2015). La OMS calcula que en la actualidad hay 300
millones de pacientes con asma (OMS, s.f). En México, de acuerdo a las estadisticas de Mortalidad
del INEGI actualizadas el 18 de Septiembre de 2015, la Bronquitis crénica y la no especificada,
enfisema y asma tienen 0.877 % de mortalidad. La enfermedad es muy comtin en las sociedades de
bajos ingresos econémicos, en los que casi 1 de cada 10 nifios y 1 de cada 12 adultos es afectado, lo
cual se traduce en una elevada morbilidad y altos gastos anuales de atencién sanitaria (Lambrecht y
Hammad, 2015). Ademads durante la etapa adulta es més frecuente en mujeres, tanto en los paises

desarrollados como en los paises en vias de desarrollo.

Se estima que para el 2025 la cifra de afectados ascendera a 400 millones (OMS, 2014), y los costos
médicos aumentaran directamente, ya que mds del 50% de los pacientes tienen poco control de su
asma. En México hay fluctuaciones en la prevalencia de asma y las areas tropicales son las de
mayor prevalencia. Estudios han demostrado que Tulancingo, Hidalgo es la ciudad de mayor
prevalencia de asma, seguido de Canctn, Quintana Roo y Puebla, y la de menor prevalencia es
Tlaxcala (Mancilla-Herndndez et al., 2015). En la mayoria de los pacientes, la enfermedad es
controlada por una combinacién de corticosteroides inhalados (que acttan suprimiendo la
inflamacién en vias aéreas) y agonistas de corto o largo plazo que actian sobre receptores [

adrenérgicos. (Lambrecht y Hammad, 2015).

Clasificacion clasica del asma

El asma requiere de caracteristicas sélidas para un mejor pronéstico y diagnéstico, es por ello que a

continuacién se muestran las actuales clasificaciones.

Asma atépica o alérgica

Los principales factores etiolégicos del asma son la predisposicién genética a la hipersensibilidad
de tipo I (Katopia>>). Se considera que aproximadamente el 70% de los casos son “extrinsecos” o
“atopicos” y se deben a respuestas inmunitarias (contra antigenos ambientales) mediadas por IgE y
linfocitos TH2, este tipo mas frecuente de asma habitualmente comienza en la infancia. Es frecuente
un antecedente familiar de atopia, y las crisis asmaticas con frecuencia estan precedidas por rinitis
alérgica, urticaria o eccema. La enfermedad es desencadenada por antigenos ambientales como

polvo, polen, caspa de animales y alimentos, aunque puede estar implicado cualquier antigeno.
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Una prueba cutanea con el antigeno responsable produce una reacciéon inmediata de habén y
enrojecimiento, un ejemplo clasico de la reaccién de hipersensibilidad de tipo I mediada por IgE

(Kumar et al., 2008).

Asma no atopica

En el 30% restante de los pacientes con asma se considera que es “intrinseca” o “no atépica” y esta
desencadenada por estimulos no inmunitarios, como acido acetilsalicilico, infecciones pulmonares
(especialmente producidas por virus), frio, tensién psicoldgica, ejercicio e irritantes inhalados

(Kumar et al., 2008).

Patofisiologia

En el asma de tipo alérgico existen varios componentes que se describiran a continuacién como

parte de la patofisiologia.

Inflamacién en vias aéreas

La inflamacién de las vias aéreas es una caracteristica importante del asma. La inflamacién se debe
a un desequilibrio en la modulacién de la respuesta y no respuesta ante antigenos que se
encuentran en las vias aéreas. Participan muchos tipos celulares y numerosos mediadores
inflamatorios, sin embargo la participacion de los linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Tn2) y
eosindfilos es critica en la patogenia del asma (Kumar et al., 2008). Principalmente estdn asociados a
la sensibilizacién hacia alérgenos ambientales como acaros del hogar, hongos, pelo de mascotas y

algunas clases de polen (Holgate et al., 2015).

Hiperreactividad bronquial

Las células del sistema inmune innato y adaptativo acttian en conjunto con las células epiteliales
para causar la hiperreactividad bronquial (BHR). La BHR se define como la tendencia del musculo
liso en personas con asma, para reaccionar a estimulos no especificos como el aire, el frio o el
ejercicio (Lambrecht y Hammad, 2015). Es una respuesta obstructiva exagerada del &rbol
traqueobronquial ante estimulos endégenos que en sujetos sanos (o al menos en no asmaticos)
causaria muy poca o nula obstruccién (Bateman et al., 2009). La hiperreactividad puede valorarse
mediante una prueba reto, en la cual la funcién pulmonar se mide antes y después de que el
paciente haga inhalaciones de un agente broncoconstrictor (Salas, 2010). La hiperreactividad que se
cuantifica es aquella concentraciéon minima de agonista para lograr una reduccién de 20% en el

volumen espiratorio forzado (FEV) (Bateman et al., 2009).
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Remodelacion de las vias aéreas

En el asma, por ser una enfermedad crénica de los seres humanos, la pared de la via aérea se
engruesa en proporcién a la gravedad de la enfermedad y la duracién por efecto de la inflamacién
constante. Esta remodelacién implica un aumento en el musculo liso bronquial, el engrosamiento
de la lamina reticular subepitelial, deposicién de matriz extracelular a lo largo de la pared de las
vias respiratorias, angiogénesis, proliferacién neuronal y metaplasia de la mucosa epitelial; un
proceso que implica la aparicién de glandulas submucosas en nuevas areas de las vias respiratorias
y el aumento de produccién de moco (Holgate et al., 2015). El grosor de la membrana estd
determinado por la proporcién de la acumulacién y la degradacién de las proteinas, incluyendo el
colageno I, coldgeno-Ill, coldgeno V, fibronectina, tenascina, lumicanos, y biglicanos. Estos
componentes son secretados por los fibroblastos y miofibroblastos activados, principalmente a

causa de la sefializacion de TGF-p (Michalik et al., 2009; Redington et al., 1997).

Sobreproduccién de moco

Las superficies luminales de las vias aéreas, asi como las de los érganos gastrointestinales y
reproductivos, estdn en contacto directo con los microbios y particulas que deben ser removidos o

acomodados, para evitar su acceso a las células epiteliales subyacentes (Whitsett y Alenghat, 2015).

Asociadas a las células, las mucinas y los surfactantes secretados sirven para crear una barrera, y
“balsas biofisicas” de glicoconjugados poliméricos que se unen a patégenos que son transportados
por las vias respiratorias. Las mucinas son glicoproteinas grandes que comparten una gran
cantidad de dominios repetidos ricos en treonina, asociados por una variedad de polisacaridos
complejos (Whitsett y Alenghat, 2015). Los surfactantes son una mezcla de fosfolipidos y proteinas
producidas por neumocitos alveolares tipo II que reducen la tensién superficial en los alvéolos

(Chen y Kolls, 2010).

El moco de la via aérea es secretado por glandulas submucosas y células caliciformes. Las primeras
estdn reguladas por el sistema nervioso y producen mucinas del tipo MUC5B, mientras que las
segundas son reguladas de manera local por diversas citocinas (especialmente TNF-a, IL-1p, IL-4,
IL-6, IL-13 e IL-17) y producen mucinas MUC5AC. En este sentido, la hipersecrecién de moco que
experimentan los pacientes con asma podria ser debida tanto al incremento del tono vagal como a
la liberaciéon de citocinas, lo cual se ve favorecido debido a que en el asma suele haber un

incremento en la produccién de citocinas que favorecen la hiperplasia de células caliciformes (Salas,

2010).
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Daiio epitelial

En el asma existen defectos de las uniones intercelulares estrechas (ocludinas y claudinas), por lo
que zonas extensas de la mucosa bronquial pueden quedar desprovistas de células epiteliales,
ademas de la pérdida en la resistencia eléctrica trans-epitelial. Lo anterior hace que en el epitelio se
incremente la permeabilidad al paso de sustancias exégenas inhaladas, lo cual facilita su
reconocimiento por el sistema inmunoldgico, principalmente células dendriticas intraepiteliales

ocasionando el desarrollo de alergia (Hammad y Lambrecht, 2008).

Efectos de la IgE en los mastocitos, basdfilos y células dendriticas

La inmunoglobulina IgE tiene la concentracién méas baja de todos los anticuerpos en circulacion, y
es conocida principalmente por su papel en la enfermedad alérgica, en la que tiene el potencial para
activar las células cebadas y baséfilos cuando se une a los receptores de alta afinidad de IgE (FceRI).
Se han descrito al menos 2 tipos de receptores para esta inmunoglobulina, el receptor de alta
afinidad (FceRI) y el de baja afinidad (FceRII o CD23). CD23 es una lectina tipo C dependiente de
Ca?* que se expresa constitutivamente en linfocitos B y se asocia a la endocitosis de particulas
cubiertas con IgE (Gould y Sutton, 2008). La expresiéon del receptor FceRI esta fuertemente
influenciado por las concentraciones séricas de IgE y también por la citocina IL-4 en la respuesta

tipo Tu2.

La presencia de IgE especifica de antigeno en el suero de pacientes con asma indica que los
mastocitos y baséfilos, presentan receptores para IgE de alta afinidad, importante en la enfermedad.
En los mastocitos y basdfilos, el receptor se compone de FceRla y FceRIp y un dimero de cadenas

FceRly (FceRI apy?2) (Gould y Sutton, 2008).

Existen diversos estudios en los que se demuestra la presencia de receptores para IgE de alta
afinidad “FceRl” en DCs pulmonares de humano y ratén, de este modo favorecen la respuesta Tn2
por la produccién de mediadores inflamatorios inmediatos ante los alérgenos inhalados (Lambrecht

y Hammad, 2012).

Quimiocinas

Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas con un peso molecular de 7-12 kDa (Schulz et al.,
2016), que controlan los patrones de migracién y ubicacién de las células del sistema inmunolégico.
Constituyen un gran familia de citocinas, de aproximadamente 50 ligandos en humano y en ratén

(Griffith et al., 2014). Han sido implicados en diferentes actividades, incluyendo la regulacion de la
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inflamacioén, capacidad antimicrobiana, supervivencia, angiogénesis, linfopoyesis, morfogénesis,

proliferacién celular y metéstasis.

De acuerdo a la posicién de los primeros 1 a 2 residuos de cisteina conservados en la regiéon amino
terminal, las quimiocinas han sido clasificadas en cuatro diferentes familias; CC, CXC, CX3C y XC.
La estructura general de una quimiocina, consiste en un segmento alargado en la regién amino
terminal, tres hojas B-plegadas antiparalelas, y una hélice-a en la regiéon carboxilo terminal. Las
quimiocinas tienen una conformacién que es estabilizada por dos puentes disulfuro, como se ilustra

en la Figura 12. El plegamiento correcto es esencial para las interacciones especificas con sus

receptores (Valdivia et al., 2015; O hayre et al., 2008).
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Fig. 12. Estructura de las Quimiocinas. a) Clases de quimiocinas. b) Estructura de IL-8. PDB ID 1IL8 o CXCL8 (O'Hayre et al., 2008)

Todas las quimiocinas son solubles, con excepciéon de CXCL16 y CX3CL1 que son proteinas
integrales de membrana, con ciertas caracteristicas estructurales que apoyan la importancia
funcional como quimioatrayentes leucocitarios. Estas caracteristicas incluyen, estabilidad, bajo peso
molecular (que facilita la difusién), y una carga neta positiva a un pH neutral; lo cual facilita la
unién a heparina cargada negativamente o glucosaminoglucanos sulfatados (GAGs) (Zabel et al.,
2015). Los GAGs estdn generalmente sujetos a proteinas en la superficie celular o en la matriz
extracelular formando estructuras llamadas proteoglucanos. De esta manera, cuando las células
endoteliales y otras células parenquimales liberan quimiocinas, estas quedan concentradas e

inmovilizadas en el tejido del sitio.
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Receptores de quimiocinas

Los receptores de quimiocinas estdn presentes en todas las células inmunes pero también
frecuentemente en células no inmunes, incluyendo las células tumorales. Constituyen un grupo
mas grande de la subfamilia de receptores de siete dominios transmembranales similares a la
rodopsina. Los receptores de quimiocinas se expresan diferencialmente en todos los leucocitos y se
pueden dividir en dos grupos: los receptores de quimiocinas acoplados a proteinas G, como se
ilustra en la Figura 13, son sensibles a la inhibicién con toxina pertussis (PTX) como senal de
activacién. Ademas hay receptores de quimiocinas atipicos los cuales no tienen activaciéon
intracelular. Hay aproximadamente 20 receptores de quimiocinas y 5 de ellos no sefializan (Schulz

et al., 2016).
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Fig. 13 Activacidn del Receptor de quimiocinas. Cuando un agonista tipo quimiocina se une a la region extracelular del receptor, este
se estabiliza termodindamicamente en una conformacién que activa a las proteinas G heterotrimericas dentro de la célula que a causa
del cambio estructural en los aminodcidos exponen importantes regiones como la caja seca “DRY BOX”, importante para la activacion y
sefializacién intracelular. Las proteinas G se componen de tres subunidades: a, By y. La subunidad Ga interactta directamente con el
dominio terminal de las proteinas acopladas a proteinas G (GPCR), en los bucles intracelulares dos y tres, y con la subunidad B de la
proteina G, que forma un ajustado complejo con la subunidad y. La interaccién del receptor activado con la proteina G respectiva hace
que ésta pase a la forma activada y a su vez modifique activando o inhibiendo a la enzima ciclasa adecuada (Modificado de O’Hayre et
al., 2008).

Sefializacion a través de receptores de quimiocinas

La activacién de proteinas G provoca la activacion de la enzima fosfolipasa C (PLC). PLC disocia a
la molecula fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PIP2) en dos segundos mensajeros: Inositol trifosfato
(IP3) y Diacilglicerol (DAG), los cuales disparan diversos eventos de sefalizacién; DAG activa otra
enzima llamada proteina cinasa C (PKC), e IP3 provoca la liberacién de calcio. Otra cinasa unida a
la membrana plasmética es fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) que no fosforila proteinas sino
principalmente fosfolipidos de inositol y tanto los receptores tirosina quinasa (RTK) como los

GPCR y JAK/STAT la pueden activar induciendo varias vias de sefializacién intracelulares, que
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conducen a la activaciéon de AKT, Rac, Rho GTPasas y Cdc42, que a su vez promueven la
polimerizacién y contraccién de actomiosinas los cuales son importantes para establecer adhesiones
focales y la activacién de otras moléculas implicadas en la migracién de las células tal como se

puede ver en la Figura 14.
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Fig. 14 Sefializacion a través de un receptor de quimiocinas. Uno de los primeros acontecimientos de la migracidn de células implica la
polarizacién celular en respuesta a un quimioatrayente mediante una compleja regulacion celular via intracelular.

En resumen, las quimiocinas son proteinas con capacidad quimioatrayente encargadas del trafico
leucocitario en tejidos linfoides y no linfoides. Se han descrito como duales, por la expresién celular
en situaciones basales e inflamatorias. Por ejemplo las quimiocinas son esenciales para el
reclutamiento de progenitores hematopoyéticos dentro del timo, y la retencién de linfocitos T

dentro de este érgano.

El timo es el principal lugar de maduracién de los linfocitos T. Si se extirpa el timo en un ratén
recién nacido, este animal no producira linfocitos T maduros. Los linfocitos T en desarrollo en el
timo se llaman timocitos. Los timocitos mds inmaduros se encuentran en el seno subcapsular y la
region cortical externa del timo. Desde aqui, los timocitos migran a través de la corteza, donde

tienen lugar la mayoria de los acontecimientos de maduracién, que estdn relacionados con el
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microambiente timico y la disposicién anatémica que proporciona los estimulos necesarios para la
proliferacién y maduracién de los timocitos. Dentro de la corteza, las células epiteliales corticales
timicas forman una red de extensiones citoplasmaticas, alrededor de los cuales deben pasar los

timocitos hasta alcanzar la medula (Abbas et al., 2015).

Los progenitores de los timocitos expresan el receptor de quimiocinas CCR9, que se une a la
quimiocina CCL25, que se produce en la corteza timica (Youn et al., 1999). Por tanto, la entrada de
precursores en el timo depende de CCL25 y CCR9. Ademas las quimiocinas como CCL21 y CCL19,
que son reconocidas por el receptor de quimiocinas CCR7 presente en los timocitos median el

movimiento guiado de los linfocitos T desde la corteza a la médula.

En ratones deficientes en ambos genes CCR7 y CCR9 fueron caracterizados con una reduccién
masiva en el ntiimero de timocitos, indicando que ambos receptores cooperan en la colonizacién del
timo. Sin embargo en ratones CCR9 -/-, los timocitos fallan, para acumularse en la zona
subcapsular (SCZ) pero dispersos en toda la corteza. Asi pues en ratones deficientes de CCR9 -/- se
muestra un desarrollo normal de los timocitos, estos hallazgos sugieren que CCR9 guia los

linfocitos DN3 hacia la SCZ (Reinhardt ef al., 2014).

Incluso en linfocitos T y6 vistos por fluorescencia, han revelado que la salida timica de linfocitos yo
se reduce en ratones CCR7 -/-, resultando conteos celulares reducidos en 6érganos linfoides
secundarios. Al contrario de ratones deficientes de CCRY -/-, se encuentra un mayor ntimero de
linfocitos yd en el bazo y en ganglios linfaticos (Reinhardt et al., 2014). Lo que sugiere que CCR7 y
CCR9 son necesarios para la correcta posiciéon de los linfocitos yd en la médula y corteza
respectivamente, ademas de que podria afectarse la migracién intratimica y la motilidad de estas

células.

Ademas se ha descrito que la quimiocina CCL25 es un regulador homeostatico muy importante
para el reclutamiento de linfocitos T intraepiteliales hacia intestino delgado pero no en colon, y que
participa en padecimientos inflamatorios intestinales como la enfermedad de Crohn (Papadakis et

al., 2000).

CCRY/CCL25

La quimiocina CCL25 (TECK por Thymus Expressed Chemokine), se caracterizé originalmente
como un quimioatrayente de células dendriticas, timocitos y macréfagos. Ademas la expresion de
GPR-9-6 actualmente “CCR9”es muy alta en timo y baja en los ganglios linfaticos y el bazo tanto en

humano como en ratén (Zaballos et al., 1999). Incluso en la transiciéon de los timocitos de DN a DP
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se incrementa la expresiéon de CCR9 y esta expresion estd involucrada en el desarrollo de estas

células en el timo (Svensson y Agace, 2006).

CCR9 se encuentra codificado por un gen tnico en el cromosoma 3 en humanos y 9 en ratén. Se
reconocen 2 isoformas en humanos, CCR9A y CCR9B, productos de un procesamiento alternativo
del mRNA y una traduccién alternativa en los puntos de inicio (Metionina 1 en el exén 2 para
CCRYA y Metionina 13 en el exén 3 para CCR9B). Los respectivos productos difieren por 12
aminoacidos en la regién amino terminal, lo que da origen a proteinas de 369 aa y 357 aa
respectivamente. Ademds se sabe que CCRYA presenta mayor sensibilidad hacia CCL25 y que
expresado en un orden de 10:1 en comparaciéon con CCRIB en todos los érganos examinados

(Svensson y Agace, 2006).

Wourbel y colaboradores (Wurbel ef al., 2001), en un ratén KO (knockout) para CCR9, encontraron
que en periferia en ausencia de CCR9-/- incrementaba el ntimero de células TCRyd+ presentes en
ganglios y bazo. Ademas, identificaron a este receptor en los linfocitos T de la lamina propia en
intestino delgado y que el receptor de quimiocinas dirige a estas células para migrar hacia el
intestino porque su ligando TECK/CCL25 se expresa principalmente en células epiteliales de

intestino delgado y lamina intraepitelial (IEL) de humanos (Wurbel ef al., 2001).

Quimiocinas asociadas a un proceso inflamatorio

Bajo condiciones inflamatorias, varias poblaciones celulares tienen acceso a los ganglios y placas de
Peyer a través del endotelio vascular. El reclutamiento de monocitos proporciona un ejemplo de
cémo los tejidos no linfoides pueden modular el reclutamiento a control remoto a través de CCL2 y
CXCL9 para la entrada de monocitos a ganglios inflamados. Se ha propuesto que bajo condiciones
inflamatorias la interaccién de CXCL2-CXCR2 guia a los neutréfilos por las HEVs. pDCs expresan
CD62L, CXCR3, y poco CCR7 para migrar a los ganglios linfaticos en condiciones inflamatorias.
Otro ejemplo son las células de Langerhans que migran de la piel hacia los ganglios por la
sobreexpresion de CCL22. Ademds no solo las células inmunes alteran su sensibilidad hacia
diferentes sefiales quimiotacticas durante una respuesta inflamatoria en curso, sino que las células
del estroma también muestran plasticidad con respecto a la expresiéon de quimiocinas. CCL21 y
CXCL13 son reguladas transitoriamente por células reticulares fibroblasticas (FRCs) y células
dendriticas foliculares (FDCs) en el bazo después de la infeccién con el virus de corimeningitis

linfocitica y otros patégenos (Schulz et al., 2016).
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Los analisis inmunohistoquimicos en biopsias pulmonares de pacientes asmaéticos alérgicos y en

pulmones extraidos de ratones durante modelos inflamacién alérgico de las vias respiratorias han

determinado una serie de quimiocinas que se expresan in situ ver Tabla 1.

Tabla 1. Fuentes celulares de quimiocinas y sus receptores implicados en el asma (Lloyd, 2002).

Quimiocina Fuente celular en el pulmén Receptor afin La expresion del receptor en el
asma
Eotaxina Células epiteliales, macréfagos alveolares, CCR3 Eosinodfilos, basofilos, mastocitos
(CCL11) células endoteliales, células de musculo
liso, fibroblastos, eosinéfilos, linfocito
Eotaxina-2 Desconocido CCR3 Eosinodfilos, basofilos, mastocitos
(CCL24)
RANTES (CCL5) | Células epiteliales, musculo liso, eosinéfilos CCR1, CCR3, Eosinofilos, monocitos, linfocitos T
CCR5 activados
MCP-1 (CCL2) Células epiteliales, fibroblastos, macréfagos CCR2 Los monocitos, macréfagos,
alveolares basofilos, linfocitos T activados
MCP-3 (CCL7?) Células epiteliales CCR1, CCR2, Eosinofilos, basofilos, monocitos,
CCR3 macroéfagos, células T activadas
MCP-4 (CCL13) | Células epiteliales CCR2, CCR3 | Eosinéfilos, baséfilos, monocitos,
macréfagos, linfocitos T activados
MDC (CCL22) Musculo liso, macréfagos alveolares, epitelio CCR4 Monocitos, células Th2
bronquial
TARC (CCL17) Células epiteliales bronquiales CCR4 Monocitos, células Th2
MIP-1a (CCL3) Células epiteliales CCR1, CCR5 Eosinéfilos, monocitos, linfocitos T
activados
IL-8 (CXCLS) Macroéfagos alveolares CXCR1, Los neutréfilos
CXCR2

timo y regulada por activacion de quimiocinas.

*IL-8, interleucina-8; MCP, proteina quimiotéctica de monocitos; MDC, quimiocina derivada de macréfagos; MIP,

proteina inflamatoria de macréfagos; RANTES, reguladas tras la activacion, normal, de células T expresa y secreta; TARC,

La participacién de las quimiocinas en diversos procesos inflamatorios; incluyendo la maduracion y

la migracién de las células inmunes, ha generado intentos de explorar las interacciones de los

receptores de quimiocinas con fines terapéuticos.
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En resumen se ha mencionado que en procesos inflamatorios, la importancia de los receptores de
quimiocinas y sus ligandos se debe al retorno de la homeostasis, sin embargo por ejemplo no se

conoce a detalle el papel de CCR9 en procesos inflamatorios.

Aunque recientemente se ha descrito un incremento en los niveles de CCL25 in situ durante un
proceso inflamatorio pulmonar (Lépez-Pacheco et al., 2016), lo que sugiere un papel importante
para el receptor de quimiocinas CCR9 en el reclutamiento de células durante la inflamacién,
aunque no estd claro su papel a detalle durante el desarrollo de la alergia pulmonar y que

poblaciones celulares se ven afectadas.
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Planteamiento del problema

(El receptor CCR9 se expresa en células dendriticas de mucosa pulmonar durante un proceso
inflamatorio alérgico pulmonar?

Justificacion

CCR9 es expresado por las DCs que se reclutan a mucosa intestinal, sin embargo atin no esté clara
la participacién de este receptor en el reclutamiento de DCs durante la inflamacién alérgica
pulmonar por lo tanto es de interés analizar la expresion de este receptor en la células dendriticas y

asociarlo a su funcién durante la inflamacion alérgica pulmonar.

Hipotesis

CCR9Y participa en el proceso de reclutamiento de las células dendriticas durante el proceso
inflamatorio alérgico pulmonar.

Objetivo general

Caracterizar las células dendriticas CCR9+y su funcién en la regulacion del proceso inflamatorio en
un modelo de alergia pulmonar.

Objetivos particulares

1. Establecer un modelo de alergia pulmonar en ratones C57BL/6 silvestres (CCR9+/+) y en
ausencia de CCR9 (CCR9-/-).

a) Analizar las poblaciones de células en lavado broncoalveolar.

b) Cuantificar inmunoglobulinas especificas para ovoalbimina (OVA) especificas en
suero de ratones sensibilizados.

c) Analizar el infiltrado celular intersticial y la producciéon de moco en ratones
inmunizados (CCR9 +/+y CCR9 -/-).

2. Establecer el efecto de la ausencia de CCR9 en el reclutamiento de células dendriticas.

a) Analizar la localizacién espacio-temporal de células dendriticas DEC-205 en ratones CCR9
+/+y CCR9 -/- de lavado broncoalveolar (LBA).

b) Caracterizar las células dendriticas (DCs) en ratones sensibilizados después de 2,6 y 24
horas en CCR9 +/+y CCR9 -/-, y la expresiéon de CCR9 in vivo.

¢) Analizar la expresién de marcadores de activacién en DCs (CD80+, CD86+, y MHC 1I de
ratones CCR9 +/+y CCR9 -/- ex vivo.

3. Analizar poblaciones de linfocitos y eosindfilos en LBA asociados a la inflamacién
alérgica.
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Materiales y Métodos

Cepa de ratén

Se utilizaron ratones transgénicos C57BL/6 “knock-out” (CCR9 -/-, KO) para el receptor de
quimiocinas CCRY9, que se mantienen en un ambiente libre de patégenos especificos (SPF) en el
Bioterio en la sede del tercer circuito exterior del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
Donados por el Dr. M.A Wurbel (Departamento de Pediatria, Escuela de Medicina de Harvard,
Boston, Massachusetts, EUA).

Obtencion de DNA

Se cortaron aproximadamente 0.5 cm de las colas de los ratones C57BL6 CCR9 y se colocaron en
tubos eppendorf de 1.5 mL. Se les afiadieron 200 pL de una solucién de NaOH 50 mM y se
incubaron a 80-90 °C durante 1-2 horas, hasta que la cola se disgregd completamente.
Posteriormente los tubos se incubaron a 4 °C durante 10 minutos y se les agregaron 150 pL de Tris
40 mM pH 5. Enseguida, los tubos se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente (TA). Se recuperaron 2 pL del sobrenadante para la amplificacion de ADN por PCR

(Polymerase Chain Reaction).

Genotipificacion de ratones CCR9 -/-

Se utilizaron 2 pL de lisado obtenido a partir de la cola de ratén. Se mezclaron los siguientes
componentes en un tubo: 2 pL de Buffer de reacciéon para la Taq Polimerasa sin MgCL,, 0.5 pL de
MgCL> 50 mM, 1 pL de cebador especifico 10 mM para amplificar sentido +, 1 pL de cebador
especifico central 10 mM, 1 pL de cebador especifico antisentido 10 mM, mix de dNTPs 10 mM cada
uno, 0.1 pL de Taq Polimerasa (Invitrogen) y agua tratada con DEPC para un volumen final de 25
pL. Las muestras se amplificaron en un termociclador (Figura 15); (MyCycler Bio Rad) a las
condiciones especificadas para los oligonucle6tidos ver anexo 1. Se corrieron 10 pL de las muestras
con 3 pL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 2% en TAE 1X para comparar el tamafio

del producto con el marcador de peso molecular de 1 kB.

Programa de PCR para CCR9
Cobertura dela placaa 105 °C

0:45 min

Desnaturalizacién Alineacion Extension

ETAPA1 ETAPA2 ETAPA1
11 1*35 1*1

Fig. 15. Programa de amplificaciéon de ADN por PCR.
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Inmunizacién

Para inducir inflamacién alérgica pulmonar, ratones hembras C57BL/6 fueron sensibilizados por
primera vez con 10 pg/pL de OVA/ en 1 mg de hidréxido de aluminio (Alum) en 80 pL de
solucién salina inyectable (SSI) via intraperitoneal (IP) y repetido al dia 8, seguido de retos por
nebulizacién en los dias 15-20 con OVA al 1%, y un dltimo reto en el dia 34 con OVA al 5 %,
durante 20 minutos cada reto. El andlisis se efectud a las 2, 6 y 24 después de este tltimo reto. Se

usaron 3-4 ratones por grupo como se ve puede observar en la Figura 16.

Coleccion
de LBAy
pulmones
Pre- sensibilizacién Reto por Nebulizacion 2,6y24Hrs
Dia0 Dia8 Dias 15-20 Dia 34
10 yg de OVA 1% OVA 5 %
OVA/1mg 20 minutos 20 minutos
Alum via IP
Volumen Total:
100 plL

Fig. 16. Protocolo de asma alérgica. Los ratones hembras de la cepa C57BL/6 fueron sensibilizados en los dias 0 y 8 por una inyeccion
intraperitoneal (IP) con una mezcla de ovoalbimina y 1 mg de AIOH; en PBS. Los ratones fueron retados por exposicion al aerosol de
OVA por 20 minutos los dias 15-20 y el dia 34. Se colectaron lavados broncoalveolares (LBA) después del dltimo reto en una cinética de
2,6y 24 horas.

Aislamiento de células de pulmén

Al dia 34 del protocolo de experimentacion, los ratones C57BL/6 WT y CCR9 KO fueron
anestesiados con 40-80 pL de ketamina/xilazina/PBS 1X (1:2:1), realizando una puncién cardiaca
para colectar el concentrado eritrocitario y posteriormente separar por centrifugacién para colectar
el suero. El analisis se realiz6 en los siguientes tiempos: 2, 6 y 24 horas después de altimo reto. Los
lavados broncoalveolares (LBA) fueron colectados mediante un lavado con 5 mL de PBS 1X a través
de la traquea. Las células se contaron en un citometro Attune (Acoustic Focusing Cytometer por

Life Technologies).

Conteo diferencial por cito centrifugacién

El ntimero total de células fue determinado con la cAmara de Neubauer. 2x10* células se colocaron
en la cito-centrifuga y se fijaron con Diff-Quick Fixative set (Dade Behring, Newark, DE), y tefiidas
con colorante de Romanosky. Los nimeros de células del LBA se determinaron contando 300

células por duplicado. El porcentaje de eosinofilos, neutréfilos, células mononucleares, y linfocitos
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se determinaron de un conteo de 2 laminillas a 40x por cada ratén. Estos porcentajes fueron
multiplicados por el ntimero total de células para obtener las proporciones de las diferentes

poblaciones celulares.

Cuantificacion de IgE mediante ELISA

Se colect6 el suero de ratones inmunizados con OVA, se determiné la cantidad relativa de IgE
especifica de OVA. Las mediciones se realizaron con la técnica de ELISA. Se utilizaron placas de 96
pozos (Santa Cruz) sensibilizando durante toda la noche a 4 °C con 20 pg de OVA (Sigma grado V)
disuelta en 100 pL de NaHCOs 0.1 M pH 8.3. Al dia siguiente se lavaron con 200 pL de PBS 1x pH
7.4/Tween 20, 0.05%. Posteriormente las placas se bloquearon con 200 pL de PBS 1x pH 7.4/BSA 1
% durante 1 hora a TA y se lavaron con PBS 1x pH 7.4/ Tween 20 0.05%, después se agrego el suero
diluido 1:10 en PBS 1x pH 7.4/BSA 1 % incubandose 1 hora a TA. Después se incub6 con 0.5 pg de
anticuerpo anti-IgE de ratén elaborado en rata (Biolegend) durante una hora a TA en agitacién.
Posteriormente se incubd con anticuerpo acoplado a biotina anti-rata elaborado en cabra 1:2000
(Zymed) durante 1 hora a TA. Se lavé y agrego Avidina-HRP (Horseradish peroxidase) 1:250
durante 30 minutos. Finalmente se revelo con 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) “Microwell,
peroxidasa substrate KPL” incubandose durante 5 minutos en obscuridad a TA. Para detener la
reaccién se agregé 50 pL de H>SO4 1IN y finalmente se midi6 la densidad optica en el lector de
ELISA a la longitud de onda de 450 nm. Los datos se reportan como D.O como medida indirecta de

la concentracién de IgE.

Tincién de antigenos superficiales e intracelulares mediante Citometria de Flujo

Las células aisladas de lavado broncoalveolar (BAL) de ratones WT/OVA, KO CCR9/OVA, y
WT/SS se utilizaron para identificar por FACS. La tincién se realiz6 en placas de 96 pozos en donde
se colocd 1x106¢ células por condicién. Se centrifugé a 3500 rpm durante 15 segundos, se descarté el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 20 pL de las diluciones de los anticuerpos
marcados con fluorescencia contra CD3, CD4, CD25, CD8, CCR9Y, SiglecF, CCR3, Gr-1, CD11c,
CD103, CD86, F4/80, y el complejo mayor de Histocompatibilidad II (MHC II) ver anexo para la
concentracién. La tincién se realizé a 4 © C; después de la incubacién se puso en contacto con el
reactivo bloqueador universal (Universal Blocking Reagent 10X) durante 30 minutos. Las
poblaciones especificas de células se identificaron mediante el uso de los fenotipos indicados para
cada poblacién celular de acuerdo al marcador de superficie celular: Linfocitos T, CD3+, CD4+,
CD25+, CD8+, Foxp3+, CCR9+; Eosindfilos, SiglecF+, CCR3+, Gr-llow/+, CD1lc- y CCR9+;
Células dendriticas (DCs), CD11c+, CD103+, CD80+, CD86+, F4/80%w, MHC II", CCR9+ utilizando

el citometro Attune (Applied biosystems by Thermo Fisher Scientific).
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Diferenciacion de células dendriticas a partir de progenitores de medula é6sea in
vitro

Dos ratones hembras C57BL/6 de 6-8 semanas de edad se sacrificaron por dislocacién cervical
CCR9 +/+y CCR9 -/- sanos. En un ambiente limpio se rociaron con alcohol al 70% y se realizé una
incisién a nivel de térax para retirar la piel de la parte inferior del animal, posteriormente se
sostuvo firmemente la extremidad inferior a nivel de tobillo, y se realizé una incisién en la
articulacién coxo-femoral para separar la extremidad inferior, posteriormente se separaron los

miusculos que recubren al hueso dejando intacta la articulaciéon femorotibial desde el tobillo.

Se obtuvo médula d6sea de fémures y tibias de ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- y se colocaron en cajas
Petri con medio RPMI (GIBCO by Life Technologies) adicionado con 10% de Suero fetal Bovino
(SFB) (GIBCO by Life Technologies). Posteriormente se pasaron 3 mL de RPMI/ SFB 10 % a través
de los huesos, mediante el uso de jeringa y aguja de 27 G, para drenar la medula 6sea la cual fue
recolectada en una caja de Petri. La médula 6sea se disgreg6é mediante el uso de la jeringa sin aguja,
se filtr6 con una malla de nylon Mesh Roll (150 microns square) y se colecto en un tubo estéril de 15
mlL, el cual se centrifugo a 1500 rpm durante 1 minuto para finalmente ser resuspendidas en 3 mL
de RPMI/ SFB 10 %. Se obtuvo una alicuota de 200 pL, a la cual se lisaron los eritrocitos con ACT
(Tris buffer Amonium Chloride), para el recuento de las células. Finalmente se sembraron 5x10°
células en 10 ml de RPMI/ SFB 10 % y se agreg6 sobrenadante de células CHO productoras del
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) en cajas Petri. Al tercer dia se
adicionaron 8 mL de RPMI/ SFB 10 % y 5% y 10 % de sobrenadante de células CHO productoras de
GM-CSF. Al quinto dia, se adicioné 1 pg/mL de LPS de E. coli a un grupo experimental para
inducir la maduracién de las células dendriticas y 24 horas después se recolectaron las células no

adherentes y se descartaron las células adherentes (macréfagos).

Caracterizacion de DCs obtenidas de cultivo de medula 6sea por FACS

Se confirmé la presencia de DCs mediante la identificaciéon de moléculas de superficie. La tincién se
realiz6 en placas de 96 pozos en donde se colocé 1x10° células por condicién. Se centrifugéd a 3500
rpm durante 15 segundos, se descarté el sobrenadante y las células se resuspendieron en 20 pL de
las diluciones de los anticuerpos que se utilizaron tales como anti-CD11c-APC Cy7 (BD Biosciences,
San José, California, USA), anti-MHC 1II (IA/IE)-PercP, anti-CD80-biotina, anti-CD86-Pe,
preparados en buffer de FACS (PBS 1x pH 7.4/SFB 2%/ Azida de Sodio 0.01%), y estreptavidina
PeCy?7. Las placas se incubaron 20 minutos a 4 °C en obscuridad y se lavaron con 200 pL de Buffer

de FACS. Posteriormente se fijaron las células con 200 pL de paraformaldehido al 1% en PBS 1x pH
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7.4. Finalmente se adquirieron en el citémetro Attune y el programa Flow Jo para analizar las

muestras CCR9 +/+y CCR9 -/-.

Histologia

Los pulmones fueron insuflados con un compuesto crioconservador (OCT), manteniéndose a -70°C.
Se realizaron criocortes de 5 pm, en un micrétomo (Leica CM1900) y los cortes se colocaron en
portaobjetos tratados previamente con Poly-L-Lisina (Sigma). Los cortes se fijaron en
acetona/cloroformo 1:1 frios durante 30 minutos, a 4°C. Posteriormente fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) para el andlisis morfométrico del infiltrado inflamatorio y la técnica

de Schiff (PAS) para la evaluar la produccién de mucinas.

Inmunohistoquimica

En los cortes de pulmon se bloque¢ la actividad de peroxidasas enddgenas del tejido saturando la
enzima con perdxido de hidrogeno (H20») al 6% durante 1 hora a temperatura ambiente (TA).
Después se realizaron 2 lavados con PBS 1x pH 7.4/BSA 0.1 %; cada lavado fue de al menos 3
minutos. En lo sucesivo los lavados se realizaron de manera idéntica. Ademads se bloqueé la biotina
endégena del pulmén con clara de huevo al 3%. Para evitar la unién inespecifica de anticuerpos se
bloquearon los receptores Fc incubando con suero humano al 2% durante 1 hora a TA. Para la
identificaciéon de células positivas DEC-205 los cortes se incubaron durante 12 horas a 4°C con
anticuerpo primario de rata anti-ratéon DEC-205, posteriormente se realizaron 2 lavados de 3
minutos cada uno con PBX 1x pH 7.4/BSA 0.1%. El anticuerpo secundario anti-rata acoplado a
biotina se incubo por una hora también a TA. El tejido se incubo ademés con estreptavidina POX-
HRP por 15 minutos a (TA). La reaccién se revel6 con el cromégeno diaminobencidina (DAB). Una
vez identificada la marca positiva y marca negativa en el control de isotipo, las muestras se lavaron
con PBX 1x pH 7.4/BSA 0.1% para detener la reaccion. Las muestras posteriormente se tifieron 30
segundos con Hematoxilina de Gill y después con carbonato de Litio 30 segundos para finalmente
someterse a una desecacién rapida. Se montaron como muestras permanentes con resina Poli-
mount (Polysciences). La cuantificacion de las células dendriticas se evalué empleando un
microscopio de campo claro con aumentos de 10, 20 y 40x y las fotografias se tomaron con un

microscopio Axioscan de Zeiss.

Evaluacién de la frecuencia celular por area de tejido pulmonar

Se contabiliz6 el ntimero de células con marca positiva para DEC-205 por campo a un aumento de
40x, analizandose un total de 20 campos de muestras representativas para las células dendriticas

intersticiales, alveolares y para dendriticas perivenulares fueron 6 campos (bronquios). Se
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analizaron todos los grupos en la cinética de 2, 6 y 24 horas después de la dultima inmunizacién
ademas de los controles, utilizdndose 2-3 ratones por grupo. La frecuencia celular se calculé
contando células positivas por campo (con morfologia dendritica), para cada una, posteriormente se
realiz6 el calculo de células positivas por mm?, considerando el aumento al cual fueron contadas y

utilizando las siguientes formulas:

Diametro de campo: Cifra de campo visual/aumento del objetivo

Didametro de campo: 20 mm /40x

Didmetro de campo: 0.5 mm

Una vez obtenido el didmetro de campo, se obtuvo el area de acuerdo con la siguiente formula.
Area de campo: (1) (r)?

Area de campo: (3.1416) (0.25)2 = 0.196349 mm

Células Sobrenadante Tejido

Tows | . ¥ <

ot | * Cytospin * ELISA * Histologia HE/PAS

el +  FACS z e *  Inmunohistoquimica
' / 150 hphen

o' 2 ”“" g ' <2 :
. o 3 “f "

‘ ¢ "1 — .,..,,-.i_e

wyp 2 RL2H, BL3H Cdt1ce . MHC Il
857

Fig. 17. Resumen de la estrategia experimental del analisis in vivo.
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Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo para poder determinar las diferencias entre el control y
muestras tratadas CCR9+/+ y CCR9-/-. Utilizando la prueba de T de Student, no pareada,

utilizando GraphPad Prism 6. Las diferencias de P<0.05 fueron consideradas como significativas.

Resultados

Durante la sensibilizacién a ciertos alérgenos que se encuentran en el medio ambiente y que son
inocuos para la mayoria de las personas, en ciertos individuos causan alteraciones en las mucosas.
De manera que los modelos de alergia en ratén nos permiten extrapolar mecanismos
inmunolégicos que ocurren en el padecimiento en humanos. Para ello proponemos un modelo de
sensibilizacién con OVA, el cual ya ha sido validado por otros grupos de investigacién, y que se
validé como nuestro modelo con las caracteristicas tipicas de la inflamacion alérgica en pulmoén que
son: infiltrado celular de basoéfilos, eosindfilos y neutroéfilos tanto en lavado broncoalveolar como en

tejido, ademas del incremento de IgE en suero e hiperproduccién de moco.

Caracterizacion morfologica de Lavado BroncoAlveolar (LBA)

La migracién es una parte esencial para iniciar la respuesta inmunolégica en el pulmén después de
un estimulo inflamatorio. Entre las primeras 2 y 24 horas después del estimulo con OVA, al analizar
un LBA por cito-centrifugacion se observan poblaciones tipicas de un LBA (Figura 18). En los
lavados broncoalveolares se observé una dindmica celular en la que diferentes poblaciones
celulares eran reclutadas al pulmén y que esta es dependiente del tiempo. El reclutamiento de
células a pulmoén en ratones inmunizados principalmente estan presentes células mononucleares y
linfocitos a las 2 horas pero existen un recambio entre las 2 y 6 horas ya que se puede observar una
disminucién en los mononucleares pero un incremento en células con morfologia granulocitica que
se mantienen hasta las 24 horas (Figura 19). Por otro lado se compar6 el mismo fenémeno con el
raton deficiente de CCRY -/- y se observé la misma dindmica, sin embargo en los conteos
diferenciales se encontraron diferencias significativas en los ntimeros totales, lo que correlacionaba

con lo reportado previamente (Lopez-Pacheco et al., 2016).
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Fig. 18. Caracterizacion morfolégica de un Lavado BroncoAlveolar (LBA). Las células aisladas fueron tefiidas con tincion de
Romanowsky y analizas mediante el programa de AxioScan ZEN. Los principales tipos de células; Mononucleares, Linfocitos, Eosindfilos
y Neutrdfilos de ratones C57BL/6 de 6-8 semanas de edad, después de la estimulaciéon con OVA.
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Fig. 19 Dinamica temporal de células tipicas de un Lavado BroncoAlveolar (LBA) en ratones inmunizados. Imagenes representativas
de la cinética post-inmunizacidn para ver efecto de la inmunizacién tanto en ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/-. Las células aisladas fueron
tefiidas con tincion de Romanowsky y analizadas mediante microscopia de campo claro.
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En cuanto a porcentaje, no se encontraron diferencias entre los ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- para
los linfocitos, células mononucleares y granulocitos (Figura 20 a, ¢ y e), sin embargo si encontramos
diferencias en los nimeros totales. Se observé que habia una disminucién en el reclutamiento de las
células mononucleares a las 2 y 6 horas, pero sin diferencias a las 24 horas (Figura 20 b). En cuanto
a los linfocitos se encontré una correlaciéon con las células mononucleares ya que también se
mostraban reducidos a las 2 horas, lo cual indica una relacién entre estas poblaciones (Figura 20 d).
Por otro lado, también los granulocitos se encontraron disminuidos a las 6 horas e incrementados a
las 24 horas (Figura 20 f), lo cual sugiere que esta disminucién podria deberse a la falta de células
mononucleares a las 2 horas ya que por sus caracteristicas morfolégicas se sabe que las células
dendriticas y los macréfagos pertenecen a esta poblaciéon. En conclusién la caracterizacion
morfolégica limitaba un analisis de células dendriticas lo que nos llevé a realizar una

fenotipificacién mas fina por citometria de flujo.
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Fig. 20 Cinética de reclutamiento de las poblaciones celulares en LBA en Porcentaje y Numeros totales. (A) Mononucleares, (B)
Linfocitos, (C) Granulocitos. Del lado izquierdo se muestra el porcentaje y del lado derecho el nimero total de acuerdo al LBA. El
numero total es de 300 células para obtener el porcentaje. Un experimento representativo de 4. Los datos representan la media +
s.e.m., n=4 WT y 3 KO. La significancia es representada por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y ns= no significativo.
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IgE-OVA especifica durante la inflamacion pulmonar

La IgE tiene un papel importante en procesos alérgicos inflamatorios como rinitis, alergia, asma y
dermatitis atépica. Después de realizar la caracterizacion de un LBA se evaluaron los niveles séricos
de IgE especifica contra OVA medida por ELISA. Las células plasmaticas incrementan la secreciéon
IgE especifica de OVA tanto en suero como en lavado broncoalveolar (BAL), en ratones
sensibilizados CCR9 +/+, pero en ausencia de CCR9 no se ve afectada la produccion de IgE-OVA
especifica. Los resultados demuestran un aumento significativo en los niveles de IgE-OVA
especifica contra OVA en los grupos de ratones que fueron sensibilizados con OVA, caracteristico
del asma alérgica comparado con los grupos control (Solucién salina) y que el incremento es
homogéneo durante las 2, 6 y 24 horas después de la sensibilizacién, encontrandose tendencias en
los ratones deficientes de CCR9 pero nunca significativa. Estos datos sugieren que CCR9 no es

determinante para la secrecién de IgE, como se puede observar en la (Figura 21 ay b).
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Fig. 21 CCR9 no es esencial para la produccién de IgE. Se analizé la produccidn de IgE en ratones sensibilizados CCR9 +/+ y CCR9 -/-, en
suero como en LBA por ELISA. Un experimento representativo de 3. Los datos representan la media + s.e.m., n=4. El nivel de
significancia es representado por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y ns= no significativo.

Evaluacion histolégica del infiltrado de eosinofilos y linfocitos T dentro de la submucosa de
las vias aéreas en el modelo experimental de inflamacion pulmonar

Para demostrar que el modelo de inflamacién pulmonar presentaba caracteristicas tipicas, también
se cuantific6 el infiltrado celular in situ que rodea a los bronquios secundarios y terciarios.
Generalmente se analizan entre valores de 150 y 200 pm. En los ratones no sensibilizados WT/SS se
encuentra muy poco infiltrado celular en zona peribronquial (Figura 22a), sin embargo una vez
sensibilizados con OVA tanto ratones WT/OVA como KO/OVA hay un incremento en el area de
infiltrado. Conforme pasa el tiempo después de la inmunizacién hay un incremento en el infiltrado

celular perivenular, en ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- respectivamente en comparacién con los
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animales sin estimulo de OVA, aunque se encontré que a las 24 horas en ausencia de CCR9 habia
menor infiltrado celular; ya que se observé menor engrosamiento de los bronquios (Figura 22 b y
d). También se cuantificé la producciéon de moco por las células caliciformes mediante la técnica de
Schiff (PAS) en el pulmoén. Se encontré que en ratones no sensibilizados con OVA no hay células
PAS+ (Figura 23a). Sin embargo se puede observar la produccién de mucinas (como se indica en
flechas) en ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- (Figura 23b). La sobreproduccién de moco comparado
con el SS (no inmunizado con OVA correlaciono con el infiltrado inflamatorio y fue de 15-20 +/-
células PAS positivas para bronquios de aproximadamente 200 pm. Lo que sugiere es que el
porcentaje de células caliciformes que producen mucinas se incrementan por la administracién de
OVA en aerosol. Por otro lado se observé que en los ratones CCR9 +/+ presentaban células PAS
positivas en bronquios con un didmetro de 500 pm y estas no se encontraban en los ratones CCR9 -
/-, lo cual sugiere un papel importante en la activaciéon de otros mediadores inflamatorios que
pudieran afectar la produccién de moco en ausencia de CCR9 o la disminucién directa de células
del sistema inmune que regulen la homeostasis de las mucinas en los bronquios superiores o
primarios, sin embargo solo es representativo de un experimento. (Figura 23c). En conclusién la

ausencia de CCR9 no afecta la produccién de moco en bronquios de 200 pm.
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Fig. 22 CCR9 es importante para el reclutamiento tardio de células inmunes. Imédgenes representativas del infiltrado celular en vias
aéreas de pulmén, los hallazgos histoldgicos de criocortes de tejido pulmonar fueron tefiidas con HE de ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/-. A)
Se observa que en ratdn no sensibilizado con OVA. B) La distribucion en ambas condiciones (CCR9 +/+ y CCR9 -/-) donde exhiben un
incremento en las areas perivenulares (zona punteada). C) Acercamiento del infiltrado celular, principalmente es de eosinofilos,
neutrofilos, macréfagos alveolares, linfocitos y monocitos. D) El infiltrado celular perivenular fue medido por conteo de 5 bronquios de
aproximadamente 200 um por area de infiltrado um2 y analizas mediante el programa de AxioScan ZEN. Un experimento
representativo. Los datos representan la media + s.e.m., n= 2 WT y 2 KO, el nivel de significancia es representado por *P<0.05,
**p<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y ns= no significativo.
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Fig. 23 CCR9 no afecta la sintesis de moco. Para la identificacion de la produccién de mucinas por células caliciformes en el epitelio
pulmonar, secciones pulmonares fueron tefiidas con PAS, en donde el area que ocupa el material PAS-positivo fue medida en cada
grupo midiendo 5 bronquios por cada seccion de tejido de aproximadamente 200 um por area, y analizas mediante el programa de
AxioScan ZEN. A) Ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- no sensibilizados con OVA. B) Ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- sensibilizados con OVA. C)
Analisis de las células PAS+ en ratones CCR9 +/+y CCR9 -/- . Los resultados representan el promedio de los bronquios PAS-positivo. Un
experimento representativo. Los datos representan la media + s.e.m., n= 2 WT y 2 KO la significancia es representada por *P<0.05,
**p<0.01, ***P<0.001 ANOVA y ND= no hay datos.

Localizacion espacio-temporal de las células dendriticas DEC-205+ en pulmones de
ratones CCR9+/+y CCR9 -/-

Para analizar el comportamiento de las células dendriticas se utilizé la inmunohistoquimica la cual
permite el analisis espacial y temporal de células en el tejido pulmonar (Figura 24). Las células
dendriticas por su capacidad migratoria son esenciales para la activacién de los linfocitos T, la
deteccion en el contexto de la activacion versus la funcién efectora de acuerdo al compartimento en
el pulmén. Durante el periodo de estudio 2, 6 y 24 horas se encontrd, que la pequena cantidad de
células dendriticas DEC-205+ aumentan drasticamente durante las primeras horas después del reto
con OVA. Los resultados sugieren que en todos los compartimentos en el pulmén hay un
incremento de células dendriticas DEC-205 alveolares y perivenulares durante las primeras etapas
de la inflamacién (2 y 6 horas), que van disminuyendo paulatinamente como va transcurriendo el

tiempo en ratones CCR9 +/+, sin embargo en ausencia de CCR9 se encontré una disminucioén a las
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2 horas pero con una tendencia a incrementar a las 6 horas en comparacién con el CCR9 +/+, como

se puede ver en la Figura 25.
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Fig. 24 Localizacion de las células dendriticas DEC-205+. Imagenes representativas de los hallazgos histolégicos de criocortes de tejido
pulmonar con células dendriticas DEC-205+ después de la sensibilizacion con OVA. A) y B) Células dendriticas alveolares que se reclutan
desde las 2 horas después de la inmunizacién, magnificacion de 60x. C) Células dendriticas intersticiales, magnificacion de 60x. D)
Células dendriticas perivenulares magnificacion de 40x. Las células fueron tefiidas con Hematoxilina de Gill y analizadas mediante
microscopia de campo claro. Abreviaturas: DCs A; dendriticas alveolares. DCs |; dendriticas intersticiales. DCs P; dendriticas
perivenulares. B; bronquio secundario. V; vaso sanguineo.
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Fig. 25 CCR9 afecta a las células dendriticas DEC-205+ in situ en las primeras etapas de la inflamacidn. Analisis de células dendriticas
DEC-205 en tejido pulmonar de ratones CCR9+/+ y CCR9 -/- que fueron inmunizados con OVA. A) Células dendriticas intersticiales B)
Células dendriticas alveolares C) Células dendriticas perivenulares. El nimero es de 20 campos diferentes para cada compartimento,
para obtener el numero de células en mm’, excepto para dendriticas perivenulares que fueron 6 campos. Un experimento
representativo de 2. Los datos representan la media + s.e.m., n= 2 SS, 3 WT y 3 KO. La significancia es representada por *P<0.05,
**p<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y ns= no significativo.

Andlisis fenotipico de las DCs pulmonares de ratones sensibilizados CCR9 +/+ y CCR9 /-

Después de validar nuestro modelo de inflamacién alérgico pulmonar, y analizar in situ la
migracién dependiente del tiempo, lo siguiente fue analizar algunas poblaciones celulares de
células dendriticas en el LBA de acuerdo a su fenotipo. Los antecedentes en el grupo de
investigacién indicaban que una poblacién de células CD11lc+ MHC clase II+ se encontraban
disminuidas en LBA en un proceso inflamatorio pulmonar en ratones CCR9 -/- (L6pez-Pacheco ef
al., 2016), y que potencialmente podrian ser células presentadoras de antigeno, sin embargo este
analisis no revelaba si existia una o varias poblaciones de células dendriticas o macréfagos que
fueran afectados en ausencia de CCR9. Por lo anterior se determiné la expresién de proteinas en

superficie celular que pudieran discriminar las células dendriticas de LBA en pulmoén.

Mediante citometria de flujo (FACS), un método utilizado para el analisis de expresién de proteinas
en la superficie celular y moléculas intracelulares. Permite caracterizar y definir diferentes tipos de

células en poblaciones de células heterogéneas, consiste en incubar células con anticuerpos
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especificos marcados con fluorescencia que al ser excitados con un laser se detecta la fluorescencia
emitida desde células tefiidas positivamente. Las poblaciones celulares de un LBA se pueden

observar en una gréfica de puntos “dot plot” donde cada punto representa una célula (Figura 26).

En ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/- se utilizaron los marcadores F4/80 low/neg, CD11c+, MHC
[I+++, CD103+, CD86+ (Bedoret ef al., 2009; Plantinga et al., 2013; Schlitzer et al., 2011; Holt et al.,
2008) y CCR9 (Lopez-Pacheco et al., 2016; Wendland et al., 2007), para diferenciar células dendriticas
de macroéfagos alveolares (Figura 27a). Después de la dltima inmunizacién con OVA, en ausencia
de CCR9 se encontré una disminucién a las 2 horas de células dendriticas CD11c+, F4/80 low y
CD103+ (Figura 27c), lo que sugiere una alteracién en las células migratorias CD103+ que detectan
particulas/alérgenos en las vias areas. Esta subpoblaciéon de célula dendritica principalmente
muestrea y migra a ganglios peribronquiales. A diferencia de las pre-DCs provenientes de medula
6sea, bazo y via sanguinea en condiciones inflamatorias se dirigen al pulmén para mantener a los

precursores de macréfagos y células dendriticas para poder diferenciarse facilmente in situ.

El reclutamiento de células dendriticas F4/80 low/neg, CD11lc+, MHC II+++, CD103+, CD86+
depende de CCR9 al menos en las primeras etapas de la inflamacién ya que a las 6 y 24 horas ya no
hay diferencias (Figura 27 ¢, d y e). El resultado de que las células dendriticas se encontraban
afectadas en ausencia de CCR9 en LBA podria tener efecto sobre otras poblaciones celulares como

linfocitos, neutrofilos, basofilos o eosinofilos.
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Fig. 26 Reclutamiento de los principales tipos de células de un Lavado broncoalveolar (LBA) en ratones sensibilizados utilizando
citometria de flujo. A) ratones no sensibilizados con OVA donde se observa una poblacién de células mononucleares. B) ratones CCR9
+/+ sensibilizados con OVA C) ratones CCR9 -/- sensibilizados con OVA, imagen representativa de un andlisis a las 2 horas después de la
inmunizacidon. Principales tipos de células de LBA, Granulocitos (G), linfocitos (L) y células mononucleares (M) que se tifieron con
anticuerpos especificos marcados con fluorescencia.
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Fig. 27 CCR9 es esencial en las primeras etapas de la inflamacidon para el reclutamiento de células dendriticas. A) Estrategia de analisis
de las células dendriticas por FACS en Lavado Broncoalveolar en ratones sensibilizados con OVA. Las células del LBA fueron analizadas
mediante citometria de flujo tomando en cuenta solo los eventos sencillos y de acuerdo a sus propiedades de tamafio y granularidad,
para la discriminacion de células dendriticas se usaron los marcadores F4/80 low/neg, CD11c+, MHC Il+++, CD103+, CD86+ y CCR9+. B)
Se muestra el nimero de células en porcentaje; las células dendriticas de ratones inmunizados estdn incrementadas en ausencia de
CCR9 a las 6 horas. €C) Se muestra el nimero de células totales; las células dendriticas de ratones inmunizados estan disminuidas en
ausencia de CCR9 a las 2 horas. D) porcentaje y E) nimeros totales donde se muestra un incremento en la expresion de CCR9 a las 2
horas en células dendriticas. Abreviaturas: L; Linfocitos, M; Mononucleares y G; Granulocitos. Un experimento representativo de 3. Los
datos representan la media + s.e.m., n= 4 WT y 3 KO. La significancia es representada por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-
test y ns= no significativo.
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Ademas se determiné la expresiéon de proteinas de superficie tipicos para la activaciéon de las
células dendriticas in wvivo (Flores-Romo et al., 2003), a través de la Intensidad Media de
fluorescencia (IMF) como se muestra en la (Figura 28), en donde se observa que en ausencia de
CCR9 se afectaba la cantidad de proteinas de activacién en la superficie celular, lo que sugiere una
alteracion en la capacidad funcional de las DCs después de la inmunizacién, aunque no se tiene

claro el mecanismo molecular.
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Fig. 28 CCR9 afecta la activacion de las células dendriticas in vivo. Se evaluaron marcadores clasicos de activacion mediante la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) en células dendriticas en LBA de ratones inmunizados con OVA. A) Durante las 6 horas
siguientes a la inmunizacién hay una disminucién en la IMF del marcador MHC clase Il en ausencia de CCR9. B) Se observa una
tendencia a disminuir la IMF de CD86 en las 2 y 6 horas después de la inmunizacién. Un experimento representativo de 3. Los datos
representan la media + s.e.m., n= 4 WT y 3 KO. La significancia es representada por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y
ns= no significativo.

Una forma de averiguar cudl era el mecanismo o la capacidad funcional alterada en las células
dendriticas y cual podria verse afectada, se utilizo6 una estrategia experimental validada por otros
grupos de investigacién la cual consistié en diferenciar células dendriticas derivadas de medula
6sea (BMDCs) (Olguin-Alor, 2014; Reyes-Martinez, 2010), proveniente de ratones deficientes de
CCR9 para evaluar la cantidad de proteinas de activacién (CD80, CD86, MHC clase 1II) en las células
dendriticas. La diferenciacion CCR9 +/+ y CCR9 -/-, se realiz6 in vitro, mediante el cultivo de
precursores de medula 6sea y diferenciados con sobrenadante de células CHO que secretan GM-
CSF (factor de crecimiento para la diferenciacién de macréfagos y células dendriticas). Se aislaron
las células no adherentes evaluando la expresién de moléculas clasicas de una célula presentadora
de antigeno como células dendriticas CD11c, MHC clase II, y la expresién de marcadores de
activacion como CD80 y CD86, posteriormente se estimularon con LPS para madurar las DCs y se

analizaron mediante citometria de flujo (Figura 29a).
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Fig. 29 La maduracién de BMDCs con LPS induce una alteracidn en la activacion en ausencia de CCR9 in vitro. Las BMDCs fueron
enriquecidas con GM-SCF los dias 1 y 3, el 5 dia se agregé lug/mL de LPS y 24 horas después se analizaron. A) Diagramas
representativos de células BMDCs, analizadas mediante citometria de flujo tomando en cuenta solo los eventos sencillos y de acuerdo a
sus propiedades de tamafio y granularidad, se usaron los marcadores CD11c+, MHC II+, CD80+y CD86+. B) Porcentaje de BMDCs CCR9
+/+y CCR9 -/- con LPS y sin LPS. C) IMF de marcadores de activacion de BMDCs. Un experimento representativo de 2. Los datos
representan la media + s.e.m., n= 2 WT y 2 KO. La significancia es representada por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y
ns= no significativo..
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Los analisis nos indicaron que no hay diferencias entre los porcentajes de las DCs deficientes CCR9
-/- comparados con las CCR9 +/+ (Figura 29b). Ademas no se encontraron diferencias en la IMF de
MHC clase II, CD80 y CD86 en células no estimuladas con LPS en ratones CCR9 +/+ y CCR9 -/-,
sin embargo una vez estimuladas con LPS se encontraron diferencias significativas entre CCR9 +/+
y CCRO -/-. (Figura 29c). Los datos correlacionan con lo analizado previamente in vivo donde las
células dendriticas ante un estimulo inflamatorio con OVA se observaba una tendencia a disminuir
la expresion de marcadores de activacion lo que sugiere que hay una alteracién en la capacidad de

activaciéon y posiblemente maduracion de las DCs en ausencia de CCR9.

Andlisis fenotipico de linfocitos y eosindfilos en un proceso inflamatorio alérgico pulmonar

El pulmoén comparte algunas caracteristicas con otros sitios de la mucosa, pero la preservaciéon de
sus estructuras anatémicas delicadas requieren de un fino equilibrio entre respuestas pro- y anti-
inflamatorias. Los linfocitos T son importantes para la regulaciéon de la inflamacién, que en

situaciones de inflamacién alérgica contribuyen al dafio tisular y a la enfermedad.

Después del reconocimiento de antigeno o alérgeno presentado por las DCs, los linfocitos T CD4+
secretan de forma “latente” una forma de TGF-f; este dimero de TGF-P y la proteina asociada a
latencia (LAP) interacttia con la integrina avp8 en DCs provocando la secrecién de la forma activa
de TGF-P y que acttia directamente sobre linfocitos T CD4+ para inhibir la diferenciacién de células
de alta afinidad Tyl o Tu2 y junto con IL-2 y acido retinoico promueven la diferenciacién de

linfocitos T reguladores inducidos (iT reg) T (Chiu y Openshaw, 2015).

Los linfocitos T reg son caracterizados por la expresion del factor de transcripcion Foxp3 y son cerca
del 1-10 % de todos los linfocitos T en sangre (Chiu y Openshaw, 2015), se distribuyen ampliamente
en tejidos linfoides y no linfoides (Griffith et al., 2014). Estas células mantienen la tolerancia a lo
propio y previene la respuesta a alérgenos y microorganismos no patégenos de la flora microbiana,
etc. (Feuerer et al., 2009). Estas células pueden suprimir la activacién, proliferacién y funciones
efectoras (como la produccién de citocinas) de una amplia gama de células del sistema inmune

(Sakaguchi et al., 2010).

Durante el desarrollo del proceso inflamatorio alérgico, se observé una disminucién de los
linfocitos T CD4+ que se estan reclutando a la mucosa 2 horas después de la sensibilizaciéon con
OVA en ausencia de CCR9 (Figura 30 b y c), sin embargo a las 6 y 24 horas después de la
inmunizacién no se encontré diferencias entre CCR9 +/+ y CCR9 -/-. Por otro lado se puede

observar en la una cierta tendencia de linfocitos T reguladores a las dos horas en LBA sin embargo
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no es significativa, horas mas tarde después de la sensibilizacion con OVA se observé una

reduccién de linfocitos T reguladores a las 24 horas en ausencia de CCR9 (Figura 30 d y e).
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Fig. 30 CCR9 es importante para el reclutamiento de linfocitos T CD4+ en la fase temprana y tardia para linfocitos T reg en la
inflamacién alérgico pulmonar in vivo. A) Las células del LBA fueron analizadas mediante citometria de flujo tomando en cuenta solo
los eventos sencillos y de acuerdo a sus propiedades de tamafio y granularidad, después se seleccionaron a través de CD3+, CD4+,
CD8+, CD25+ y Foxp3+. B) Porcentaje y C) Nimero de células totales en LBA, los linfocitos CD4+ de ratones inmunizados estan
disminuidos en ausencia de CCR9 a las 2 horas, y no hay diferencias a las 6 y 24 horas. D) Porcentaje y E) Numero de células totales en
LBA de los linfocitos T CD4+ CD25+++ y Foxp3+ se observa una reduccion 24 horas después de la sensibilizacion con OVA. Un
experimento representativo de 3. Los datos representan la media + s.e.m., n= 3 WT y 3 KO. La significancia es representada por
*P<0.05, ¥*P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y ns= no significativo.
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Fig. 31 CCR9 es importante para el reclutamiento de eosinéfilos en la fase tardia de inflamacion alérgica pulmonar in vivo. A) Imagen
representativa de analisis 24 horas después de la inmunizacién con OVA, las células del LBA fueron analizadas mediante citometria de
flujo tomando en cuenta solo los eventos sencillos y de acuerdo a sus propiedades de tamafio y granularidad, después se usaron los
marcadores Gr-1 low/neg, CCR3+, SiglecF+y CCR9+. B) Se muestra el nimero de células totales en LBA, los eosinofilos CCR3+ y SiglecF+
alas 2 horas y se ven reducidos en ausencia de CCR9. C) Se muestra el nimero de células en porcentaje, los eosinofilos CCR3+ y SiglecF+
a las 24 horas y se ven disminuidos en ausencia de CCR9, no se encontraron diferencias significativas entre CCR9 +/+y CCRI -/-alas 6y
24 horas. D) Porcentaje y E) Células totales de LBA donde hay mayor indice de células CCR9+ durante las primeras etapas de la
inflamacion y que se reduce progresivamente después de la sensibilizacién con OVA. Un experimento representativo de 3. Los datos
representan la media + s.e.m., n= 3 WT y 3 KO. La significancia es representada por *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Student’s t-test y
ns= no significativo.
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Finalmente se evalud el reclutamiento de eosinofilos, una poblacién celular tipica del infiltrado
inflamatorio causante de la exacerbacién e hiperreactividad de las vias aéreas principalmente de la
fase tardia en la hipersensibilidad tipo I o alérgica. Se encontré un reclutamiento de granulocitos en
el LBA por cito-centrifugacién (Figura 18 y 19). Por citometria se observé un decremento a las 2
horas de eosinofilos (Grllow/res, CCR3+, SiglecF+) en ausencia de CCR9 en el LBA sin embargo en
ndmeros totales no se encontraron diferencias significativas entre células CCR9 +/+ y CCR9 -/- a
las 6 y 24 horas después de la sensibilizacion con OVA (Figura 31b), Posteriormente a las 24 horas
después de la inmunizaciéon hay una reduccién de eosinofilos (Figura 31c). Ademas se observa una
expresion de CCRY en las primeras etapas de la inflacién posiblemente para el reclutamiento de

células con morfologia granulocitica y/o eosinofilos (Figura 31 d y e).

En resumen todos estos datos indican que el receptor de quimiocinas CCR9 es importante para la
localizaciéon y activaciéon de células dendriticas F4/80 low/neg, CD11lc+, MHC II+++, CD103+,
CD86+ principalmente en las primeras etapas de la inflamacién alérgico pulmonar y que esto
podria impactar sobre otras poblaciones celulares como son los linfocitos T CD4+ residentes como
los migratorios y que a su vez tenga efecto sobre las funciones efectoras de eosinofilos (como la

produccién de proteinas) que causan dafo tisular.

Discusion

Para que las células del sistema inmune lleguen a un sitio tejido-especifico es necesaria la expresién
de quimiocinas. Se han identificado que estas tienen un papel importante en el reclutamiento de
células en condiciones de homeostasis, asi como de inflamacién. Principalmente en un proceso
alérgico pulmonar, se ha reportado el incremento en la expresién de quimiocinas como CCL3,
CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL17, CCL22, CXCL8 entre otros, asi como sus respectivos
receptores, sin embargo hay otras quimiocinas hasta el momento no bien estudiadas como CCL25 y
su receptor CCR9. Antecedentes directos del grupo de investigacién detectaron altos niveles de
CCL25 en el parénquima pulmonar, lo que sugiere que el par CCR9-CCL25 podria estar
involucrado en reclutamiento tejido-especifico de pulmén (Lépez-Pacheco et al., 2016). Diversos

modelos experimentales se han validado para el estudio de la fisiopatologia del fenémeno de la

alergia pulmonar (Lépez-Pacheco et al., 2016).

Los ratones sensibilizados con OVA C57BL/6 CCR9 +/+ y CCR9 -/- desarrollaron inflamacién
alérgica pulmonar en respuesta a OVA y se observaron poblaciones tipicas en LBA tanto por
cytospin (Figura 19), como por FACS (Figura 26). Dicha respuesta se validé por la presencia de
anticuerpos IgE-OVA especificos, infiltrado celular principalmente linfocitos, neutréfilos,

eosinofilos etc., sobreproducciéon de moco, hiperplasia de células y engrosamiento de la barrera
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epitelial localizada en el pulmén (Figura 22b), con la finalidad de observar la dindmica de las
células dendriticas durante las primeras etapas de la inflamacién alérgico pulmonar en ratones
deficientes de CCR9-/-y ademads poder explicar el papel inmunomodulador de CCR9 en estas
células dendriticas, se caracterizé una subpoblacion las células dendriticas DEC-205+ importante en

este proceso inflamatorio pulmonar debido a la distribucién in situ y su funcién.

Cuando el tracto respiratorio es estimulado con antigenos por las vias aéreas, las dendriticas
residentes pierden sus propiedades tolerogénicas y promueven el desarrollo de respuestas celulares
tipo Tul o Tu2 contra los aero-antigenos (Holt et al., 2008). La fase inmediata de la inflamacion
alérgica pulmonar se caracteriza por congestion vascular, vasodilatacién, edema y estimulacién del
musculo liso al alérgeno minutos después de la exposicion (Kumar et al., 2013). Pero las células
dendriticas son las primeras en instruir y regular la inmunidad en el microambiente pulmonar,
para la toma de decisiones entre responder y no responder (Pulendran et al., 2010; Matzinger, 1994;
Banchereau et al., 2000; Steinman et al., 2003). Principalmente por la presién antigénica a la que se
somete el pulmén todos los dias, por eso se precisa de una caracterizacién profunda sobre las
subpoblaciones de células dendriticas. Ademds no se conoce como se regula el balance entre sefiales
pro y anti-inflamatorias que afectan el microambiente local en el pulmén en un estado de
homeostasis y como es que se pierde en un proceso alérgico pulmonar (Holt et al 2008; Kopf et al.,
2015; Lambrecht y Hammad, 2015). Como tampoco se conocen los mecanismos que dirigen y
regulan las células dendriticas en el pulmén para perder la tolerancia inmunoldgica ante antigenos

que en su mayoria no afectan o son inocuos para personas sanas.

En el presente trabajo se ha demostrado que hay un incremento de células dendriticas DEC-205 en
las primeras 2 horas de la inflamacién (Figura 25), que progresivamente van disminuyendo con
respecto al tiempo. Las células dendriticas que estaban en un estado basal de homeostasis se
hallaban en los intersticios con una interaccién normal entre estas células y los macréfagos
alveolares que mantenian un bajo ntmero de células dendriticas (Holt et al., 1993), sin embargo
cuando estas condiciones cambiaron a un estado inflamatorio principalmente la auto-renovacién de
los macréfagos fue alterada, lo que podria explicar un incremento en el namero de células
dendriticas totales DEC-205 en el espacio alveolar. El niimero de células dendriticas intersticiales
DEC-205 en un ratén CCR9 +/+, pasaron a tener un fenotipo pro-inflamatorio en el espacio alveolar
a través de CCR6. Sin embargo existen otros factores como la liberacion de citocinas y quimiocinas
provenientes de células epiteliales alveolares que localmente reclutan de la periferia células
dendriticas derivadas de monocitos (Geissmann et al., 2010), que producen citocinas tolerogénicas
como IL-10, TGF-p etc., para la resolucién de la inflamacién ante los antigenos no-patégenos como

la OVA. Lo que podria estas pasando es que las células que se reclutan de la periferia pasan de un
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compartimento a otro es decir del intersticio hacia el espacio alveolar, y que aquellas células que se
encuentran en el tejido como células residentes también pasan inmediatamente al espacio alveolar
sin embargo en ausencia de CCR9 a las 2 horas se sugiere que no hay reclutamiento de células
dendriticas desde la periferia y las que se encontraban en el intersticio migraron al espacio alveolar
dejando un numero bajo de células en el intersticio (Figura 25 a y b). En condiciones basales el
reclutamiento de monocitos sirve como materia prima para la diferenciacién de pre-DCs a cDCs, y
se puede observar que hay un incremento en el nimero de células dendriticas que llegan a través
de la sangre y rapidamente se ve compensado por aquellas células que migran a ganglios
peribronquiales o mueren por apoptosis. Esto indica que en las primeras etapas de la inflamacién

CCR9 es importante para el reclutamiento de células dendriticas DEC-205 al pulmoén.

Las células dendriticas DEC-205 presentes en pulmoén coexpresan Langerina, bajos niveles de la
integrina CD11b y coexpresan la integrina aEB7 (CD103), un ligando de la molécula de adhesién
celular E-cadherina expresada por la mayoria de las células epiteliales (Merad y Manz, 2009;

Idoyaga et al., 2013).

En estudios previos se ha demostrado que en lavado broncoalveolar hay una reducciéon de células
CD11c+ y MHC clase II (Lépez-Pacheco et al., 2016) por FACS. Sin embargo, dichas células carecen
de caracteristicas fenotipicas que las asocien a una poblacién particular en el pulmén. Existen
principalmente dos subpoblaciones tejido-residentes en el pulmén a) DCs CD103+ CD8- que son
excelentes en la activacién y la presentacién cruzada de antigenos que son cargados en los linfocitos
T CD8+, y b) las DCs CD11b+, las cuales potencian la diferenciacién de linfocitos T CD4+ (Salmon
et al., 2016; Idoyaga et al., 2013). Ademas de macréfagos, especializados en la resolucién de los
desechos celulares y la fagocitosis que mantienen la restauracién de la homeostasis en el tejido

durante de la inflamacién (Davies ef al., 2013; Geissmann et al., 2010; Lambrecht, 2006).

Las células dendriticas CD103+ residentes transportan péptidos para presentar en los ganglios y
generar tolerancia inmunolégica, ademas de potenciar la diferenciacién Tu2 de linfocitos T virgenes
y T regs in vivo (Nakano et al., 2012; Idoyaga et al., 2013), por ello posiblemente son méas importantes
que las células dendriticas CD11b+ que se reclutan mas tarde hacia el sitio inflamatorio, por ello nos
enfocamos en las dendriticas CD103+ migratorias y se encontré por citometria de flujo una
disminucién a las 2 horas en el ntimero total de células dendriticas en ausencia de CCR9 (Figura
27¢) y que correlaciono con datos de las células dendriticas DEC-205 in situ. Lo cual sugeria que
posiblemente las células dendriticas DEC-205 in situ podrian pertenecer a la poblacién de DCs

CD103+ in vivo.
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En resumen se demostré por FACS que hay mas células dendriticas CCR9+ en un ratén silvestre a
las 2 horas después de la OVA comparado con un ratén CCR9 -/-, lo que sugiere que CCR9 es
necesario para el reclutamiento de estas células hacia el pulmoén. Sin embargo se analiz6 a las 6 y 24
horas posteriores e interesantemente se encontré un incremento de células dendriticas en ausencia

de CCR9 a las 6 horas in vivo (Figura 27b) comparado con un ratén silvestre.

En conclusion, no hay células dendriticas en el pulmoén a las 2 horas en ausencia de CCR9, lo cual
podria sugerir dos hipétesis 1) una migracion inmediata a ganglios peribronquiales o b) falta de
reclutamiento hacia el pulmén. La dindmica de la células dendriticas se ve alterada ya que en la
cinética las células no llegan a alcanzar el ntimero en un ratén CCR9 +/+, pero incluso se observé
una tendencia a incrementar en el nimero de células dendriticas intersticiales, perivenulares y
alveolares a las 6 horas, lo que sugiere una tercera hipétesis ¢) un retraso en el reclutamiento en
ausencia de CCR9 (Figura 25b). Cualquiera que sea la respuesta debe existir un mecanismo por el
cual CCRY esté afectando la migracién de las células dendriticas, sin embargo existen muchos
procesos que pueden ser afectados tales como, el procesamiento de antigenos, la maduracién y la

migracion.

La migracién celular es regulada por cambios en la expresion de receptores de quimiocinas en la
superficie (recambio de receptores de quimiocinas), y estos eventos moleculares en los receptores
de quimiocinas involucran la activacién intracelular de receptores pro-inflamatorios en pulmoén
como CCR5 (Lloyd, 2002; Griffith et al., 2014), y el incremento en otros receptores como CCR7
(Schulz et al., 2016; Flores-Romo, 2001; Banchereau et al., 2000). La expresiéon de CCR7 durante la
maduracion de las células potencia a estas para responder a quimiocinas linfoides como CCL19 y
CCL21, que son producidas constitutivamente por érganos linfoides secundarios (Schulz et al., 2016;

Masopust y Schenkel, 2013).

Si bien existen antecedentes sobre el concepto de reclutamiento tejido-especifico (Satpathy et al.,
2008) y se reconocen en las células dendriticas moléculas de adhesién y receptores de quimiocinas
que restringen principalmente la migraciéon (pero no totalmente), para mantenerse en el tejido
(Randolph et al., 2008; Griffith et al., 2014), no esta claro para todos los tejidos no linfoides como el

pulmoén.

Las propiedades de la “educacién” sobre el reclutamiento hacia los tejidos estd ampliamente
descrito en intestino y en la piel (Masopust y Schenkel, 2013). Por ejemplo, la activacién de los
linfocitos B en placas de Peyer y en ganglios linfaticos preferencialmente induce la expresion de la
integrina a4p7 y CCR9 (Iwata et al., 2004; Kunkel y Butcher, 2003). Ademés resultados reportados

sugieren que CCR9Y9 es necesario para el reclutamiento dirigido de células dendriticas
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plasmacitoides hacia intestino en un estado basal, incrementando el reclutamiento durante la
inflamacién (Wendland et al., 2007), y aunque CCR9 no es necesario para la entrada de pDCs dentro
de los ganglios linfaticos u otros érganos como el pulmén, puede ser especifico para la migracién
de pDCs hacia los 6rganos periféricos. Otros estudios reconocen a CCR9 como importante para el
reclutamiento de linfocitos T a4p7+ hacia intestino delgado. Por esta razén este trabajo podria ser

un ejemplo de reclutamiento dirigido de células dendriticas hacia el pulmén.

Sin embargo la migracién es un proceso muy complejo, pero si era afectada la migraciéon a pulmén
podria ser debido a que las células presentaran deficiencias en la motilidad. La motilidad es una
combinacioén intrinseca entre factores relacionados con la locomocién de las células dendriticas y la

expresion de receptores de quimiocinas.

Observaciones en un modelo murino de infeccién con Toxoplasma gondii, los linfocitos T efectores no
patrullan el cerebro con un patrén de movimiento browniano, por el contrario exploran
aleatoriamente con un patrén de movimiento tipo Levy, cubriendo asi mds territorio en el cerebro.
Esta estrategia es usada por un gran ndmero de animales, incluyendo predadores marinos, aves y
mamiferos y asi poder incrementar la eficiencia de caza. La presencia de CXCL10 dentro del cerebro
inflamado incrementa la velocidad de motilidad en los linfocitos T, pero sin alterar este patrén de

migracién (Masopust y Schenkel, 2013; Ray et al., 2004).

Lo que se sugiere, es que podria estar sucediendo es a) una retencién del reclutamiento en la
periferia y por eso encontramos menos células en el pulmén, debido a que se encuentran
retrasadas; es decir podria ser por una propagacién al azar tipo browniano que no permite la
llegada hacia el pulmén, asi como también b) la posibilidad de un movimiento al azar stper
difusivo (tipo Lévy) que permita el reclutamiento hacia ganglios peribronquiales mas rdpido con
respecto al tiempo (Krummel ef al., 2016). En algunos estudios, CCR9 se ha propuesto que funcione
como un factor de retencién timico, ya que en estudios con ratones deficientes de CCR9 -/- se
encuentra un mayor nimero de linfocitos y6 en el bazo y en ganglios linfaticos (Reinhardt et al.,

2014).

Lo que sugiere es que la ausencia de CCR9 genera una alteracién en la expresion selectiva de
integrinas que causen la retencién de las células dendriticas en la periferia y que horas més tarde
después de la sensibilizacién con OVA se encuentren en las vias aéreas. Muy probablemente sea asi
ya que en un modelo de alergia pulmonar inducido con OVA (Lopez-Pacheco et al., 2016) en un
ensayo de ELISA se observé un incremento de TGF-p a las 6 horas en ausencia de CCR9 y que a las
24 horas disminuia, comparado con el con el CCR9 +/+. Lo que se sugiere es que el TGF-f3 que es

producido localmente por DCs residentes, macréfagos alveolares, incluso células epiteliales
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(Hussell y Bell, 2014; Sakaguchi et al., 2010; Chiu y Openshaw, 2015; Randolph et al., 2008) no se esté
consumiendo por ninguna célula dendritica ya que no se encuentran en el pulmén a las 2 horas y
esta comience a consumirse después de las 6 horas, porque las células dendriticas comienzan a

llegar.

Se sabe que las dendriticas adquieren un fenotipo semi-maduro el cual va acompafiado de cambios
morfoldgicos incluyendo la pérdida de estructuras de adhesién o su capacidad migratoria a cambio
de la capacidad de procesar antigeno, acompafiado de la expresién de moléculas de coestimulacién
para la activacién de las células dendriticas (Hammer y Ma, 2013; Randolph et al., 2008; Banchereau
et al., 2000). Observaciones en este trabajo experimental indicaron que hay una tendencia en la
menor expresiéon de marcadores de maduracion in vivo (Figura 28), lo que sugiere, que podria verse
alterada la maduracién en una célula dendritica deficiente de CCRY, por ello se confirmé el dato
usando otra estrategia experimental, la cual fue realizar ensayos in vitro con células dendriticas
derivadas de medula ¢sea. Lo que se encontré fue verdaderamente interesante pues habia una
disminucién en la expresion de marcadores de activaciéon como CD80 y CD86 ademdas de MHC
clase II en ratones deficientes de CCR9 (Figura 29c), implicando probablemente una relativa
inmadurez potencial en las BMDCs. No esperdbamos que la ausencia de CCR9 influyera sobre la
maduracién y activacién de las BMDCs, ya que el estimulo fue con LPS y no con OVA. EI LPSy la
OVA son antigenos que pueden ser reconocidos como un estimulo inflamatorio involucrando la
activacion de ciertos TLRs, esto nos indica que las células dendriticas son activadas por un estimulo
microbiano y al mismo tiempo por un antigeno como la OVA que puede ser integrada como una
seflal de DAMP que se encuentra en el microambiente, programando asi a las DCs para inducir
sefializacién intracelular y activacion de factores de transcripcién y poder inducir una respuesta
particular (Pulendran et al., 2010) estos cambios estan asociados a rearreglos en el citoesqueleto para

la movilizacién celular.

Existen diversos reportes en los que CCRY esta involucrado en la sefializacién mediada por Jak/Stat
en linfocitos T con efectos directos en la migracién y reorganizacién del citoesqueleto, acompanado
de cambios morfolégicos; incluyendo estructuras de adhesién (Ambriz-Pefia et al, 2014).
JAK/STAT pertenece a una gran familia de receptores de citocinas, estos receptores estan asociados
de forma estable a tirosinas quinasa citoplasmaticas denominadas quinasas Janus (JAK: Janus
kinase), que fosforilan, y activan, proteinas reguladoras de la expresién génica STAT (signal
transducers and activators of transcription; transductores de sefial y activadores de la
transcripcion). Aunque muchas vias de sefalizacion intracelular conducen desde los receptores de
superficie hasta el nicleo, donde modifican la transcripcion génica, la via de sefializacion Jak/Stat

constituye la via mas directa al ntcleo (Alberts ef al., 2014). Ademas en ratones deficientes de Jak3-
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/-, Jak3 es importante para la maduracion y reclutamiento hacia los ganglios linfaticos de células
dendriticas (Rivas-Caicedo ef al., 2009) y en ratones deficientes de Jak3-/-, se ve alterada la
morfologia de células dendriticas ante estimulos como quimiocinas (Ibarra-Gémez, 2011). Lo que
sugiere, es que la retencién de las células dendriticas en la periferia pueda ser por una alteracién en
la maduracién y activacién de las mismas y por esta razén no se recluten al pulmoén en las primeras
etapas de la inflamacién, ademads este mismo mecanismo puede afectar a las células dendriticas
residentes en el parénquima pulmonar y presenten anergia funcional o una deficiencia en la

migracion.

En resumen, en los udltimos afios, muchas de las vias de sefializacién intracelular clave y las
moléculas cascada abajo de los receptores de quimiocinas en la sefalizacién de las DCs han
comenzado a ser identificadas, y se han propuesto algunos modelos de transduccién de sefiales
(Griffith et al., 2014; Schulz et al., 2016). Sin embargo, un modelo global unificado que abarque la
diversidad de receptores de quimiocinas y la notable heterogeneidad de sus efectos biol6gicos no
estd bien caracterizado en este momento Por lo que seria interesante indagar sobre el papel de

CCR9Y y su sefializacién via intracelular en las células dendriticas.

Se sugiere que las células dendriticas con una parcial maduracién no estén llegando al sitio de
inflamacién, ya que la pérdida de CCR9 podria comprometer multiples aspectos de la actividad
celular normal incluyendo la proliferacién, fagocitosis, presentacion cruzada, adhesiéon celular y
directamente la migracion. Sin embargo la hipdtesis sobre la migracion alterada tendria que ser
comprobada analizando los ganglios mediastinales y peribronquiales. Nuestro presente trabajo
sobre el conocimiento de que CCR9 -/-, demuestra un defecto en la activaciéon de las células
dendriticas, papel importante en la motilidad para la migracién a pulmén durante la inflamacién

inmediata.

Resulta interesante que CCR9 no afecta solo a células dendriticas durante las primeras etapas de la
inflamacién sino que también a otras poblaciones, como los linfocitos T. Observamos que en
ausencia de CCR9, los linfocitos T CD4+ en porcentaje como en numeros totales disminuye
drasticamente durante las primeras 2 horas (Figura 30 b y c). Las células dendriticas pueden re-
estimular localmente la funcién efectora de los linfocitos T a través de la produccién de CCL17 y
CCL22 (Lambrecht y Hammad, 2015). Sin embargo, para la induccién de una respuesta adaptativa
eficiente, usualmente tarda varios dfas para que los linfocitos se activen, asi que un pequefo
ndmero de linfocitos T deben redistribuirse rapidamente a los 6rganos linfoides para un encuentro
con las APCs. De esta manera la respuesta inmune es una carrera contra el tiempo porque las DCs y

los linfocitos deben encontrarse rdpidamente para una respuesta inflamatoria o tolerogénica (Junt et
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al., 2008). Es posible que la ausencia de CCR9Y pueda llevar a una inmunosupresiéon temporal,
mediante dos formas, en a) no hay células dendriticas; no hay presentacién y posteriormente
migracién de linfocitos T CD4+ desde los ganglios hacia el pulmén o b) no hay reclutamiento de
linfocitos T hacia el pulmén desde la periferia; no hay respuesta Tu2 (secrecién de citocinas), lo que
sugiere que las células dendriticas tienen un papel indirecto en el reclutamiento de los linfocitos por

la re-estimulacion local de citocinas.

Resulta interesante que atin en tiempos maés cortos se estdn desarrollando cambios en la dindmica
de la inflamacién pulmonar, que es consistente con el papel de estas células en la regulaciéon y

duracién de las exacerbaciones en la inflamacién alérgica pulmonar.

Cualquiera que sea el escenario, puede ser beneficiosa para el huésped, porque la inhibicién de
linfocitos T CD4+ efectores limita la respuesta inmunolégica en las primeras 2 horas después de la
sensibilizacién con OVA, debido principalmente a la no-activacién de los linfocitos T residentes y
aquellos que se encuentran en ganglios para la regulacién de la respuesta inflamatoria alérgica

pulmonar.

Los linfocitos T reguladores inducidos (iTreg) se generan a partir de linfocitos T CD4+ virgenes
tanto in vitro como in vivo a través de distintas vias y dependiendo del microambiente. Uno de los
mecanismos mejor definidos en la induccién de linfocitos T regs involucra un mecanismo
dependiente de TGF-p (y de DC CD103+, en intestino). Asi, la estimulacién de linfocitos T
CD4+CD25- virgenes, a través de su TCR y en presencia de TGF-f se genera de novo una
subpoblacién de linfocitos que son fenotipicamente similares a los linfocitos T reguladores timicos
(tTreg), en cuanto a la expresion de CD25, CTLA-4 y Foxp3 (Huehn y Beyer, 2015). Lo que se
sugiere es que como no hay reclutamiento de linfocitos T CD4+ al pulmén a las 2 horas no hay
induccién de linfocitos T regs in situ, aunque parece haber una tendencia en la induccién de iTreg
(Figura 30 d y e), ademas de que el TGF-P no es consumido hasta después de las 6 horas después de
la sensibilizacion en CCR9 -/- (Lépez-Pacheco et al., 2016), no favoreciendo condiciones
tolerogénicas. Se observé que en ausencia de CCR9 disminuia el nimero de linfocitos T reguladores
a las 24 horas (Figura 30e), lo que podria pasar es que no hay supresion de linfocitos T efectores,
porque quiza los linfocitos no migraron a pulmén debido a la ausencia de células dendriticas que

no activaron a los linfocitos en ganglios para su reclutamiento hacia el pulmén.

Por lo tanto, la respuesta de las células epiteliales y linfoides en las primeras etapas de la
inflamacién es critica para el posterior desarrollo de la inmunidad adaptativa en el pulmén. por lo
que no son solo responsables del reclutamiento de células del sistema inmune, sino que también

proporcionan las sefiales coestimuladoras necesarias para inducir proliferacién y diferenciaciéon de
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linfocitos B y T (Chiu y Openshaw, 2015), que van causando el estrechamiento las vias aéreas y la
degranulacion de células cebadas (Robb et al., 2016), esto genera una respuesta asmatica tardia
caracterizada por un infiltrado rico en basoéfilos, neutréfilos y eosinéfilos en el parénquima

pulmonar y en las vias aéreas.

La producciéon de anticuerpos de alta afinidad y linfocitos B de memoria es resultado de la
diferenciacion clasica de los linfocitos B dependiente de los linfocitos T (Chiu y Openshaw, 2015),
muy probablemente la generacion de anticuerpos de alta afinidad provengan de células plasmaticas
de memoria que se indujeron en la pre-sensibilizacién de OVA con Alum “Hidréxido de Aluminio”
(Figura 16), el alum potencia la inmunidad humoral, posiblemente mediante la activaciéon directa
de células dendriticas foliculares (FDCs) y linfocitos B foliculares (Kool et al., 2008), por eso quiza no
encontramos alteraciones en la produccién de IgE (Figura 21), tanto el LBA como en suero. Ademads
de que los linfocitos T foliculares (Trn) en las amigdalas, estdn especializados en la generacién y
mantencién de linfocitos B de alta afinidad (Chiu y Openshaw, 2015). Se sabe que los precursores
de células plasmaéticas al activarse en los tejidos linfoides cercanos al tracto respiratorio, expresan
bajos niveles de la integrina a4p7 y CCR9 para poder migrar hacia la trdquea y la mucosa
bronquial, pero expresan altos niveles de la integrina a4f1 y CCR10 (Kunkel y Butcher, 2003). La
contraparte de la integrina a4pl y CCR10, la molécula de adhesiéon (VCAMI) y la quimiocina
CCL28 respectivamente se expresan constitutivamente por las células endoteliales de la mucosa en
las vias aéreas (Campbell et al., 2001). Lo que sugiere es que CCR9 no es tan importante para el

reclutamiento de células plasmaéticas a pulmén como tampoco para la produccién de IgE.

Sin embargo, observaciones in situ sobre el infiltrado celular rico en eosindfilos no parece alterarse
hasta las 24 horas (Figura 22 b y d). La relacién entre una menor area de infiltrado a las 24 horas
podria correlacionar con el ndmero de eosinofilos CCR3, SiglecF+ disminuidos a las 2 y 24 horas en
LBA (Figura 31c). El papel de los eosinofilos como marcador del asma humana crénica es de suma
importancia para la reparacién y/o dafio hacia el tejido pulmonar ya que son una poblacion de
células que son moduladas por la interleucina IL-5, que estimula el desarrollo de eosinofilos desde
la medula 6sea hacia la mucosa pulmonar, mediante la produccién de quimiocinas eotacticas como
las eotaxinas 1, 2 y 3 (CCL11, CCL24 y CCL26, respectivamente) (Pundir et al., 2013; Holgate et al.,
2015; Lambrecht y Hammad, 2015). Los productos derivados de los eosinéfilos como la peroxidasa
causan hiperreactividad bronquial (BHR), similar a los neutréfilos producen citolisis. Trampas
extracelulares de DNA que contienen granulos eosinofilicos pueden llevar a una concentracion alta
de toxinas eosinofilicas como neurotoxina derivada de eosindfilos, proteina catidnica, cristales de
Charcot-Leyden y la proteina bésica principal, que causan dafio estructural en las células epiteliales

del pulmén (Lambrecht y Hammad, 2015. Nuestras observaciones sugieren que los eosinofilos
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CCR3, SiglecF+ estan disminuidos directamente o indirectamente en ausencia de CCR9. Las células
dendriticas podrian tener un papel indirecto en la inmunosupresion temporal de los mediadores
celulares en la fase temprana de la inflamacién y tener consecuencias en el reclutamiento de
eosinofilos (mediante la produccién de citocinas) en la fase tardia. Lo cual es muy importante, ya
que la eliminacién de los eosinofilos a través de CCR9 como blanco terapéutico podria llevar a

reducir la exacerbacion y frecuencia de episodios de un cuadro asmaético.

En resumen la homeostasis del pulmén debe ser equivalente a un estado de “alerta minima”, que
permita el intercambio gaseoso “O,” y mantenga la sobrevivencia de las células residentes, la
manutenciéon de los mecanismos para la discriminacién de antigenos inocuos y aquellos
potencialmente patdégenos como punto de control para la regulacién de la tolerancia inmunolégica
y homeostasis del tejido, con la capacidad local para la fuerte movilizacién de células efectoras. En
este escenario en que las células dendriticas CCR9+ no se reclutan a pulmoén durante las primeras
horas, tiene un efecto sobre otras células como eosinofilos tanto directa- como indirectamente a las
24 horas limitando el dafio en el tejido pulmonar por una respuesta innecesaria ante un antigeno no
patégeno o una agresiva respuesta mediada por linfocitos T efectores o de memoria contra

antigenos como OVA.

Esto nos lleva a pensar que varias poblaciones contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
local en el tracto respiratorio, y en algunos casos exhiben funciones del microambiente, sin embargo
las células dendriticas CCR9+ tienen un papel importante en la modulacién de otras poblaciones

celulares durante la inflamacién alérgica pulmonar.

Por otro lado hay preguntas abiertas muy importantes sobre CCL25 como la ubicacién exacta, la

disponibilidad y la estabilidad en los tejidos in vivo.
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Conclusiones

Se estableci6 el modelo de inflamacion alérgico pulmonar murino inducido por OVA
evaluado a través del reclutamiento de diferentes poblaciones celulares en LBA por
cytospin, secrecién de IgE especifica de OVA, infiltrado celular in situ y producciéon de
moco por histologfa.

CCR9 no es esencial para la produccién de IgE en un modelo de inflamacién alérgico
pulmonar.

Histolégicamente el reclutamiento de células dendriticas alveolares, y perivenulares DEC-
205+ es menor en un ratén deficiente CCR9 -/- a las 2 horas.

El reclutamiento de células dendriticas CD103+ y linfocitos T CD4+ es menor en un ratén
deficiente CCR9 -/- a las 2 horas en LBA en ratones sensibilizados con OVA por FACS.

El reclutamiento de linfocitos Treg es menor en un ratén deficiente CCR9 -/- a las 24 horas
en LBA en ratones sensibilizados con OVA por FACS.

El ntimero de eosindfilos se ve disminuido en ausencia de CCR9 en un ratén a las 2 y 24
horas en ratones sensibilizados con OVA por FACS.

Se encontré una disminucién en marcadores de activacion de células dendriticas derivadas

de médula 6sea in vitro.

Conclusién general

En nuestro modelo de alergia pulmonar murino el receptor de quimiocinas CCR9 tuvo un
papel importante en las primeras etapas de la inflamacién para el reclutamiento de células
a pulmoén.

El tiempo es importante para la regulaciéon mediada por CCR9 durante un proceso alérgico

inflamatorio pulmonar.

Perspectivas

1.

Evaluar las células dendriticas CD103+ en ganglios peribronquiales por
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.

Analizar las células dendriticas CD11b+ en LBA.

Analizar en ldminas epidérmicas las células dendriticas CD103+ en traquea.

Evaluar la expresion espacio-temporal de CX3CR1 y CCR9 en células dendriticas por
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia.

Analizar el indice de migracién por quimiotaxis de células dendriticas derivadas de médula

6sea CCR9 +/+y CCR9 -/- in vitro.
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6. Evaluar la funcién de las células dendriticas CCR9 -/- mediante el co-cultivo con linfocitos
T virgenes.
7. Evaluar la expresion de otros receptores de quimiocinas a las 6 y 24 en ratones CCR9 -/-.
8. Evaluar la expresion de citocinas tipo Th2 por RT-PCR en pulmén y LBA.
Modelo
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Las células dendriticas CD103+ no llegan en ausencia de CCR9 desde la periferia hacia el
pulmoén

No hay dendriticas no hay activacién de linfocitos T en los ganglios e in situ

Tolerancia por inmadurez de las células dendriticas

CCR9 en las células dendriticas es importante para inducir una respuesta adaptativa en

ganglios linfaticos
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Anexos

Anilisis del genotipo de ratones CCR9 +/+y CCR9 -/-

El producto de CCR9 se amplifico por PCR. Producto de CCR9 +/+ silvestre contiene la banda de
800pb, el ratéon deficiente CCR9 -/- presenta solo la banda de 300 pb y el ratén heterocigoto CCR9
+/- ambas bandas.

800 pb

300 pb

Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la PCR y sus condiciones de
amplificacion.

CCR9-R1
GGCATTCAACCTCAGAATGTT antisense
Tm=62.8 °C
CCR9-F1
CATCCACACTGTGAGTGTTCA sense
Tm=62.4 °C
CCR9-REV
GCAAACTGCCTGACATTATTT centro
Tm=60.6 °C
1. Mix de 3 primers para la reaccion de PCR

2. Tomar 1pL de cada oligo y agregar 27 pL de H>O depc
3. Usar 1pL del mix para cada reacciéon de PCR de 25 pL total.
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Reactivos

PBS 10X pH 7.4 (1000 mL)
NaCl

Kdl

N azHP 04

KH2POy4

HOdd

Buffer de FACS (500 mL)

Suero Fetal Bovino 2%
Azida de Sodio 0.05 %
PBS1X pH 7.4

PBS 10X pH 7.4/BSA 10%
Albumina sérica Bovina
PBS1X pH 7.4

PBS 1X Tween 20 (1000 mL)
Albumina 30 %
H,O dd

PBS 1X/BSA 1% (50 mL)
BSA
H,0 dd

EDTA 0.5 M (5 mL)
EDTA
H,0 dd

Solucién de lisis (DNA)
NaOH 50 mM

EDTA 0.02 mM

Tris 10 mM (pH 5)

TAE 50X (100 mL)
Tris-Base
CH3-COOH
EDTA 0.5M (pH 8)

H.O DEPC (1000 mL)

DEPC (0.05%)

NaHCO; 0.1 M pH 8.3 (50 mL)
NaHCO;

H,O dd

1000 mL

10 mL
0.5 mL
489.5 mL

5g
Aforar a 50 mL

3.3mL
996.7 mL

05¢g
Aforar a 50 mL

0981 ¢g
Aforar a5 mL

241g
5.71 mL
10 mL

500 pL

0.8401 g
Aforar a 50 mL
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PBS 1X pH 7.4, Tween 20 (500 mL)
Tween 20 (0.05%) 0.25 mL
PBS1X pH 7.4 Aforar a 500 mL

Agarosa 1.5 -1.8%

SFB

Desactivar

Calentar 30 min a 56 °C
Alicuotas de 10 mL
Guardar a -20 °C

ACK (Buffer de lisis de eritrocitos) (1000 mL)

NH,CL 015M 829¢g
KHCO3 1M 1.00 g
Na,EDTA  01M 37.2
H,Odd 800 mL
Ajustar pH 7.2y filtrar

Anticuerpos para ratén

Anticuerpo | Referencia Compaiia Dilucion para Fluorocromo V total/
Inmunofluorescencia Concentracion
CD3e 60-0031- TONBO Biosciences 1/200 PeCy7 0.5mL (0.2 mg/mL)
U100
CD4 1/700 APC Cy7
CD25 BD Pharmigen- 1/100 Pe 0.5 mL (0.2 mg/mL)
Biosciences
CD8 1/200 PerCP Cy5.5
FoxP3 1/50 APC
Siglec-F 552125 BD Pharmigen- 1/50 Rata a- ratén 0.5mL (0.2 mg/mL)
Biosciences
CCR3 FAB729P RD Systems 1/20 Pe
Gr-1 TONBO 1/100 PerCP Cy5.5
Cdllc 117324 Biolegend 1/300 APC Cy7 0.5 mL (0.2 mg/mL)
MHCII 107624 Biolegend 1/200 PerCP 0.5mL (0.2 mg/mL)
CD103 13-1031-82 eBioscience full 1/300 0.5 mL (0.2 mg/mL)
spectrum
CD86 105008 Biolegend 1/100 Pe 0.5 mL (0.2 mg/mL)
F480 1/200 APC
CCR9 1/800
a-rata biotina 1/600
a-ratén AF 1/2000
488
Sav APC 405207 1/600
Sav PeCy7 405206 Sav PeCy7 1/600
CD4 1/100 FITC
CD3 1/200 Pe
CD4 1/200 Pe Cy5
CD80 Biolegend 1/200 a- ratén biotina | 0.5mL (0.2 mg/mL)
CD8 APC
F480 123111 Biolegend 1/300 Pe/Cy5 125 pL (0.2 mg/mL)
CD3e TONBO Biosciences 1/200 PeCy7

84




	Agradecimientos Académicos
	Agradecimientos Personales
	Resumen

