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ACh: Acetilcolina, del inglés Acetylcholine

AChE: Acetilcolinesterasa, del inglés Acetylcholinesterase

Ag: Antigeno

Alum: Aluminato de sodio

ARNmM: ARN mensajero

ARs: Receptores adrenérgicos, del inglés Adrenergic receptors

AT: Atropina

BALF: Fluido de lavado bronqueoalveolar, del inglés Bronchoalveolar lavage fluid

BALT: Tejido linfoide asociado a bronquios, del inglés Bronchus-associated lymphoid
tissue

BSA: Albumina sérica bovina, del inglés Bovine Serum Albumin
CAs: Catecolaminas

CD: Células dendriticas

CDp: Célula dendritica plasmacitoide

ChAT: Colina acetiltransferasa, del inglés Choline Acetyltransferase
ChT1: Transportador de colina 1, del inglés Choline transporter 1
CML: Cultivo mixto linfocitario

COMT: Catecol-O-metiltransferasa

CPA: Célula presentadora de Ag

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio, del inglés Danger associated
molecular patterns

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

GM-CSF: Factor estimulante de colonia granulocitico-macrdéfago, del inglés
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GPCR: Receptor acoplado a proteina G, del inglés G protein-coupled receptor
H&E: Hematoxilina-Eosina

HAF: Células de alta autofluorescéncia, del inglés High autofluorescence cells
HLA: Ag leucocitario humano,

HPA: hipotalamico-pituitario-adrenal

IFM: Intensidad de fluorescencia media

IFN: Interferdn
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Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

LB: Linfocito B

LC: Célula de Langerhans

LFA-1: Del inglés, Lymphocyte Function-associated Antigen 1

LPS: Lipopolisacarido

LT: Linfocito T

mMAChR: Receptor muscarinico, del inglés muscarinic ACh receptor
MAO: Monoamino oxidasa

MCP-1: Proteina quimioatractante de monocitos, del inglés Monocyte chemoattractant
protein-1

MDC: Del inglés, Macrophage-Derived Chemokine

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad, major histocompatibility complex
MM: Mecamilamina

Mo: Monocitos

nAChR: Receptores nicotinicos, del inglés nicotinic ACh receptor

NE: Norepinefrina

NKT: Del inglés Natural Killer T cells

OCT: Del inglés, Organic cation transporter

OLS: Organos linfoides secundarios

OVA: Ovalbumina

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos, del inglés Pathogen associated
molecular patterns

PAS: Acido periddico de Schiff

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica, del inglés Peripheral blood
mononuclear cells

PBS: Buffer fosfato salino

PGE2: Prostaglandina E2

Poly I:C: Del inglés, Polyinosinic-polycytidylic acid
gRT-PCR: RT-PCR cuantitativa

RRPs: Receptores de reconocimiendo de patrones
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STAT: Del inglés, Signal Transducer and Activator of Transcription
SEM: Standard error media o error estandar

SNA: Sistema nervioso auténomo

SNC: Sistema nervioso central

TARC: Del inglés, Thymus and activation-regulated chemokine
TCR: Receptor de célula T, del inglés T cell receptor

Tfh: T folicular helper

TGF: Factor de crecimiento transformante, del inglés, Transforming growth factor
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RESUMEN

Diferentes avances en neurociencia e inmunologia han determinado la interaccion
bidireccional entre los sistemas nervioso e inmune. La Acetilcolina (ACh) es el
neurotransmisor de los nervios parasimpaticos ganglionares y post-ganglionares vy
mediador paracrino no-neuronal producido por diferentes tipos celulares, incluidas las
células del sistema inmune. En lo relativo a la accidn inmunomodulatoria mediada por
la ACh, la atencidn se ha concentrado mayormente en los procesos inflamatorios que
ocurren en el tracto respiratorio, estableciéndose que tanto una produccién
incrementada de ACh, como una disfuncién de los receptores que median su accidn,
participarian en la etiopatogénesis de enfermedades inflamatorias crdnicas de las vias
respiratorias, tales como el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica

(EPOC).

El asma alérgico es considerado fundamentalmente una patologia causada por una
desregulacion inmune y se encuentran asociadosuna serie de mecanismos
relacionados: el desarrollo de un perfil T helper (Th)2 sobre los demas perfiles T, la
hiperreactividad bronquial, la excesiva produccion de secreciones mucosas y la
remodelacion estructural de la vias aéreas. Estos mecanismos tienen lugar debido a la
participacion de células inflamatorias, como los eosindfilos, mastocitos y linfocitos Th2
gue son reclutadas a la mucosa respiratoria causando la inflamacién cronica

caracteristica de la patologia.

Las células dendriticas (CD) presentan un rol crucial en el inicio de esta patologia, por
ser las células que dirigen la respuesta inmune adaptativa. Se caracterizan por ser
células presentadoras de antigeno profesionales que expresan una cualidad Unica:
activar linfocitos T naive; son ellas las que deciden el perfil particular en el que se
diferenciaran las células T CD4" al activarse: T helper (Th)1, Th2, Th17 o T regulatorio.
Esta decisién depende, en ultima instancia, de la produccién de citoquinas por las

propias CD.

Nuestro grupo ha demostrado previamente, la presencia de un sistema colinérgico
completo no neuronal en las CD. Las mismas presentan tanto la enzima que sintetiza
ACh, como la que la degrada, colina acetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinesterasa
(AChE), respectivamente. Ademads, expresan los receptores nicotinicos (nAChR) y los

muscarinicos (mAChR).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar si la ACh, a través de sus acciones
inmunomodulatorias sobre las CD, impone y/o favorece un fenotipo promotor de la

respuesta inflamatoria alérgica.

En principio nuestros resultados nos permitieron determinar que la ACh imprime en las
CD un perfil promotor Th2, induciendo el incremento en la expresion de la molécula
OX40L y la produccidon de quimoquinas tales como TARC (del inglés, Thymus and
activation-regulated chemokine) y MDC (del inglés, Macrophage-derived chemokine),
ademas del incremento en la producciéon de citoquinas caracteristicas de este perfil
como IL-4, IL-5, IL-13 y la disminucidon la relacién T-bet/GATA3 en un cultivo
alogeneico. Sorpresivamente, encontramos que ademas la ACh logrd inhibir la

polarizacion hacia el perfil Th1.

Nos preguntamos, entonces también si este fenotipo promotor podria ser exacerbado
por citoquinas inductoras de un perfil Th2. En este sentido, el TSLP (del inglés, Thymic
stromal lymphopoietin) ha despertado un gran interés al establecerse como una las
principales moléculas inductoras del perfil inflamatorio caracteristico de las patologias
alérgicas. Las CD pre-incubadas con TSLP y luego expuestas a ACh favorecieron aun
mas la produccion de citoquinas de perfil Th2 en un cultivo alogeneico. Por otra
parte,incrementaron tanto la expresion de moléculas tales como OX40L, CD83 y HLA
(del inglés, Human leukocyte antigen)-DR, como la produccion del factor de necrosis
tumoral (TNF, del inglés Tumor necrosis factor)-a y la interleuquina (IL)-8. Estos ultimos

efectos fueron mediados por los mAChR.

Finalmente, determinamos en un modelo murino de alergia pulmonar que la
transferencia de CD tratadas con ACh (ACh-CD) al inicio del proceso alérgico, impuso
cambios drasticos en la morfologia y funcionalidad de las células epiteliales aéreas, al
incrementar el reclutamiento de monocitos en el pulmdn de los ratones instilados con
ACh-CD. Este reclutamiento pareceria depender de la producciéon de la quimioquina

MCP-1 por las mismas.

En conclusién, nuestros resultados reflejan la relevancia y el impacto de la ACh sobre
las CD imprimiendo un perfil Th2 que seria promotor de las respuestas inflamatorias
cronicas. Estos resultados son relevantes para el mejor entendimiento de Ia

fisiopatologia del asma y el EPOC.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos, el sistema inmune y el sistema neuroenddcrino han llevado a
cabo la regulacién de la homeostasis del organismo, manteniendo un intrincado
didlogo que se ha ido expandiendo a lo largo de la evolucion. Células de cada uno de
los sistemas presentan los elementos necesarios para poder comunicarse uno con el
otro: neurotransmisores, citoquinas, hormonas y los receptores para todos ellos. El
conocimiento de esta neuroinmunomodulacién es crucial para poder entender el
trasfondo de los desdrdenes del sistema inmunoldgico, como las reacciones de

hipersensibilidad y las respuestas autoinmunes.

La presencia de un sistema colinérgico completo en una gran variedad de tipos
celulares no neuronales, asi como su presencia en una gran diversidad de especies,
plantea la posibilidad de que el mismo constituya un sistema primordial en la fisiologia
celular, y por consiguiente en el mantenimiento de la homeostasis de diferentes

tejidos, proceso que ha estado sujeto a la evolucidn de las especies (1-4).

1. Fisiologia de las células dendriticas y su participacion en las patologias alérgicas

1. 1. Células dendriticas: “motor” y “cerebro” de la inmunidad adaptativa

Han pasado 40 afios ya desde la primera vez que se identifico a las células dendriticas
(CD) en el bazo murino por Steinman y Cohn, quienes lograron diferenciarlas de los
macroéfagos debido a su exclusiva morfologia: células méviles de morfologia estrellada,
que constantemente retraian y extendian sus proyecciones asumiendo una amplia
variedad de formas ramificadas; de alli que las denominaron con el término
“dendritica” (5). Los mismos autores también, en trabajos subsecuentes, observaron
que estas células expresaban altos niveles de complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, del inglés major histocompatibility complex) de clase Il y la integrina CD11c, y
que se distinguian por su capacidad de migrar a los drganos linfoides secundarios (OLS)
y por poseer una capacidad superior para estimular a los linfocitos T (LT) en un cultivo
alogeneico (6,7). Por esta razén, en las ultimas décadas fue aumentando su relevancia,
siendo actualmente las células primordiales en el inicio y orientacion de la respuesta

adaptativa.
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Aun afios después de este hallazgo crucial, continda profundizandose el conocimiento
de las CD, describiéndose cada vez mas caracteristicas, perfiles y funcionalidades de
estas células, las cuales fueron responsables de un cambio de paradigma en el campo

de la Inmunologia.

Las CD constituyen una poblacion celular heterogénea que presenta la capacidad de
captar, procesar y presentar antigenos (Ag) a los LT, caracteristicas propias de las
células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales. A su vez, las CD poseen una
gran cualidad que las diferencia del resto: son las Unicas capaces de activar a un LT
naive y orientar el curso de la inmunidad adaptativa. Presentan ademas, una
caracteristica sobresaliente: su plasticidad. Dependiendo de las sefales que perciban
en el tejido inflamado, activaran a los LT naive en un perfil particular con sesgos
fenotipicos y funcionales, propios y distintivos: T helper (Th) 1, Th2, Th17, T folicular
helper (Tfh) o T regulatorio (Treg) (8-11). Evidencias de las Uultimas décadas
demuestran que las CD, ademas de ser criticas en la respuesta inmune adaptativa
contra Ag fordneos, juegan un papel crucial en la induccidon y mantenimiento de la
tolerancia periférica, una respuesta dirigida a eliminar a las células T autorreactivas

gue han egresado del timo vy circulan en la periferia (12-14).

Dentro de las denominadas CD, existen dos poblaciones principales, bien definidas y
con funciones y origenes diferentes, las CD mieloides o convencionales y las CD
plasmacitoides (CDp). Estas ultimas, cumplen un rol critico en la inmunidad anti-viral al
responder ante los Ag virales con una alta produccién de interferén (IFN) de tipo I;
mientras que las mieloides son las responsables de iniciar la respuesta inmune
adaptativa a partir de la activaciéon de los LT naive (8,12). Sobre estas ultimas se

focaliza este trabajo, y de ahora en adelante, las nombraremos como CD.

Pueden determinarse cuatro etapas en el desarrollo de las CD (10): (a) progenitores de
médula ésea; (b) precursores de CD que migran por sangre periférica y linfa hacia
tejidos linfoides y no linfoides, y que al reconocer patégenos, liberan citoquinas
proinflamatorias; (c) CD inmaduras residentes de los tejidos con alta capacidad
endocitica y fagocitica; y (d) CD maduras presentes en los OLS, que expresan altos

niveles de moléculas co-estimulatorias para mediar la presentacidn antigénica.
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1. 2. Origen, diferenciacion y subpoblaciones de CD

Tanto en la especie humana como en la murina, las CD se originan a partir de
progenitores mieloides de médula ésea en respuesta a factores de crecimiento y de
diferenciacion como el Factor estimulante de colonia granulocitico-macréfago (GM-
CSF, del inglés Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) y el ligando de FIt3
(del inglés, FMS-like tyrosine kinase-3), compartiendo la mayor parte de su ontogenia,
aun no completamente definida, con los monocitos (Mo)/macréfagos (6,15) (figura 1).
A diferencia de las CDp, las CD no culminan su diferenciacién en la médula ésea, sino
gue en condiciones no inflamatorias, precursores inmediatos de las CD migran desde la
médula ésea por el torrente sanguineo hacia tejidos y OLS, donde dardn las distintas
subpoblaciones de CD, luego de un paso final de diferenciacion in situ (16,17).
Recientemente, se han caracterizado ciertos precursores inmediatos para distintas
subpoblaciones de CD, sin embargo, cdmo es regulado el proceso de reclutamiento y
diferenciacion bajo condiciones homeostaticas (“steady state”) o inflamatorias, no esta

aun del todo definido (6,12,18).

Las diferentes subpoblaciones de CD pueden distinguirse mediante la expresion de
marcadores de superficie especificos y de sus propiedades funcionales (8,10,12). Si
bien esto podria sugerir algln tipo de especializacién en el control de la respuesta a la
infeccidn o injuria (19), alin no ha sido establecido con claridad hasta qué punto las
diferencias fenotipicas y funcionales reflejan distintos estadios de diferenciacion,

activacién,maduracion y/o diferentes origenes o linajes.

Las CD comprenden un conjunto de diversas subpoblaciones, localizadas tanto en los
tejidos linfoides como en los no-linfoides (sangre, piel, mucosas y diferentes érganos,
como higado, rifdn y pulmdn). A grandes rasgos, segun su localizacién, las CD pueden
clasificarse en residentes de drganos linfoides, las cuales se caracterizan por
permanecer en estos 6rganos durante todo su ciclo de vida y en condiciones
homeostaticas son fenotipicamente inmaduras; residentes de drganos no linfoides,
relacionadas por su origen y fenotipo con las anteriores; y las CD migratorias, que se
caracterizan por su fenotipo maduro al migrar a los OLS, lo cual hacen

constitutivamente y ain mas, bajo condiciones inflamatorias.
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En humanos, se han identificado también diversas subpoblaciones de CD, incluyendo
las CD residentes de érganos linfoideos y las CD migratorias (20). En sangre periférica,
han sido reportados dos subsets principales de CD y uno de CDp. Dentro de las CD, una
subpoblacién presenta el fenotipo CD1c/BDCA-1" y la otra CD141/BDCA-3" (16,17,21).
Esta ultima es la menos frecuente, constituyendo sélo el 5-10%, mientras que el 90-
95% restante se distribuye en partes iguales en las otras dos subpoblaciones (21,22).
Estos subsets de CD se han encontrado también en OLS y en érganos no linfoides como
pulmén, piel, higado e intestino (16,21). Actualmente, se considera que las CD de
sangre periférica son los precursores inmediatos de las CD presentes en los tejidos que
se encuentran en transito. A pesar de compartir algunas propiedades con estas ultimas
como la secrecion de citoquinas, la rapida maduracion y la activacion de una respuesta
T al ser activadas in vitro, claras evidencias apoyan el concepto de que las CD de sangre
periférica no se encuentran en un completo estado de diferenciacién, ya que
conservan marcadores fenotipicos de precursores y no muestran respuestas
madurativas a citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF,
del inglés Tumor necrosis factor)-a, presentando una menor eficiencia para polarizar la
respuesta T en comparacion a su contraparte en tejidos. Ademads, presentan la
capacidad de proliferar, la cual no es observada en las CD terminalmente diferenciadas

como las CD de tejidos y CDp (16,17,21,22).

Particularmente en el pulmdn, bajo condiciones homeostaticas, podemos encontrar al
menos tres subpoblaciones de CD, que se diferencian por sus niveles de expresion de
los marcadores CD11c/CD11b, asi como también encontramos CDp. En condiciones
inflamatorias, cualquiera de estas poblaciones de CD puede encontrarse en el
compartimiento alveolar, lo que dificulta su estudio en fluido del lavado
bronquioalveolar (BALF, del inglés Bronchoalveolar lavage fluid). Ademas, en la luz del
alvéolo se encuentran los macréfagos alveolares que también expresan el marcador
CD11c, pero sin embargo, se los suele distinguir por su alta autofluorescencia (23,24).
En el humano, se reporté la presencia de CD con el mismo fenotipo de las CD de sangre
periférica tanto en BALF como en biopsias, y se consideran la contraparte de las CD

pulmonares descriptas en ratén (23).
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En los ultimos anos, se ha definido una nueva subpoblacién de CD migratorias,
presente sdlo en estado inflamatorio, denominadas CD inflamatorias, y han sido
identificadas en tejidos inflamados de diversas patologias como dermatitis atdpica,
psoriasis, artritis reumatoidea (20), asi como en modelos inflamatorios de asma

alérgico (25).

1. 2. 1. CD inflamatorias

Los Mo se diferencian en la médula ésea a partir de progenitores mieloides y egresan
al torrente sanguineo, donde permanecen (vida media de 3 dias) hasta que son
reclutados a compartimientos extravasculares no solo en procesos inflamatorios, sino
también en condiciones fisioldgicas, a fin de mantener el sistema monocitico (18).
Inicialmente, se describid al Mo como el precursor de los macrofagos, siendo el
elemento clave para la generacion y renovacion del sistema fagocitico mononuclear, al
tener la capacidad de diferenciarse en distintos tipos de macréfagos tejido-especificos.
Mas recientemente, se ha demostrado que también poseen la capacidad de
diferenciarse a CD, y al contrario de lo que se creia, esto no seria exclusivamente bajo
condiciones inflamatorias (26,27). Respecto a esto ultimo, como mencionamos
anteriormente, se ha demostrado que a pesar de que gran parte de las subpoblaciones
de CD del organismo, en condiciones homeostaticas, se diferencian de precursores de
CD de médula ésea, algunas subpoblaciones de CD migratorias como las células de
Langerhans (LC), CD dérmicas y CD intersticiales de la mucosa intestinal, respiratoria y
genital, derivan de Mo (20,26,28-30). No obstante, la participacion del Mo en la
generacion de CD en condiciones homeostdticas, aun permanece controvertido
(21,23). Teniendo en cuenta esto, sélo se consideran CD inflamatorias, a las CD que se
generan durante la inflamacién, las cuales derivan de Mo que se diferencian en el sitio

inflamado (20).

El reclutamiento de los Mo desde la sangre al tejido inflamado es guiado tanto por
quimioquinas como por productos de clivaje del sistema de complemento, péptidos
bacterianos y defensinas, y se produce rapidamente dentro de las 6 h del comienzo de
la infeccidn y/o la presencia del Ag (12,31). Como las demas CD migratorias, las CD

inflamatorias una vez activadas son células que migran a los OLS y que pueden activar
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tanto a LT CD4" como CD8", asi como también a LT efectores y de memoria en el sitio
de inflamacion. Interesantemente, estas CD derivadas de Mo también demostraron,
tanto in vitro como in vivo, tener la capacidad de presentar Ag no replicativos en el
contexto de MHC de clase | a LT CD8", por el mecanismo de presentacién cruzada, lo
cual fue un hito en el desarrollo de terapias basadas en inoculacion de CD pulsadas con

Ag (7,31).

En la especie murina, los Mo pueden clasificarse en dos grandes grupos, los Gr1'/Ly6C"
y los GR1/Ly6C". Los primeros son CCR2" (receptor de la quimioquina CCL2 o proteina
quimioatractante de Mo, MCP-1, del inglés Monocyte chemoattractant protein-1) y
CX3CR1°¥° (receptor de la quimioquina CX3CL1 o fracktalkina) y se los consideran “Mo
inflamatorios” (28,32), mientras que los segundos son negativos para todos los
marcadores nombrados y CX3CR1%"™; estos ultimos representan solo el 15-20% de los
Mo en circulacién y se los denominan “Mo residentes” (20,26-28). En condiciones
homeostaticas, los Mo Ly6C" se diferencian en Mo Ly6C’, generando una poblacién con
nivel intermedio de Ly6C que es reclutada a los tejidos periféricos (27,32). Se ha
propuesto que los Mo Ly6C circulan por el torrente sanguineo y colonizan los tejidos
periféricos no inflamados de manera CX3CR1-dependiente, para diferenciarse
principalmente en macréfagos, y en menor medida en CD; mientras que en un
ambiente inflamatorio, los Mo Ly6C", células de vida media corta, son activamente
reclutados a los tejidos inflamados via CCR2 y se diferenciaran a CD inflamatorias
(18,27,28). Asimismo, se ha reportado que las LC se renuevan en condiciones
homeostaticas a partir de precursores residentes derivados de Mo Grl’, pero que,
cuando en condiciones inflamatorias estas emigran a los OLS, los precursores que

alto

repoblaran la piel son del tipo Gr1*/Ly6C**. Sin embargo, reportes recientes sugieren
que los Mo Ly6C también podrian participar en la generacién de las CD inflamatorias,

aunque esto permanece controvertido (18,26).

Se ha establecido que tanto los Mo Grl"/Ly6Calto como los Mo GR1/Ly6C" poseen su
contraparte en humanos, siendo los primeros equivalentes a los Mo CD14%"°/CD16, los
llamados “clasicos”, y los segundos equivalentes a los Mo CD14"°/CD16%, los “no
cldsicos” (21,26,28). Esta ultima poblacién es muy pequefia en los individuos sanos y

muestra una considerable heterogeneidad (33). Esta aceptado que dentro de la
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poblacidn monocitica, los CD16™ son los Mo mas inflamatorios, debido a sus similitudes
fenotipicas con los Mo inflamatorios murinos, y su alta expresiéon de CCR2 vy

mieloperoxidasa (32).

Hace ya 20 afios, Sallusto y Lanzavecchia han demostrado la capacidad de los Mo de
diferenciarse a CD en ensayos in vitro, en presencia de GM-CSF e interleuquina (IL)-4
(28,31,34). Anos después, mediante modelos in vivo de procesos inflamatorios
inducidos por infeccidn, se confirmd esta capacidad de diferenciacién de los Mo, al
observarse que éstos podian diferenciarse a CD en la dermis inflamada, las cuales
subsecuentemente migrarian a los OLS (35,36). Aungque poco se sabe de los factores
que dirigen la diferenciacién de Mo a CD inflamatorias, se ha sugerido que in vivo, se
encuentra sujeta a un balance complejo de factores de crecimiento, estimulos
inflamatorios y componentes de los patégenos, y se ha observado que puede ser
inhibida con altas concentraciones de agonistas de receptores tipo Toll (TLR, del inglés
Toll-like receptor), como el Lipopolisacarido (LPS) (20,26). Aun no se ha descripto la
presencia de un factor de transcripcidn esencial en el origen de las CD inflamatorias,
sin embargo, el factor de transcripcidn de linaje especifico de CD, ZBTB46, se encontrd
expresado tanto las CD derivadas de Mo in vitro como las inflamatorias generadas in
vivo, y en su contraparte humana. Las CD inflamatorias humanas, tanto las aisladas de
tejidos inflamados de diversas patologias como enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) (23), dermatitis atodpica, artritis reumatoidea (20), asi como las
derivadas de Mo in vitro mediante GM-CSF+IL-4, mostraron un transcriptoma diferente
al de las CD convencionales, lo que permitié asegurar que las CD inflamatorias son un
subtipo distintivo de CD, con mayor similitud a los Mo respecto a los precursores de

dendriticas convencionales.

1. 3. Activacion y maduracion de las CD

A partir de la sefializacién de los estimulos presentes en un ambiente inflamatorio, las
CD pueden activarse, y alterar su fenotipo al aumentar sus moléculas co-estimulatorias
y al producir citoquinas pro-inflamatorias. El reconocimiento de estos estimulos, ya

sean patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, del inglés Pathogen
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associated molecular patterns), citoquinas inflamatorias y/u otras sefiales de estrés,

puede conducir finalmente a la maduracion de las CD (12) (figura 1).

Las CD maduras lo son tanto fenotipica como funcionalmente, lo que determina que
las mismas sean capaces de activar células T naive, es decir, generar una respuesta
inmune primaria. Ademas de los microorganismos, existen otras fuentes de estimulos
madurativos no microbianos, como ocurre en las respuestas autoinmunes, algunas
reacciones de hipersensibilidad, como las alergias y la dermatitis por contacto, entre

otras (31).

Mientras que en otros tipos celulares la inmadurez se asocia con carencia de
funcionalidad, este término aplicado a las CD posee una connotacion diferente. Las CD
inmaduras se ubican en tejidos periféricos, particularmente, en la interfase con el
medio externo, como piel y mucosas. Cumplen alli dos tareas centrales: a) endocitar el
Ag y procesarlo, y b) decodificar las propiedades del proceso infeccioso en curso, de
modo que adquieren la informaciéon requerida para activar luego una respuesta

inmune apropiada (8,12,31).

Las CD responden a diferentes tipos de sefiales, como el reconocimiento directo de
patégenos a través de receptores de reconocimiento de patrones (RRPs) y/o sensando
las sefales resultantes del proceso inflamatorio de forma indirecta a través de
citoquinas pro-inflamatorias, componentes celulares internos u otras sefiales de
estrés, respuestas inmunes especificas en curso (7). Los RRPs son capaces de reconocer
PAMPs asi como sefales indicativas de dafio o estrés tisular, llamados DAMPs (del
inglés Danger associated molecular patterns); dependiendo la familia pueden mediar,
ademas, la internalizacién del Ag. Se han reportado, ademas, otros receptores de
superficie en las CD: receptores de citoquinas y quimioquinas, receptores de
complemento, receptores de la familia del TNF, receptores del fragmento Fc (RFc) de
las inmunoglobulinas (lg) y sensores de muerte celular (7). En conjunto, estos
receptores pueden mediar la activacién de las CD y/o la endocitosis del Ag, y “poner en
marcha” un conjunto dramatico de cambios en su fisiologia que conduciran a la

maduracién de las mismas (8,12).

Otras propiedades influyen en que las CD sean las CPA profesionales mas potentes y
Unicas para activar una respuesta primaria. Por un lado, la extraordinaria capacidad

9
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para capturar Ag particulados y solubles, mediante fagocitosis mediada por receptor y
macropinocitosis, respectivamente (7). Por otro, la disposicion que tienen en las
mucosas y en la piel, donde forman verdaderas redes celulares “alertas” al ingreso de
microorganismos o a la presencia DAMPs, proyectando sus dendritas hacia la luz o
superficie del epitelio. Y por ultimo, como se menciond anteriormente, la rapidez con

la que sus precursores se reclutan y se diferencian en el tejido inflamado (8,12).

Las CD inmaduras poseen dos vias de procesamiento antigénico para la posterior
presentacion a los LT CD4" y CD8". En el caso de los primeros, deben reconocer el Ag
en el contexto de moléculas de MHC Il, y se presentan, principalmente, Ag
internalizados o proteinas de membrana mediante la via exdégena o endocitica que
involucra la formacién de un fagolisosoma donde el Ag es cortado por proteasas
presentes en el mismo y los péptidos resultantes se unen a la molécula presentadora
(7,8). En cambio, los LT CD8" deben reconocer al Ag en el contexto de moléculas de
MHC |, y se presentan principalmente, Ag presentes en el citosol mediante la via
enddégena o biosintética; donde los mismos son cortados por una unidad
multicatalitica o proteosoma, y luego unidos a las moléculas presentadoras en el
reticulo endopldsmico (7,8). Ademas, normalmente, los Ag exdgenos pueden
presentarse por MHC | a LT CD8", mecanismo conocido como presentacién cruzada o
cross-presentacion, asi como Ag enddgenos pueden hacerlo por MHC Il a LT CD4" (7,8).
El mecanismo de presentacién cruzada es fundamental para activar respuestas T CD8’,
frente a Ag que no infectan a las CD; siendo relevante tanto para la respuesta anti-viral

como antitumoral.

1. 3. 1. Maduracion de las CD

La interaccion de determinados RRP con PAMPs, la endocitosis de Ag, asi como la
accién de citoquinas y/o quimioquinas sobre las CD en el foco inflamatorio, generan la
activacion de las CD y la induccién de su migracién a los OLS por via linfatica, proceso
que demora entre 24 a 48 h durante el cual completa su maduracién, donde activara al
LT naive en el drea paracortical (figura 1). La maduracién implica un numero de
eventos que acontecen en forma gradual y coordinada, a medida que las CD migran

hacia los OLS (8,12,31,37,38):

10
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v/ Aumento en la expresion del receptor de las quimioquinas CCL19 y CCL21

(CCR?7) dirigiendo la migracion de las CD hacia el ganglio linfatico drenante.

v Disminucién de su capacidad de captura y procesamiento del Ag,

favoreciendo la presentacion de aquellos Ag capturados en la periferia.

v Incremento en la expresidon de moléculas co-estimulatorias CD80/CD86 asi
como de CD40 y LFA (del inglés, Lymphocyte function-associated antigen)-1

favoreciendo su capacidad de activar LT naive.

v Aumento en la expresion de complejos péptido antigénico/MHC. Este
incremento es secundario no solo a una mayor sintesis de MHC, sino
fundamentalmente, a una redistribucién de estas moléculas desde las

vesiculas a la superficie celular.

v’ Sintesis de novo y secrecidon de citoquinas y quimioquinas particulares, cuyo
patrén particular dependera del tipo de RRP activado en las CD en el propio

seno del tejido afectado.

Por ultimo, es necesario mencionar que no todas las CD encontradas en los OLS son

células maduras, ya que una proporcién de las mismas migra sin haber activado sus

RRPs, expresando un fenotipo relativamente inmaduro, caracterizado por la expresiéon

de niveles bajos o moderados de MHC y de moléculas co-estimulatorias. A estas CD

que presentan péptidos propios o derivados de cuerpos apoptdticos internalizados en

condiciones anti-inflamatorias (7), se las denominé tolerogénicas debido a su rol clave

en la induccidn de la tolerancia periférica, al silenciar los clones autorreactivos y/o

frenar la respuesta inmune cuando la infeccién se ha resuelto, mediante anergia clonal

e induccién de Treg (8,13).

11
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Figura 1. Ciclo de vida de las CD. El ciclo de vida de las CD transcurre a través de diferentes etapas que
se describen en el texto y se resumen en la figura. Pre-CD: precursor de CD en sangre periférica.

1. 4. Papel de las CD en la induccion de la respuesta inmune adaptativa frente a

procesos infecciosos o injuria

Como mencionamos previamente, las CD son CPA profesionales que expresan la
cualidad Unica de activar a los LT naive; son el “motor” y el “cerebro” de la respuesta
inmune adaptativa. Sin embargo, la relevancia de las CD en la respuesta inmune no
guarda sdlo relacién con su capacidad de activar una respuesta primaria T. Son ellas las
que orientan el perfil particular en el que se diferenciaran las células T CD4" al
activarse: Th1, Th2, Th17, Tfh o Treg. Esta decision depende, en ultima instancia, de la
produccion de citoquinas por las propias CD, principalmente, o de las producidas por
otras células activadas en el drea T. La produccién de IL-12p70 favorecera la
diferenciacién de las células T CD4" en un perfil Th1l; en cambio, en su ausencia y
presencia de IL-4, producida por células NKT (del inglés Natural Killer T), mastocitos y
basofilos, se promovera la diferenciacion hacia un perfil Th2. La produccion de IL-1, IL-
6 e IL-23 promoverad la diferenciacién de las células T CD4" en un perfil Th17, mientras
que la produccién de IL-21 e interaccion de alta afinidad con el LT naive derivara en un
perfil Tfh. Por ultimo, la produccién de IL-10 junto al factor de crecimiento
transformante o TGF (del inglés, Transforming growth factor)-B, promovera la

diferenciacién del LT CD4" en un perfil Treg (8—11) (figura 2).

Cada uno de estos perfiles pondra en juego diferentes mecanismos inmunes.
Brevemente, las células Thl promoveran la activacién del macréfago mediante la
produccién de IFN-y, mientras que las células Th2 promoveran mediante la produccién
de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, la produccién, movilizacién y activacién de eosindfilos, la

produccién de anticuerpos (Ab,del inglés Antibody) IgE y la activacién de los
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mastocitos. Las células Tfh colaboraran con los linfocitos B, permitiéndoles su posterior
diferenciacién en plasmocitos productores de Ab. Las células Thl7 promoveran la
produccién, movilizacién y activacidon de neutréfilos mediante la produccién de IL-17 e
IL-21 y 22, mientras que las células Treg mediaran la supresion de los diferentes
mecanismos efectores propios de la inmunidad adaptativa mediante la produccién de

IL-10, TGF-B e interacciones célula-célula (8) (figura 2).

Actualmente, se considera que es el particular set de receptores activados de las CD en
presencia de un proceso inflamatorio, el que determinard el patréon de citoquinas
producidas por las mismas en los OLS, lo que definird el perfil en el que se
diferenciaran los LT CD4" activados, que en definitiva serd el necesario para resolver la
inflamacién (8,10,12,39). No obstante, otros estimulos sensados por las CD inmaduras
en la periferia, diferentes a los PAMPs y DAMPs, podrian también ejercer un papel

modulatorio sobre el perfil de citoquinas producido por las CD (10,12,39).
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Figura 2. Plasticidad en la respuesta T CD4". Se indican en la figura las citoquinas responsables de
inducir la diferenciacién de los diferentes perfiles funcionales propios de los linfocitos T CD4", las
citoquinas producidas por cada uno de ellos y su incumbencia en la inmunidad anti-infecciosa y en el
desarrollo de fendmenos de hipersensibilidad y autoinmunidad. Adaptado de (8).
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1. 5. Participacion de las CD en respuestas inflamatorias alérgicas de las vias aéreas

Siendo un dérgano que presenta comunicacion con el exterior, el pulmén se encuentra
continuamente expuesto a estimulos del medio ambiente como microbios, alérgenos,
polucién ambiental, entre otros, posibles amenazas para el huésped. No en vano,

contiene una elaborada red de CD que le permiten reconocer estas sefiales.

Los alérgenos son Ag ambientales inocuos que selectivamente evocan una respuesta
inmune de tipo Th2 en los individuos atodpicos (individuos predispuestos
genéticamente a desarrollar respuestas inmunes inflamatorias ante estos Ag),
conducente a la produccion de Ab IgE. En los individuos no atépicos, la exposicion a los
alérgenos suele inducir la produccién de bajos tenores de IgG que no conducen a

ninguna manifestacion patolégica (8).

Las enfermedades alérgicas como la rinitis, la dermatitis atdpica, la alergia alimentaria
y el asma, pertenecen a las reacciones de Hipersensibilidad de tipo I, y todas estas

presentan un origen comun vy tres etapas (8,40,41) (figura 3):

1. Sensibilizacidon: implica la induccién de una respuesta Th2 que mediante la
produccion de IL-4 e IL-13 facilita la produccién de IgE alérgeno-especifica, la
cual se unird a los RFcel (receptores de IgE de alta afinidad) de los mastocitos

(figura 3A).

2. Fase efectora temprana: Minutos después de una nueva exposicion al alérgeno,

comienza la fase temprana en la cual el mismo se une a las IgE del mastocito
entrecruzando sus RFcel, lo cual genera su activacién y la liberacién de los
mediadores almacenados en sus granulos, como la histamina, y los producidos
de novo, como la prostaglandina D2 y el leucotrieno C4, que en conjunto

mediaran las manifestaciones clinicas propias de esta fase (figura 3B).

3. Fase efectora tardia: Los mastocitos también liberardn quimioquinas vy

citoquinas orquestando el desarrollo de una respuesta inflamatoria local
generada luego de horas o dias post-re-exposicion, que involucra la activacion
de las células presentes en el lugar y el reclutamiento de otros tipos celulares.

Entre las primeras, se destacan las propias células epiteliales, las musculares,
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los macréfagos vy las células Th2; y entre las células reclutadas, principalmente

los eosindfilos. Todas estas incrementaran el proceso inflamatorio (figura 3B).

En el caso de que el proceso se vuelva crénico, como en el asma, ante la re-exposicion
del alérgeno se desatard una respuesta rapida con elementos de la fase tardia, ya que,
en este caso, el alérgeno impactara sobre un tejido comprometido seriamente en su
estructura y funcionalidad, a causa de la hiperreactividad bronquial y produccién

excesiva de moco por las células mucosecretoras (goblet cells) (8,40,41) (figura 3).

En los ultimos afios se ha reportado la participacidon de otras células en los procesos
alérgicos y respuestas Th2 como las células NKT, los linfocitos de la inmunidad innata
tipo 2 (ILCs2) y un subtipo de células T CD8" llamadas Tc2. Las primeras inducen la
produccion de IL-33 por el epitelio, citoquina que favorece el perfil Th2, y las otras dos

poblaciones producen citoquinas de este perfil (40).

Para que ocurran las diferentes etapas del proceso alérgico, es necesaria la induccion
de una respuesta de inmunidad adaptativa polarizada hacia un perfil Th2 (8). Razén
por la cual no sorprende que las CD desarrollen un rol clave en la induccion de estas
patologias. En el asma, asi como en los demas procesos alérgicos, las CD son las
encargadas de iniciar y mantener las respuestas celulares de tipo Th2 hacia alérgenos
internalizados (24) (figura 3). Son las responsables de endocitar al alérgeno vy
presentarlo a los linfocitos T CD4 naive en el ganglio drenante (42). Sin embargo, la
activacion de la misma, dependerd también de las sefales presentes en el foco

inflamatorio, ya sean propias del Ag o generadas por otras células.

Hasta hace algunos afos, el epitelio se consideraba solo una barrera fisica; sin
embargo, actualmente se conoce el papel central que cumple en el control de la
funcién de las CD pulmonares (41). En respuesta al dafio o al estrés, las células
epiteliales liberan multiples citoquinas, entre ellas IL-33, GM-CSF, IL-1, IL-25 y TSLP (del
inglés, Thymic stromal lymphopoietin), que controlaran el desarrollo de la inmunidad
adaptativa hacia un perfil Th2 (41,43) (figura 3). Ademas, tanto IL-33 como TSLP, son
capaces de promover la activacidn de los eosinéfilos y mastocitos, en forma sinérgica

con los RFcel (8,44).
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1.5. 1. Produccién de TSLP y expresidon del TSLPR en las células inmunes

El TSLP ha tenido un gran auge en los Ultimos anos, habiendo sido implicado en el
desarrollo de diferentes enfermedades alérgicas como el asma (45—-48), la dermatitis
atopica (49,50), y la rinitis (51,52). Mas recientemente, se ha involucrado en el
desarrollo de otras patologias no alérgicas como la fibrosis, la artritis reumatoidea vy el
cancer (53). Interesantemente, también se ha descripto su funcién critica en el
mantenimiento de la homeostasis en las mucosas, como la intestinal, evitando

respuestas autoinmunes y/o una inflamacién exacerbada (54,55).

La funcién del TSLP en el humano y en el ratén es pleiotrépica, siendo el principal
efecto la regulacidon de la activacion, diferenciacién y homeostasis de las células T,
generado a través de la activaciéon de las CD (55,56). El TSLP es una citoquina
perteneciente a la familia de IL-2, que fue originalmente identificada como un factor
promotor de crecimiento de células B inmaduras (57) y de progenitores T (58),
producido por células estromales timicas murinas, de alli su nombre. En el 2001, Reche
y colaboradores demostraron la expresion de esta citoquina en células epiteliales
activadas de pulmadn, piel e intestino, principalmente (59). El receptor funcional del
TSLP (TSLPR) es un complejo heterodimérico formado por la cadena a del receptor de
IL-7 (IL-7Ra) y otra cadena del receptor de TSLP propiamente dicho. Esta ultima cadena
es miembro de la familia del receptor hematopoyético y se une con baja afinidad al
TSLP; en cambio, combinada con la cadena del receptor de IL-7a no sélo es mas afin si
no que es capaz de activar la traduccion de sefal via STAT (del inglés, Signal transducer

and activator of transcription) 3 y STAT5 (60).

Diversas células de la inmunidad innata y adaptativa presentan el TSLPR, tales como las
células epiteliales, CD, Mo, macrdéfagos, mastocitos, basdfilos, eosindfilos, LT y LB
(54,61). Por otro lado, se han identificado diferentes fuentes de TSLP incluyendo
células epiteliales, fibroblastos, células musculares lisas, estromales,queratinocitos,
mastocitos y basdfilos activados (54,61). Recientemente, Kashyap y colaboradores han
descripto que las CD y los Mo humanos también pueden expresar el ARNm (ARN

mensajero) de TSLP (62).
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Se ha demostrado que la produccién de TSLP puede ser inducida por diversos
estimulos exégenos como alérgenos, trauma, exposicién a ligandos de TLR y a
citoquinas pro-inflamatorias y derivadas de Th2 (63). Los factores que regulan
negativamente la expresion de TSLP no se conocen aun en profundidad, aunque ya se
ha demostrado que el IFN-y, el TGF-B y la IL-17 suprimen la liberacién de TSLP por los
gueratinocitos humanos estimulados por poly I:C (del inglés, Polyinosinic-polycytidylic
acid), un ligando viral de TLR3. Sin embargo, factores reguladores de la inflamacién
derivada de Th2, como IL-10, TGF-B o IFN-y, no muestran un efecto inhibitorio sobre la
liberacién de TSLP en explantes humanos de piel estimulados con citoquinas Th2 pro-
inflamatorias (63). A partir de técnicas inmunohistoquimicas en muestras de piel de
pacientes con dermatitis atdpica (respuesta Th2), dermatitis por contacto (respuesta
Th1) y lupus eritematoso (respuesta autoinmune), Soumelis y colaboradores (49)han
reportado la expresion selectiva del TSLP en queratinocitos propios de las secciones
lesionadas de las muestras de pacientes con dermatitis atopica, siendo indetectable la
expresion en las secciones de piel normal de estos pacientes y en las muestras de las
otras dos patologias analizadas. Actualmente, se sugiere el uso del TSLP y su receptor
como biomarcador del asma (64,65) y dermatitis atdpica (66), asi como targets o

blancos para el tratamiento de las mismas (43,67).

1. 5. 2. Modulacién de las CD por TSLP

El TSLP derivado del epitelio activado, imprime en las CD un fenotipo caracteristico que
polariza a los LT CD4" naive hacia un perfil Th2 particular llamado “Th2 inflamatorio”,
caracterizado principalmente por una produccidn elevada de TNF-a y nula de IL-10,
ademas de las tipicas citoquinas del perfil: IL-5, IL-4, IL-13, IL-9 (44). Ademas de tener
efectos sobre otras células inmunes, el TSLP actla directamente sobre las células T,
promoviendo su supervivencia y proliferacion en respuesta a la activacién del TCR

(TCR, del inglés, T cell receptor) (36) (figura 4).

No obstante, los efectos del TSLP sobre las CD varian dependiendo del subtipo
involucrado; la activacion con TSLP tanto de las CD de la mucosa intestinal como de las
deciduales presentes en la interfase materno-fetal, inducen un perfil Treg mediado por

TGF-B e IL-10 (68,69). También se ha reportado la relevancia del TSLP sobre las CD
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timicas para la diferenciacién de LT CD4" en Treg naturales (70). Esto demuestra un rol
dual del TSLP en la fisiologia de las CD, siendo estrictamente regulado por el
microambiente, incluyendo el nivel de expresidn de la citoquina presente en el mismo,
y el subtipo celular involucrado, lo cual condiciona a un perfil de respuesta anti- o pro-

inflamatorio (55).

Similar a lo observado en las CD expuestas a diferentes estimulos activadores, como el
CDA40 ligando (CD40L) y ligandos del TLR4 (LPS), el TSLP incrementa fuertemente la
expresion de las moléculas estimulatorias HLA (del inglés, Human leukocyte antigen)-
DR (MHC Il), CD40, CD80, CD86, CD83, y OX40L, tanto en las CD derivadas de Mo como
en las CD de sangre periférica (49,71,72). Sin embargo, a diferencia de los estimulos
madurativos antes nombrados, el TSLP no induce sobre las CD la produccién de ningun
miembro de la familia de IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27), ni de las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6, IFN-I e IFN-y; asi como tampoco induce la produccion

de IL-4 ni IL-13, ni de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (47,73).

Ito y colaboradores (74) han demostrado que el TSLP, a diferencia de otros estimulos
madurativos como poly I:C, induce la expresion de la molécula OX40L sobre las CD
aisladas de sangre periférica, asi como luego fue reportado lo mismo en CD derivadas
de Mo, por Guo y su grupo (71). Esta molécula co-estimulatoria, perteneciente a la
superfamilia del TNF, ha sido implicada en la interaccion entre LB y LT, CD y LT, y la
iniciacion de la respuesta Th2 (74), independientemente de IL-4, mediante su
interaccion con OX40 expresado en células T naive activadas (72). La polarizacién hacia
una respuesta Th2 inflamatoria, con produccién de TNF-a, fue inhibida completamente
en el co-cultivo entre CD tratadas con TSLP y LT CD4" naive en presencia de Ab
bloqueante para OX40L (74); esto también resulté asi cuando se adiciond IL-12
exogena, lo que ademads polarizé la respuesta hacia un perfil Thl, demostrando que
esta citoquina es dominante sobre OX40L. Esto ultimo permite entender por qué
también se ha visto involucrada esta molécula en la induccién de un perfil Th1l propio

de respuestas autoinmunes (44,74,75).

A partir de estos resultados, Liu (44) ha propuesto que las CD estimuladas con TSLP
crean un microambiente permisivo para la respuesta Th2 inflamatoria: 1) induciendo la

expresion de OX40L, que al interactuar con su receptor OX40 en el LT, desencadena la
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produccién de IL-4 por el mismo, y esto a su vez genera la activacidon del factor de
transcripcion que define el perfil Th2, GATA3; y 2) al no inducir la sintesis de citoquinas

relacionadas al perfil Th1, es decir, en ausencia de IL-12.

De acuerdo con lo anterior, cabe notar que la sefial que gatilla el inicio de la respuesta
Th2 es la induccion de OX40L sobre las CD mediada por TSLP y la interaccién de este
con su receptor en los LT CD4" naive, y no lo es la presencia de IL-4 como se creia
inicialmente. La presencia de IL-4 si es critica para potenciar la respuesta y mantenerla
una vez que ya ha sido gatillada (74). Sumado a esto, Seshasayee y colaboradores (76)
observaron que el tratamiento de ratones con Ab bloqueante para OX40L inhibid
sustancialmente la respuesta inflamatoria generada por TSLP en pulmdn y piel,
incluyendo la infiltracién de células Th2, la secrecion de citoquinas y la produccion de
IgE, asi como también inhibid la induccidn de la respuesta Th2 en un modelo de asma
en ratones y primates no humanos. Por todo esto, se ha propuesto a las moléculas

OX40L-0X40 como blancos terapéuticos en diferentes patologias inflamatorias (72,77).

Por otro lado, las CD estimuladas con TSLP producen altos niveles de quimioquinas
asociadas a las respuestas alérgicas como eotaxina-2 e IL-8, las que reclutan a
eosindfilos y neutrdfilos, respectivamente, asi como CCL17 o TARC (del inglés, Thymus
and activation-regulated chemokine) y CCL22 o MDC (del inglés, Macrophage-derived
chemokine), las cuales favorecen el reclutamiento de células Th2 hacia los sitios

inflamatorios (78).

En resumen, el TSLP producido por las células epiteliales activadas podria rdpidamente
inducir una respuesta inflamatoria alérgica que constaria de dos fases: la innata, donde
participan los mastocitos, las células NKT y las CD, mediante la produccién de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias; y la adaptativa, cuyas protagonistas son

las células Th2 inflamatorias generadas por las TSLP-CD (figura 4) (44).
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Figura 4. Efectos del TSLP sobre las CD en un proceso alérgico. El esquema representa los efectos del
TSLP liberado por el epitelio en respuesta al alérgeno, el cual activa a las CD inmaduras. Por su parte, las
CD activadas producen IL-8 que favorece el reclutamiento de los neutrdfilos, asi como TARC y MDC. Al
llegar al OLS, las CD maduras, mediante la expresidon de la molécula OX40L, logran la activacién y
diferenciacion de los linfocitos T CD4" naive hacia un perfil Th2 Inflamatorio que sera reclutado por las
quimioquinas MDC y TARC, producidas por las propias CD estimuladas con TSLP, hacia el tejido
inflamado y producirdn alli las citoquinas caracteristicas del perfil: IL-4, IL-5, IL-13 y TNFa.. Adaptado de
(47).

2. Didlogo entre el sistema nervioso v el sistema inmune: Neuroinmunomodulaciéon

En los animales superiores, la homeostasis se encuentra regulada por tres sistemas
interrelacionados: el sistema nervioso, el inmune y el enddcrino. En la actualidad es
aceptado que la comunicacién existente entre estos permite que el sistema nervioso
central (SNC) reciba informacion de la periferia, y que frente a estimulos que superen
un determinado umbral, responda adecuadamente con el fin de mantener la
homeostasis del organismo (79). Estos sistemas se encuentran conectados tanto
anatomica como funcionalmente; desde un estado febril al estrés, la influencia de un
sistema sobre el otro se hace presente a fin de resolver la infeccién o la injuria,
logrando la eliminacién del estado de alerta o peligro (80). Tanto es asi, que se ha
reportado la presencia de receptores para IL-1, IL-6 y TNF-a en el SNC, citoquinas pro-
inflamatorias secretadas en el estado febril que pueden cruzar la barrera hemato-

encefalica, asi como también de RRPs como el TLR4 (80,81).
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Recién hace pocos afos ha cobrado real importancia la relacion entre los sistemas
nervioso e inmune, ya que clasicamente se consideraban sistemas individuales,
totalmente independientes, que cumplian cada uno su exclusiva funcién. En los
primeros estudios realizados, se considerd que este didlogo era unidireccional en el
sentido “de neuroenddcrino hacia inmune”, debido a la inervacion observada de los
OLS por el sistema nervioso autonomo (SNA) (81). Luego, se comprobd que ambos
sistemas mantienen una intrincada comunicacion bidireccional, mediante la liberacién

endécrina y paracrina de hormonas, citoquinas y neuromediadores (79,80).

En este aspecto, en la actualidad esta claro que la base de esta comunicacion esta en el
lenguaje comun existente entre los sistemas. Las evidencias experimentales
acumuladas hasta la actualidad, indican que, a) las células del sistema inmune,
endécrino y nervioso, expresan receptores para citoquinas, hormonas,
neurotransmisores y neuropéptidos; b) productos de origen inmune o neuroenddcrino,
coexisten en tejidos linfoides, enddcrinos y neurales; ¢) mediadores enddcrinos y
neurales pueden afectar al sistema inmune; y d) mediadores inmunes pueden afectar

al sistema enddcrino y al sistema nervioso (82,83).

El SNC puede controlar al sistema inmune mediante tres vias: sistémica, regional y
local (81). En reglas generales, el sistema nervioso periférico es la primera linea de
defensa en los sitios inflamados a través de la liberacion de neuropéptidos que
generalmente incrementan la respuesta inflamatoria; sin embargo, a nivel regional,
por lo general la inhiben, a través de la inervacion de los érganos linfoideos (84—88).
Finalmente, el sistema neuroenddcrino controla la inflamaciéon a nivel sistémico,
mediante la liberacion de glucocorticoides via eje hipotaldmico-pituitario-adrenal

(HPA) (81,83).

El SNA, que se encarga de regular las funciones viscerales del organismo de manera
involuntaria, se divide en sistema nervioso simpatico y sistema nervioso parasimpatico.
Estos dos sistemas tienen bases anatdmicas y funcionales diferentes, pero ambos se
tratan de fibras preganglionares mielinizadas que hacen conexiones sindpticas en
centros denominados ganglios, con fibras postganglionares no mielinizadas las cuales

inervan a los érganos efectores. La mayor parte de los érganos se encuentran
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inervados por fibras provenientes de ambas divisiones del SNA y la respuesta es

usualmente opuesta, aunque, en algunas circunstancias, puede ser semejante (87).

2. 1. Control de la respuesta inmune por el SNA simpdtico o adrenérgico

El sistema nervioso simpdtico es la rama con mas eferencias del SNA, y sus fibras
postganglionares, mayormente son noradrenérgicas, es decir, liberan norepinefrina
(NE). Este neurotransmisor, junto con la epinefrina liberada por la médula adrenal al
torrente circulatorio, se denominan catecolaminas (CAs), y son los principales
productos del sistema simpatico. Este sistema es el encargado de dirigir la respuesta
adaptativa al estrés; en presencia de estresores fisicos o psicolégicos, el eje simpatico-
adrenal y el eje HPA se activan y liberan CAs y glucorticoides con el objetivo de
recuperar la homeostasis perdida. Ejemplo de estresores fisicos son las citoquinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a, ya que estimulan la respuesta al estrés (87). Como
cualquier estresor, generan la liberacion sistémica de epinefrina y de glucocorticoides
desde la glandula adrenal, y la secrecion de NE a nivel regional, como por ejemplo en

los érganos linfoideos, asi como localmente en el sitio inflamado.

Aunque muchos dérganos reciban inervacion de ambas divisiones del SNA, es comun
gue una predomine sobre la otra. Los organos linfoideos reciben principalmente fibras
simpaticas, las cuales liberan NE en regidn perivascular y parenquimal de los mismos,
regulando el trafico y la funcionalidad de las células inmunes, asi como también su
desarrollo en el caso de los érganos linfoides primarios (87,89). No obstante, se ha
reportado interaccidon neuroinmune en otros tejidos no linfoides, como por ejemplo, la

piel y el pulmodn (83).

Se ha demostrado la presencia de un sistema adrenérgico no neuronal en las células
inmunes, con expresién de enzimas que degradan las CAs, MAO (Monoamino oxidasa)
y COMT (Catecol-O-metiltransferasa), asi como receptores adrenérgicos (ARs, del
inglés adrenergic receptors) y maquinaria para la sintesis de las mismas. Se ha
reportado que la expresion de los diferentes elementos puede ser modulada por la

activacion celular (83,90-92).

Los ARs son receptores de siete pasos transmembrana acoplados a proteina G (GPCR,

del inglés G protein-coupled receptor) y pueden dividirse en dos grupos principales: los
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a y los B, los cuales a su vez se dividen en al, a2, B1, B2y B3, cada uno de ellos tiene a
su vez, mas de un subtipo. Se ha reportado que la NE y la epinefrina activan estos ARs
presentes en CD, Mo, macrofagos, neutrofilos, eosindfilos y linfocitos, siendo
predominantes los B2. Se considera que la respuesta al estimulo adrenérgico depende
del AR involucrado, del estado de diferenciacién y de la activacidn de la célula inmune,

asi como de la presencia del Ag y su naturaleza (83,87).

La estimulacién con NE sobre los LT CD4" naive incrementa la diferenciacién hacia
células Th1; no obstante, inhibe sus funciones cuando se encuentra terminalmente
diferenciada. Esto puede relacionarse con las variaciones en la expresién de los ARs en
los diferentes estados; los B2 se observan aumentados en las CD maduradas con LPS,
asi como en las células diferenciadas a Th1, mientras que se encuentran disminuidos

en las diferenciadas a Th2 (83).

La evidencia acumulada hasta el momento sugiere que la NE podria influenciar la
presentacién antigénica, activacion, proliferacion y diferenciacion de las células T,
debido a la presencia de ARs en las células involucradas en estos procesos, y al hecho
de que la inervacion simpatica se encuentre restringida al area paracortical tanto en

bazo como en ganglios (93).

En resumen, se ha sugerido que el rol del sistema simpatico sobre la inmunidad innata
es limitar la respuesta inflamatoria hacia patégenos, modulando el tipo y la potencia
de la respuesta adaptativa. Una regulacién anormal de estos mecanismos puede
contribuir a desdrdenes como infecciones crénicas y patologias autoinmunes o
alérgicas; de hecho, en condiciones de estrés o ansiedad, eventos en los que la
actividad simpatica se ve incrementada, estos desérdenes se encuentran exacerbados

(88).

2. 2. Control de la respuesta inmune por el SNA parasimpdtico o colinérgico

El sistema nervioso parasimpatico inerva multiples érganos y juega un importante rol
en regular un conjunto diverso de funciones fisiolégicas como la frecuencia cardiaca, la
secrecidn hormonal, la peristalsis gastrointestinal, la digestidén, la inflamacién y la
funcién inmune (94). La acetilcolina (ACh, del inglés Acetylcholine) es el

neurotransmisor por excelencia de este sistema. No obstante, las fibras
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preganglionares del sistema simpdtico asi como algunas fibras posganglionares del
mismo, como las que inervan las glandulas sudoriparas y algunos vasos sanguineos que
riegan la musculatura esquelética, también son colinérgicas. Por ultimo, la ACh es el

neurotransmisor implicado en la unidén neuromuscular.

2. 2. 1. Sistema colinérgico neuronal

En las terminales nerviosas, la ACh es sintetizada a partir de colina y acetil coenzima A
en una reacciéon catalizada por la colina acetiltransferasa (ChAT, del inglés Choline
acetyltransferase). La colina es incorporada a la célula gracias a la accién de un
transportador de colina de alta afinidad (ChT1, del inglés Choline transporter 1). Una
vez sintetizada es transportada dentro de vesiculas sinapticas por el transportador de
ACh vesicular (VAChT, del inglés Vesicular Acetylcholine transporter) hasta ser

exocitada, luego de la despolarizaciéon de la membrana presinaptica (1,95) (figura 5).

El tiempo en el cual la ACh puede ejercer su accién en el espacio presindptico y otros
compartimientos es muy limitado, ya que es rapidamente degradada, principalmente,
por la enzima acetilcolinesterasa (AChE, del inglés Acetylcholinesterase), presente en la
membrana pre y postsinaptica (figura 5); a diferencia de las CAs que exclusivamente
terminan su efecto por la recaptacion de las mismas mediada por sus receptores (96).
Esta enzima es encontrada en la mayoria de los tejidos y fluidos, existiendo diversas

isoformas (83).

La accion biolégica de la ACh es mediada por dos grupos de receptores: los nicotinicos
(nAChR, del inglés nicotinic Acetylcholine receptor) y los muscarinicos (mAChR, del
inglés muscarinic Acetylcholine receptor). El primero es un receptor ionotrépico, el
mismo se encuentra acoplado directamente a un canal iénico; mientras que los mAChR
son metabotrépicos, los cuales desencadenan una cascada de acontecimientos
quimicos que concluye en la apertura de canales idnicos vecinos. Estos receptores
poseen una amplia distribucién tisular y pueden modular diferentes funciones

dependiendo del subtipo particular de receptor que se active (97,98) (figura 5).

25



INTRODUCCION

Acetil coA
.+.
Colina

Terminal
Colinérgica

Colina

Colina

Acetato

Figura 5. Sintesis, transporte y degradacion de ACh en una terminal nerviosa e
interaccion con mAChR y nAChR en las CD. Explicacion en el texto. Modificado de
(99).

2.2.1.1. nAChR

Los nAChR forman parte de la superfamilia de receptores de tipo Cys-loop, una de las
tres que conforman los receptores de canales idnicos regulados por ligandos (“ligand-
gated ion channels”). Estos canales iénicos son proteinas transmembrana que pueden
encontrarse en diferentes estados conformacionales. Una vez que se une la ACh, el
canal iénico se abre permitiendo el ingreso de iones Na* y ca®, lo gue cambia el
potencial de membrana, llevando a una rdpida respuesta celular. La re-estimulacion

constante del receptor puede conducir a un estado de desensibilizacién (98,100).
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Los nAChR son los involucrados en las sinapsis entre las neuronas pre y
posganglionares de los sistemas simpatico y parasimpatico, y también en las
membranas de fibras musculares esqueléticas en la unién neuromuscular. El nAChR
estd conformado por 5 subunidades (pentdmero), que a su vez contienen 4 dominios
transmenbrana y una porcién extracelular muy alargada. El pentdmero debe poseer
como minimo dos subunidades o, cada una de las cuales une una molécula de ACh

(98,100) (figura 6).

Los nAChR pueden ser subdivididos a su vez, en 3 familias: a) los musculares que se
unen a ligandos tales como nicotina y o-bungarotoxina y estdn formados por 2
subunidades o en combinacidn con 4 posibles subunidades mas: 3, d y v, o €; b) los
neuronales homoméricos que estan formados Unicamente por subunidades a7 o a.8; y
c) los neuronales heteroméricos que estan formados tanto por subunidades o como J3,
y se diferencian con el anterior principalmente en que estos no unen a-bungarotoxina
mientras que los homoméricos si lo hacen (figura 6). Existe ademas, una gran
diversidad en la estructura de los nAChR; al dia de hoy, se han descripto 10 cadenas o
(01-10) y 4 cadenas B (B1-p4) diferentes (83), generando multiples combinaciones

posibles, es decir, multiples receptores con propiedades diferentes (98,100,101).

e ACh

nAChR nAChR nAChR
muscular homomeérico heteromérico

Figura 6. Diferentes estructuras y subunidades de los nAChR. Explicacién
en el texto.

2.2.1.2. mAChR
Los mAChR pertenecen a la superfamilia de GPCR: estan formados por una subunidad
que posee 7 dominios transmembrana y una porcidn citoplasmatica muy prolongada

con 16 dominios (figura 7). Se han descripto 5 subtipos de mAChR que se denominan

de M1 a M5. Los mAChR median respuestas relativamente lentas (100 a 250 ms de
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duracioén) y, dependiendo del subtipo de receptor que se active pueden mediar
acciones estimulatorias (M1, M3 y M5) o inhibitorias (M2 y M4), debido a que se
encuentran acoplados a diferentes subunidades de la proteina G, que actdan como
segundos mensajeros, iniciando las vias de transduccion de senales implicadas, que
finalizan con el incremento de Ca** intracelular o el descenso de AMP,

respectivamente (40,101).

Los mAChR se encuentran en todas las células efectoras estimuladas por las neuronas
posganglionares del sistema nervioso parasimpatico, asi como en las estimuladas por
las neuronas colinérgicas posganglionares del sistema nervioso simpatico. Por lo tanto,
se encuentran ampliamente distribuidos en tejidos periféricos; mientras que en el SNC,
los mAChR estan presentes en terminales sindpticas, regulando la liberacién de
neurotransmisores (autorreceptores), junto con heteroreceptores a-adrenérgicos
(94,101).

Medio
extracelular

0000000
Medio Unionis
proteina G
intracelular ! !
COOH

Figura 7. Estructura del mAChR. Se encuentra compuesto por 7 dominios
transmembrana (gris) conectados por 3 bucles intracelulares y extracelulares (azul). La
unioén a la proteina G esta ubicada en la unién del tercer bucle intracelular y el sexto
dominio transmembrana (verde). El sitio de unién a ACh esta localizado entre los
dominios transmembrana (naranja). Adaptado de (102).

A diferencia de los nAChR que son mads rdpidos para activarse y generalmente
excitatorios, los mAChR, son mas lentos, y pueden ser excitatorios o inhibitorios. Los

antagonistas de los primeros son el curare y la mecamilamina (MM), y el agonista mas
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importante, la nicotina; mientras que los mAChR son bloqueados por la atropina (AT) y

estimulados por la muscarina y pilocarpina (98,103).

2. 2. 1. 3. Via colinérgica anti-inflamatoria

Tracey y colaboradores (104) han reportado la existencia de un mecanismo reflejo
inmunomodulatorio mediado por el nervio vago, capaz de controlar la respuesta
inmune de forma efectiva, al cual llamaron “reflejo inflamatorio”. Las vias aferentes
del nervio vago detectan la presencia de componentes inflamatorios, que comunican
la informacion al SNC, volviendo el impulso por la rama eferente del nervio vago y
culminando en la inhibicién de la activacidon del macréfago esplénico. Esta via eferente,
llamada “via colinérgica anti-inflamatoria” se caracteriza por la inhibicién de la
liberacién de mediadores proinflamatorios, tales como TNF-a, IL-1B, IL-18 e IL-6,
producidos por macréfagos estimulados por endotoxinas bacterianas (86,104,105).
Esta via colinérgica anti-inflamatoria media sus efectos a través del reclutamiento y
activacion de la via Jak2/STAT3 por la subunidad nicotinica a7 y a través de la
inhibicion de la activacion y translocacion nuclear del factor transcripcional NF-kB

(105) (figura 8).

Inicialmente, se creia que el nervio vago eferente inervaba directamente al bazo,
donde la ACh liberada se unia a los macréfagos, a través del a7-nAChR. Sin embargo,
se ha demostrado que no existe la presencia de inervacion vagal directa en los OLS.
Rosas Ballina y Tracey (106)propusieron, entonces, que la inervacién vagal induce
estimulacion de la via simpatica mediante interaccién de las mismas en el ganglio
mesentérico, lo que induce la liberacién de NE en la terminal nerviosa del bazo. En este
escenario, la NE liberada se uniria a los B2-ARs de los LT de memoria los cuales
realmente serian la fuente de ACh esplénica, y la ACh liberada por los mismos
finalmente se uniria al macréfago via a7-nAChR (figura 8). Consistente con esta idea,
se ha observado un aumento de nivel de ACh seguido de la estimulacién eléctrica de
los nervios eferentes esplénicos. En contraste, Bratton y colaboradores, demostraron
gue no existe una interaccidn simpatico-vagal en el ganglio mesentérico, por lo cual

mas estudios son necesarios (83,94).
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La estimulacion del nervio vago eferente ha mostrado inhibir la activacién de
macroéfagos en modelos murinos de endotoxemia, peritonitis y shock séptico. En este
mismo sentido, se ha demostrado el rol inmunomodulatorio de la via colinérgica a
través del a7-nAChR en un modelo de injuria pulmonar aguda inducida por sepsis
(107). Por otro lado, esta via modula el sistema inmune presente en el intestino, el cual
a diferencia del bazo, si recibe inervacién vagal directa y la estimulacién eléctrica del
mismo resulta en la liberaciéon de ACh, la cual se une a los a7-nAChR de los macrofagos

presentes en la pared intestinal (94).

Ganglio celiaco

Nervio Vago Eferente

Neurona
noradrenérgica

Estimulacién
vagal aferente

a7-nAChR
e @®

® o, 0
o ¥ Ach

Bazo

° TNF-o
IL-1B
IL-6

Figura 8. El reflejo inflamatorio y la via colinérgica anti-inflamatoria. Explicacién en el texto.
Modificado de (105).

2. 2. 2. Sistema colinérgico no-neuronal

En los ultimos afios, se ha establecido que la ACh excede su papel como principal
neurotransmisor del sistema nervioso parasimpatico. Mas aun, pareceria que la ACh se
encuentra involucrada en la regulacién local de numerosas funciones celulares, en una
amplia variedad de sistemas no-neuronales, no solamente en el sistema inmune (1). En
humanos, tanto ACh como ChAT han sido detectadas en: a) células epiteliales (de los
tractos respiratorio, gastrointestinal, urogenital y en la epidermis); b) células
mesoteliales (pleura y pericardio); c) células endoteliales; d) células musculares; e)
células del sistema inmune: células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del
inglés Peripheral blood mononuclear cells), macréfagos alveolares, CD; y f) células

trofoblasticas de placenta (1,101,108,109).
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La amplia distribucion tisular de ChAT en células no-neuronales suele estar
acompaniada por la presencia de colinesterasas y un patron de expresién diferencial de
nAChR y/o mAChR. A su vez, Wessler y colaboradores han detectado la presencia de
transportadores de cationes organicos (OCT, del inglés Organic cation transporter) en
células no neuronales productoras de ACh, y han sugerido que permitirian la exocitosis

del neurotransmisor en las células mismas (1-4).

Dentro del sistema inmune, la expresion de un sistema colinérgico no neuronal fue
ampliamente demostrada en linfocitos (96,110-112). Los mismos expresan la mayoria
de los componentes encontrados en el sistema nervioso, incluyendo ACh, ChAT, ChT1,

mMAChR, nAChR y AChE.

La estimulacion de los linfocitos Ty B con ACh u otro agonista de los mAChR induce su
proliferacion, al incrementar el Ca®" intracelular, aumentando la expresién del factor
de transcripcién c-fos, la produccién de IL-2 y la transduccién de senales de la misma.
Ademads, incrementa la sintesis de dxido nitrico, determinando la implicancia de los
mMAChR en los efectos citotoxicos de los LT. Estas funciones probablemente sean
mediadas por los mAChR M1, M3 y M5 (96,112). La estimulacion aguda de los nAChR
con ACh o nicotina causa un incremento en el flujo transiente de Ca®', probablemente
a través del a7-nAChR. Por el contrario, la estimulacion crénica de los nAChR (como
ocurre en los individuos fumadores) suprime la proliferacion y actividad de las células T

al disminuir la expresién de los mismos (96).

En las células inmunes se ha descripto la presencia de determinados subtipos de
receptores colinérgicos, aunque los resultados aun permanecen controvertidos. Los LT
expresan M4 y M5, mientras que M1 , M2 (96) y el M3 (113) pueden variar entre
individuos, mientras que en macréfagos se ha descripto la presencia de M2 y M3, con
diferencias en su expresion dependiendo del nivel de activacion de los mismos
(114,115). En cuanto a los nAChR, se ha reportado la presencia de a2, a4, a7, a9 y al0
en linfocitos siendo variable la expresidon entre los individuos, asi como una mayor
expresion de a7 en linfocitos estimulados con nicotina (96,116,117). Por otro lado,
mientras que en los macréfagos se observé la presencia de a-7, a-4, a-1y al0, en las

CD inflamatorias se ha reportado la expresion de a7y, al igual que en linfocitos y Mo,
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este receptor se encontré aumentado al estimular con nicotina, de manera dosis-

dependiente (105,118-120).

Los receptores colinérgicos presentan variabilidad inter-individual en su expresién en
las diferentes células inmunes, y se ha sugerido que esto estaria sujeto a factores
genéticos y/o ambientales. En este ultimo caso, se ha propuesto la implicancia de la

modulacién de a7 por la exposicion al tabaco (120).

Recientemente, nuestro grupo de investigacién ha reportado la presencia de un
sistema colinérgico completo en las CD humanas, con presencia de M3, M4 y M5, y las
enzimas AChE y ChAT. Observamos, ademas, que la presencia de carbacol, analogo
farmacolégico de la ACh, durante la diferenciacion de las CD demostrd incrementar
notoriamente la produccion de TNF-a e IL-8 y la expresiéon de HLA-DR y CD86, todos
efectos mediados por los mAChR. Este agonista colinérgico también logro activar a las
CD ya diferenciadas, al aumentar la produccién de TNF-q, la expresién de HLA-DR y su
capacidad estimulatoria en un cultivo alogeneico, pero no en las CD maduradas, en las
cuales estos parametros gatillados por el LPS fueron inhibidos por el carbacol,
observandose lo mismo en la produccion de IL-12. Observamos resultados similares
con la ACh (109).

Asimismo, hemos reportado un nuevo rol de la ACh no neuronal, sintetizada por
células trofoblasticas: la modulacion de la migracién y activacion de las CPA, como Mo
y CD, favoreciendo un perfil de respuesta inmunosupresora que contribuye al

mantenimiento de la homeostasis en la interfase materno-fetal (108).

Estas observaciones sugieren que la ACh es capaz de ejercer un complejo efecto
inmunomodulador sobre las CD, cuya calidad depende fuertemente de su particular

microambiente.

2. 2. 3. Relevancia del sistema colinérgico en la fisiopatologia de diferentes

enfermedades

Los diversos componentes del sistema colinérgico como ACh, ChAT, ChT1, VAChT,
AChE y n- y/o mAChR, estarian implicados en el desarrollo de numerosas patologias.

Considerando que los diferentes subtipos de n- y mAChR pueden actuar en forma
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sinérgica o antagodnica entre si, cambios en el patron de expresién de dichos

receptores podria dafiar la fina sintonia de efectos celulares mediados por ellos (1).

El impacto de la respuesta inflamatoria sobre el sistema colinérgico no neuronal y
viceversa pareceria estar regulado de una manera muy compleja, y aln es pobremente
entendido. Respecto a la accién inmunomodulatoria de la ACh, la atencién se ha
centrado mayormente en los procesos inflamatorios que ocurren en el tracto
respiratorio, participando en la etiopatogénesis de enfermedades inflamatorias

cronicas de las vias respiratorias, tales como el asma y el EPOC (101,99,121).

El asma es un trastorno inflamatorio crénico asociado a las vias aéreas, caracterizado
por la hiperreactividad del arbol respiratorio. Como explicamos anteriormente, esta
forma de asma se desarrolla como resultado de una respuesta inflamatoria exacerbada

a alérgenos, comun en individuos genéticamente susceptibles o atépicos (122).

El asma alérgico es considerado fundamentalmente una patologia causada por una
desregulacion inmune y se encuentran asociados una serie de mecanismos
relacionados: el desarrollo de un perfil Th2 sobre los demds perfiles, la
hiperreactividad bronquial, la excesiva produccion de secreciones mucosas y la
remodelacion estructural de la vias aéreas (8,40). Estos mecanismos tienen lugar
debido a la participacién de células inflamatorias, como los eosinéfilos, mastocitos y
linfocitos Th2 que son reclutadas a la mucosa respiratoria causando una inflamacion
cronica. La remodelacidn estructural de las vias aéreas se observa en los casos graves y
se caracteriza por presencia de engrosamiento de la membrana basal, hiperplasia e

hipertrofia del musculo liso con descamado de la capa de células epiteliales (123).

Recientemente, se ha observado una disminucién de la poblacién de Treg en las vias
aéreas de asmaticos, sin verse afectados en sangre periférica; sin embargo, aln sigue

siendo un tema de debate su participacion en la inflamacion alérgica (124).

En los ultimos afios, se han realizado estudios que demuestran una asociacién directa
entre las fibras nerviosas y las células inmunes, a nivel de las vias aéreas. La
proximidad anatdmica permitiria a las células inmunes responder a los
neurotransmisores y a la inversa, mediadores liberados por las células inmunes

podrian influir en la actividad de los nervios (125). Ademads, se ha demostrado que el

33



INTRODUCCION

tono vagal se encuentra incrementado en procesos inflamatorios que comprometen la

via respiratoria (121).

Numerosas evidencias demostraron que la ACh incrementa la produccién de
secreciones mucosas Yy la broncoconstriccién al estimular la contraccidn de las células
musculares lisas, y recientemente, se ha descripto que podria jugar un rol esencial en
la regulacion de los mecanismos que conducen a la remodelacion estructural de las
vias aéreas durante el desarrollo de procesos inflamatorios crénicos (121,126). Se ha
demostrado en pacientes con dermatitis atépica y asma, que la produccion de la ACh,
al igual que la del TSLP (49), se encuentra incrementada en el tejido (65). Por otro lado,
se ha observado que la alteracidon de los receptores inhibitorios como el M2 que
autoregula la liberaciéon de la ACh de la célula, conlleva a un incremento en la actividad
del reflejo de broncoconstriccién en respuesta a estimulos inhalados y contribuye a la

hiperreactividad bronquial inducida por alérgenos (127).

Los farmacos anticolinérgicos son ampliamente utilizados, principalmente en el EPOC,
para prevenir la broncoconstriccion y reducir la secrecion mucosa, asi como también
disminuir la infiltracion neutrofilica y la remodelacion aérea (127-129). Se asume que
estos efectos protectivos implican la capacidad que tienen estos farmacos de prevenir
la interaccion de la ACh con los mAChR expresados por las células musculares lisas o
las células epiteliales de las vias aéreas (130—133). Estos hallazgos indican que la ACh,
actuando sobre los mMAChR, principalmente el M3, podria contribuir a la

etiopatogénesis del asmay del EPOC (121,127).

Ahora bien, actualmente comienza a tomar otra relevancia el papel de la ACh en el
curso de estos procesos inflamatorios alérgicos, ya que se ha observado que la misma
tendria un efecto quimiotactico y activador de las células inflamatorias relacionadas al
asma y al EPOC (127). Por lo tanto, la mejora observada en estas patologias por el uso
de farmacos anticolinérgicos, podria deberse a otros efectos, quizds de tipo

inmunomodulatorio, de los mismos que aun desconocemos.

Respecto a esto ultimo, aun no han sido completamente definidos los blancos
celulares responsables de las acciones inmunomodaulatorias ejercidas por la ACh pero,
sin embargo, existen algunas evidencias sobre la accién del sistema colinérgico en los
LT de pacientes asmaticos. Se ha postulado que la presentacién crénica de alérgenos
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aumenta la expresién de mAChR en los LT, incrementando su susceptibilidad a las
acciones modulatorias mediadas por ACh (99). A su vez, los LT activados provenientes
de individuos asmaticos secretan mas ACh en comparacion con los provenientes de
individuos sanos (134), y en adicion a esto, se ha observado que la ACh promueve la

sobrevida de estos LT activados (135) (figura 9).

SANO ASMATICO

;
—@ 28— ﬂ

Proliferacion | Proliferaciéon

Figura 9. Accion del sistema colinérgico en los LT de pacientes asmaticos. Explicacion en el texto.
Modificado de (99).

mAChR
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En los ultimos afos, nuestro grupo ha adquirido una amplia experiencia en el estudio y
caracterizacion de factores presentes en el microambiente inflamatorio capaces de
modular la diferenciacién y/o la activacion de las CD (109,136-138). Recientemente,
hemos determinado la presencia de un sistema colinérgico completo en las CD al
observar la expresion de ChAT, AChE y mAChR, asi como también hemos descripto la
modulacién de su fisiologia celular inducida por la ACh, principal neurotransmisor del

sistema parasimpatico (109).

A pesar de su influencia en el desarrollo de las enfermedades inflamatorias
respiratorias, aun no han sido completamente definidos los blancos celulares
responsables de las acciones inmunomodulatorias ejercidas por la ACh. No existen
trabajos previos en la literatura cientifica que evalien el impacto de la ACh sobre la
fisiologia de las CD durante el desarrollo de procesos inflamatorios alérgicos. Por todo
esto, nuestra hipdtesis de trabajo es que la ACh participa- en las patologias alérgicas
desde el inicio de la respuesta adaptativa, al modular la funcionalidad de las CD vy

condicionar el perfil de respuesta Th2.

OBJETIVO GENERAL: Evaluar si la ACh, a través de sus acciones
inmunomodulatorias sobre las CD, impone y/o favorece un fenotipo promotor de la

respuesta inflamatoria alérgica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la capacidad de la ACh de inducir la polarizacion de las CD hacia un

perfil promotor de respuesta Th2

2. Analizar si la ACh es capaz de modular la polarizacion hacia un perfil Th2

determinado por la accion del TSLP sobre las CD.

3. Determinar si la accion inmunomodulatoria del sistema colinérgico sobre las CD

es inducida también por el sistema noradrenérgico

4. Evaluar la capacidad de la ACh de regular la génesis de un proceso alérgico al

interactuar sobre las CD.
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MATERIALES Y METODOS

1. Resguardos Eticos

Este trabajo cuenta con los avales de los Comités de Etica, Docencia y Bioseguridad del
Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET de la Academia Nacional de
Medicina de Buenos Aires. Los dadores voluntarios de sangre periférica fueron
informados del propdsito de este estudio y, previo a la extraccién de la muestra,

proporcionaron un consentimiento informado.
2. Reactivos Generales

Todos los reactivos utilizados estuvieron libres de endotoxinas. El medio RPMI-1640, el
buffer fosfato salino (PBS), la penicilina/estreptomicina y el suero fetal bovino (SFB), el
cual fue inactivado por calentamiento a 562 durante 30 min, fueron obtenidos de
Gibco, Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA). La IL-4 recombinante humana
(rh) y el GM-CSFrh fueron obtenidos de Miltenyi Biotec, mientras que la IL-12rh
provino de PeproTech (Rocky Hill, CT, USA). La ACh, el carbacol, la norepinefrina (NE),
la mecamilamina (MM) y la ovoalbumina grado V (OVA) fueron obtenidas de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA); mientras que la atropina (AT) proviene del Laboratorio
Larjan (Bs.As., Argentina). El TSLP fue obtenido de R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA). Las placas y microplacas de cultivo de poliestireno de 6 pocillos, de 96 pocillos
fondo en U, y de 96 pocillos mitad de area para ELISA provienen de Greiner Bio One,

GBO (Frickenhausen, Alemania).

3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica o PBMC

Las muestras de sangre fueron obtenidas de dadores voluntarios sanos y no fumadores
del Servicio de Medicina Transfusional del Hospital Italiano de Buenos Aires, a partir de
buffy coats. Las mismas se separaron luego de la centrifugacion de las bolsas de sangre
entera. Las muestras de sangre fueron diluidas al medio con solucién fisioldgica estéril
y se centrifugaron a 210 x g durante 15 min para descartar el plasma rico en plaquetas.
Luego, se recompuso el volumen inicial de la muestra con solucidn fisiolégica estéril y
se sembré sobre una solucién de Ficoll-Triyosom 1,077 g/cm® (GE Healthcare Life

Sciences, Freiburg, Alemania) formando un sistema bifasico, el cual se centrifugd a 483
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x g durante 30 min a 229C. La interfase de PBMC (del inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cells) resultante fue recolectada y luego de dos lavados con solucién
fisiologica estéril (483 x g durante 10 min a 42C), se resuspendieron en medio RPMI
para realizar el recuento celular. En todos los casos, el grado de contaminacién con

células polimorfonucleares fue menor al 5%.

4. Aislamiento de Mo CD14" a partir de PBMC

Los PBMC fueron resuspendidos en buffer PBS suplementado con EDTA 2mM y 0,5%
de BSA (del inglés, Bovine Serum Albumin), Buffer MACs de ahora en adelante.
Posteriormente, los Mo fueron purificados por seleccion positiva mediante el empleo
de perlas magnéticas acorde a las instrucciones del fabricante. Para lo cual, se
incubaron con 10 pl del Ab monoclonal anti-CD14 acoplado a perlas magnéticas
(Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Alemania) por cada 1x10’ de PBMC, durante 15 min
a 4-8°C. Posteriormente, las células fueron lavadas con Buffer MACs, para eliminar el
exceso de Ab. Se resuspendieron en el mismo buffer y se colocaron en una columna de
separacion magnética (Miltenyi Biotec) adosada a un iman y este a un soporte
metalico, lo que permitioé la retencién de las células CD14" y la elusién, por sucesivos
lavados con el Buffer MACs, de las células negativas para dicho marcador. Luego, las
células CD14" fueron recuperadas al separar la columna del iman. Cuando fue
necesario, los linfocitos totales eluidos de la columna de separacidn se recuperaron, se
resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10% de suero AB humano
inactivado por calor, 50 U/ml de penicilina y 50 ug/ml de estreptomicina (Medio SAB) a
una concentracion de 1x10° células/ml y fueron utilizados para ensayos de cultivo

mixto linfocitario (CML).

Los Mo fueron lavaron y resuspendidos en Medio RPMI 1640 para llevar a cabo el
recuento celular y pureza, la cual fue evaluada por citometria de flujo y fue mayor al

95%, en todos los casos.

5. Obtencién de CD a partir de diferenciacién de Mo CD14"

Los Mo purificados fueron cultivados en medio completo humano compuesto por

RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF, 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de
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estreptomicina, a una concentracion de 1x10° células/ml en placas de 6 pocillos en
presencia de IL-4rh (20 ng/ml) y GM-CSFrh (30 ng/ml) (Miltenyi Biotec) durante 5 dias.
El nivel de diferenciacién fue confirmado por la presencia de CDla, mediante

inmunomarcacion y citometria de flujo (figura 10).

A 90%

Complejidad

A 4

Tamafio CD1a

Figura 10. Fenotipo de CD derivadas de Mo CD1a". Al dia 5 de cultivo, las CD se lavaron y marcaron con
Ab monoclonal anti-CD1a. (A) Se muestra un dot-plot representativo de tamafio/complejidad a partir
del cual se seleccioné la poblacion a evaluar, mientras que en (B) se muestra un histograma
representativo donde se indica el % de células positivas para CD1a.

Las CD (1x10° células/ml) fueron cultivadas en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones del agonista colinérgico, ya sea ACh o carbacol (agonista
farmacolégico estable), seguin reportes previos del grupo (109). Dependiendo del
ensayo, las CD fueron pre-tratadas o no con TSLP (15 ng/ml) 20 min antes del agregado
de ACh al medio. Para los ensayos de bloqueo de receptores colinérgicos, previo a la
incubaciéon con TSLP y/o ACh, las CD fueron pre-tratadas por 30 min con los
antagonistas colinérgicos no selectivos de los mAChR y de los nAChR, AT o MM,
respectivamente. En todos los casos, las CD fueron cultivadas a una concentracion de
1x10°/ml en placa de 96 pocillos fondo en U por 18 h en estufa de cultivo a 37°C con
5% de CO,. Los sobrenadantes se recolectaron, fraccionaron y almacenaron a -70°C
hasta su utilizacion, mientras que las células fueron resuspendidas en buffer de

marcacion e inmunomarcadas para determinar su fenotipo por citometria de flujo.

En el caso particular de los experimentos con NE, la pre-incubacién con TSLP fue

realizada durante 4 h para luego exponer las células a diferentes concentraciones de

NE.
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6. Aislamiento de CD CD1c (BDCA-1)* a partir de PBMC

Las células CD1c (BDCA-1)" se obtuvieron a partir de PBMC de sangre periférica,
mediante seleccidn positiva e indirecta con el CD1c (BDCA-1)" Dendritic Cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotec), segun indicaciones del fabricante. Brevemente, se incuban los
PBMC con bloqueante de los receptores para el fragmento Fc (FcR), Ab monoclonal
anti-CD19 acoplado a perlas magnéticas y con el Ab monoclonal anti-CD1c (BDCA-1)
biotinilado, por 15 min a 4-8°C en Buffer MACs. Luego se lavaron y las células B CD19"
se depletaron mediante pasaje por columna de separacion. Este primer paso de
separacién magnética es importante ya que una subpoblacién de células B son CD1c".
La elucidn de esta primer columna se centrifugd, se resuspendié en Buffer MACs y se
incubd con Ab monoclonal anti-Biotina acoplado a perlas magnéticas (siempre
utilizando 10 ul de Ab por 1x10’ de PBMC). Al pasar por la columna de separacién, las
células CD1c" quedaron retenidas en la misma y fueron recuperadas al separar la
columna del iman. Luego, se lavaron con Buffer MACs y se resuspendieron en medio
completo para llevar a cabo el recuento celular, analisis de viabilidad y pureza. Esta
ultima se determind por inmunomarcacion y citometria de flujo, mediante el uso de Ab
monoclonales anti-CD14 y anti-CD1c (Miltenyi Biotec). La pureza obtenida fue mayor al

85%.

Los protocolos experimentales fueron realizados bajo las mismas condiciones que las

CD derivadas de Mo.

7. Aislamiento de LT CD4" naive a partir de PBMC

Las células T CD4" naive fueron purificadas a partir de las PBMC mediante seleccién
negativa con perlas magnéticas utilizando el Naive CD4" T Cell Isolation Kit Il (Miltenyi
Biotec), segin recomendaciones del fabricante. Brevemente, se incubaron los PBMC
con una mezcla de Ab monoclonales biotinilados dirigidos contra los siguientes
antigenos: CD45R0, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD25, CD34, CD36, CD56, CD123,
anti-TCRy/6, anti-HLA-DR, y CD235a (glicoforina A), para la deplecién de células de
memoria TCD4" y células no TCD4", por 5 min a 4-8°C en Buffer MACs. Luego, se
adiciond Ab monoclonal anti-biotina acoplado a perlas magnéticas diluido en buffer

MACs, por 10 min mas a 4-8°C (siempre utilizando 10 pl de Ab por 1x10” de PBMC). Se
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lavaron las células y se realizd el pasaje por columna de separacion; la elucién fue
recuperada ya que contenia a las células TCD4" naive. Se lavaron con Buffer MACs y se
resuspendieron en Medio SAB a una concentracién de 1x10° células/ml. La pureza se
determind por inmunomarcaciéon y citometria de flujo, mediante el uso de Ab
monoclonales anti-CD4 y anti-CD45RA (Miltenyi Biotec). En todos los casos, la pureza

fue mayor al 95%.

8. Cultivos mixtos linfocitarios

Las CD (5x10* células/pocillo) fueron cultivadas por 18 h en presencia o ausencia de
ACh/Carbacol 10®M. Luego, fueron lavadas y cultivadas solas o en presencia de
linfocitos totales alogeneicos resuspendidos en Medio SAB (relacién CD/linfocito =
1/5), en placas de 96 pocillos fondo en U por 5 dias en estufa de cultivo a 37°C con 5%

de COz

La proliferacién de los linfocitos alogeneicos se cuantific6 mediante incorporacion de
timidina tritiada. Brevemente, al 4to dia del CML, las células fueron pulsadas con
timidina tritiada, 1 puCi/pocillo (actividad especifica: 5 Ci/mM, DuPont, Wilmington, DE,
USA) durante las ultimas 16 h del co-cultivo, y finalmente cosechadas en papel de fibra
de vidrio utilizando un cosechador semiautomatico (Skatron Instruments). La
radioactividad incorporada fue medida con un contador B automatico de centelleo
liquido (Perkin Elmer), para lo cual previamente se humedecié el papel de fibra de

vidrio con el liquido de centelleo.

La produccion de citoquinas de los diferentes perfiles T fue evaluada en los
sobrenadantes de CML mediante ELISA o inmunomarcacién intracitoplasmatica y

citometria de flujo.

En paralelo, en un set de cultivos, se agregd IL-12rh (10 ng/ml) en el Medio SAB de los
linfocitos alogeneicos para luego evaluar a los 5 dias, la produccion de IFN-y por ELISA

y por inmunomarcacién intracitoplasmatica y citometria de flujo.

Para los ensayos donde las CD fueron pre-tratadas con TSLP, las CD (2x10"
células/pocillo) fueron pre-tratadas o no con TSLP y 20 min después, se agregd o no

ACh al cultivo y se incubaron por 18 h. Luego, fueron lavadas y cultivadas solas o en
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presencia de LT CD4" naive alogeneicos resuspendidos en Medio SAB (relacién
CD/linfocito = 1/5), en placas de 96 pocillos fondo en U por 7 dias en estufa de cultivo
a 37°C con 5% de CO,. El dia 3 del cultivo, se reemplazé la mitad del volumen por
Medio SAB fresco. Las ultimas 6 h de cultivo, se re-estimularon las células con PMA (50

ng/ml, Sigma) e ionomicina (2 pg/ml, Sigma).

9. RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR)

9. 1. Extraccion de ARN total

El ARN total de CD asi como el de los CML de linfocitos totales se extrajo usando el
método de extraccion por TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Las células, previa centrifugacién, se resuspendieron
en 1 ml de TRIzol (desde 1x10° hasta 10x10° células totales), se homogeneizaron y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

Al descongelar, se homogeneizé6 nuevamente y se dejé reposar por 5 min a
temperatura ambiente (TA). Se agregaron 200 ul de cloroformo, se agitd
vigorosamente por 15 s y se incubd 3 min a TA, centrifugando luego a 12000 g por 15
min a 4 9C. La fase acuosa se transfirié a un eppendorf estéril y se agregaron 500 ul de
isopropanol frio, se mezclé por inversién, se dejé incubar durante 10 min y se
centrifugd a 12000 g por 10 min a 4 °C. Se descartoé el sobrenadante y el pellet de ARN
se lavo dos veces con 1 ml de etanol 75%, centrifugando a 7500 g durante 5 min a 4°C,
en cada lavado. Se descarté el sobrenadante, se dejé secar el pellet por 5 mina TAy se
resuspendid en 20 ul de agua libre de ARNasas tratada con Dietilpirocarbonato (agua
DEPC, Thermo Fisher Scientific). La concentracidon y pureza del ARN se midié por
absorbancia con espectrofotémetro para ADN/ARN GeneQuant (Amersham

Biosciences).
9. 2. Sintesis de ADN copia (ADNc)

Luego el ARN se retro-transcribié a ADNc usando Transcriptasa Reversa M-MLV
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, los pasos fueron
los siguientes: se realizd la mezcla de reaccidn conteniendo 2-3 ug de ARN total, 500

ng de random hexamer primers (Invitrogen), y agua DEPC hasta completar un volumen
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final de 12 pl. Luego, se calenté por 5 min a 65°C, y se llevé a hielo rdpidamente. A
continuacién, se agregé a la mezcla Buffer M-MLV 1X (Invitrogen), DTT 10mM
(Invitrogen), dNTPs 10 mM (Invitrogen) y 200 U de Transcriptasa Reversa M-MLV
(Promega), y se incubd 1 h a 42°C. Por ultimo, se inactivd la reaccién incubando la
mezcla a 70° por 15 min. Las muestras de ADNc fueron mantenidas a -202C hasta la

realizacion de amplificacion.

9. 3. Amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

(Real Time-PCR)

Para el andlisis de la expresion génica de TSLPR mediante gqPCR se procedié a preparar
la siguiente mezcla de reaccién: 10 pl de SYBR Green PCR Select Master Mix (Applied
Byosistem), 2 ul de QuantiTect Primer Assay QT01156176 (Qiagen, Cambridge, USA) o
250nM de primers del gen de referencia, 1 ul de ADNc y el resto de agua DEPC hasta
llegar a volumen final de 20 pl. Las reacciones fueron llevadas a cabo en el ciclador ABI
7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y las condiciones de ciclado fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 min seguido de 40 ciclos de 94°C por
15 s, 55°C por 27 s,y 72° por 33 s. En paralelo, se realizé la amplificaciéon para el gen de
referencia (gen housekeeping) GAPDH, con la siguientes secuencias: 5'-
GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3' (forward) y 5'-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3' (reverse)
(139).

Para el analisis de la expresion génica de TBET, GATA3, y CHRNA?7 (gen de la subunidad
a7 del receptor nicotinico) mediante qPCR, también se utilizé el sistema SYBR Green
PCR Select Master Mix (Applied Biosystem). Las condiciones de reaccion en este caso
fueron: 2,5 ul de ADNc, 2X SYBR Green PCR Select Master Mix (Applied Biosystem) y
0,175 uM de cada uno de los primers correspondientes (Tabla 1), en un volumen final
de 20 pl. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a

50°C 2 min y una de 2 min a 952C, seguido de 45 ciclos de 20 s a 95°Cy 60 s a 602C.

Los primers utilizados, tanto los disefnados para este trabajo de tesis como los citados
por otros autores, amplifican mas de un exdn y/o su sitio blanco involucra a dos

exones consecutivos. De esta manera se evita la amplificacién de ADN gendmico,

45



MATERIALES Y METODOS

debido a una posible contaminacién de la muestra de ARN con este otro acido

nucleico.

El nivel de expresion de los genes target TSLPR, CHRNA7, TBET y GATA3 fueron
cuantificados relativizando a la expresion del gen de referencia GAPDH, y los
resultados fueron expresados en forma relativa a los niveles de las CD sin tratar,

utilizando la férmula 272Ct, donde “Ct = Ct gen target - Ct gen housekeeping (87).

Secuencia de Tamaiio
Gen Secuencia de los primers (5> 3’) ARNm de del Ref
referencia producto
Fw: TACCCGGGGCCGCGTGAGGACTA Bestach
TBET NM_013351.1 318 pb ’
Rv: CGGGTGGACGTACAGGCGGTTTC 2015. (140)
Fw: TGTGTGAACTGTGGGGCAACCTCG Bestach
GATA3 NM_002051.2 315 pb ’
Rv: TTTTCGGTTTCTGGTCTGGATGCC 2015. (140)
CHRNA | Fw: AGAACCAAGTTTTAACCACCAACA Disefiados
7 NM_000746.5 183 pb para este
Rv: TAGTGTGGAATGTGGCGTCAA trabajo
Fw: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC Hu y col
GAPDH NM_002046.5 226 pb ’
Rv: GAAGATGGTGATGGGATTTC 2004 (141)

Tabla I. Secuencias de primers utilizadas para las reacciones de qPCR disefiadas mediante el uso del
software online Primer-BLAST. Fw: Forward, Rv: Rewind. La columna Ref hace referencia al identificador
del ADNc molde en la base de datos RefSeq del NIH (del inglés, National Institutes of Health).

En todos los casos, las muestras fueron medidas por duplicado y se realizaron
controles negativos o NTC (no template control, agua DEPC). El ADNc sintetizado a
partir de ARN total de CD tratadas con LPS (100 ng/ml, Sigma Aldrich) por 18 h fue

utilizado como control positivo de la expresion del gen TSLPR (74).

Los productos de gPCR para el gen TSLPR (115pb) y GAPDH (250pb) fueron separados
en un gel de 2% de agarosa con bromuro de etidio (Sigma Aldrich) y visualizados
mediante un transiluminador UV. El marcador de peso molecular utilizado fue de

100pb-1000pb (Biodynamics).

10. Ensayos in vitro e in vivo en murinos
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10. 1. Animales

Para el cuarto objetivo de esta tesis, se emplearon ratones hembras virgenes BALB/c y
C57BL/6 de 8 semanas de edad. Los ratones fueron criados y mantenidos en el bioterio
del Instituto, de acuerdo a las normas establecidas por el Instituto Nacional de Salud
de Estados Unidos (NIH). Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité de ética para el uso y manejo de animales de laboratorio del IMEX y se llevaron
a cabo en estricta conformidad con las guias de la Sociedad de Fisiologia Americana
(American Physiological Society’s Guiding Principles for the Care and Use of Animals in
Research) y con las reglamentaciones aprobadas por autoridades locales. En todos los

casos, los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical.
10. 2. Aislamiento de precursores de médula ésea de ratones BALB/c

Los precursores de médula dsea de ratones BALB/c fueron obtenidos segiin el método
utilizado por Inaba y colaboradores (142), adaptado en nuestro laboratorio (138,143).
Una vez sacrificado el ratdn, en condiciones asépticas se removid quirudrgicamente el
tejido muscular de los fémures y tibias y se procedié a cortar ambos extremos de cada
hueso con un bisturi a fin de utilizar sélo las diafisis. Los mismos se lavaron 2 veces con
PBS y se transfirieron a una placa de Petri con medio fresco RPMI 1640. A
continuacion, se procedio a aislar la médula ésea, haciéndose fluir 1 ml de medio RPMI
1640 con una jeringa de 1 ml y una aguja de 21G a través del hueso, recogiéndose la
elusién en un tubo estéril. Las células fueron disgregadas a través de sucesivos pasajes
por la aguja. A continuacion, los gldébulos rojos fueron lisados con una solucién de
cloruro de amonio (NH4Cl) 0,45 M por 1 min, llevandose luego a 10 ml con medio
RPMI. Las células fueron lavadas y resuspendidas en 2 ml de medio RPMI para su

recuento y evaluacién de viabilidad.
10. 3. Obtencion de CD murinas por diferenciacion de precursores de médula ésea

Los precursores hematopoyéticos de médula dsea fueron resuspendidos a una
concentracién de 1x10° células/ml con medio completo murino, compuesto de RPMI
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor, 50 U/ml

de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina y B-mercaptoetanol 5,5x10°M (Sigma-
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Aldrich). Se agregd al medio completo un 20% de medio condicionado proveniente de
la linea celular J588-GM productora de GM-CSF murino. Las células fueron cultivadas
en placa de poliestireno de 6 pocillos por 9 dias, realizando cada 48 h el recambio del
medio completo de cultivo por medio fresco suplementado con 20% de factor
proveniente de la linea J588-GM y pasando a una nueva placa las células en suspension
(138,143). Al noveno dia de cultivo, las células no adherentes fueron recolectadas y se
caracterizaron fenotipicamente. Las CD mostraron mdas de un 85% pureza siendo

dobles positivas para CD11c y MHC Il (IAd) (figura 11).
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Figura 11. Fenotipo de CD derivadas de precursores de médula ésea. Al dia 9 de cultivo, las CD se
lavaron y marcaron con Ab monoclonal anti-CD11c y anti-MHC Il (IAd). (A) Se muestra un dot-plot
representativo de tamafio/complejidad a partir del cual se selecciond la poblacién a evaluar, mientras
que en (B) se muestra un histograma representativo donde se indica el % de células dobles positivas.

Las CD (1x10°/ml) fueron incubadas en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de ACh en placa de 96 pocillos fondo en U por 18 h en estufa de
cultivo a 37°C con 5% de CO,. Los sobrenadantes se recolectaron, fraccionaron vy
almacenaron a -70°C hasta su utilizacion, mientras que las células fueron
resuspendidas en buffer de marcacién e inmunomarcadas para determinar su fenotipo

por citometria de flujo.
10. 4. Obtencion de esplenocitos murinos

Luego de sacrificados los animales, se les practicé una incisién adecuada, que permitio
acceder a la cavidad peritoneal y poner al descubierto el bazo, el cual se extrajo con
pinzas y tijeras en condiciones asépticas. El bazo se disgregd con tijeras sobre una
malla metalica, y en presencia de PBS 1X, obteniendo la suspensidn celular en un tubo

estéril mientras quedan retenidas en la malla los detritos celulares y restos de tejidos
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Luego, la suspensién se centrifugd por 10 min a 483 x g a 4°C. Se contaron y se

resuspendieron en medio completo murino a una concentracion de 1x10° células/ml.
10. 5. Cultivo mixto linfocitario murino

Se incubaron CD tratadas o no con ACh 10™M (5 x 10* células/pocillo) por 18 h, se
lavaron y se las enfrenté con esplenocitos alogeneicos aislados de bazo de ratones
C57BL/6 (relacion CD/esplenocito 1:5), en placas de 96 pocillos fondo en U por 5 dias. Se
determind la proliferacion mediante mediciéon de la incorporacién de timidina tritiada,

como se explicd en el item 8 de Materiales y Métodos.
10. 6. Modelo murino de génesis de respuesta inflamatoria alérgica pulmonar

10. 6. 1. Disefio experimental

Se disefid un modelo de alergia pulmonar para este trabajo de tesis, en el cual los
ratones fueron sensibilizados y desafiados con OVA e inoculados con CD, a partir de
protocolos descriptos previamente con modificaciones propias (138,144,145).
Brevemente, el dia O del modelo, los ratones BALB/c virgenes de tratamiento fueron
instilados intranasalmente (i.n.) con CD (5x10° células/100 pl de PBS), previamente
tratadas o no con ACh 10™*M por 18 h. En paralelo, a un grupo de ratones se lo instilé
con PBS en lugar de CD. Unos minutos después de la instilacion, los ratones fueron
inyectados intraperitonealmente (i.p.) con 20 pg de una suspension de OVA grado V
(Sigma Aldrich) preparada en 2 mg de aluminato de sodio (OVA-Alum). Luego de 7
dias, se los desafié con 50 ul de soluciéon PBS-3% OVA por ratén por instilacién i.n., 3
veces a la semana (dia 7, 9 y 11). El dia 14, se procedié a anestesiar a los ratones con
isofluorano para colectar muestras de sangre por puncién del seno retro-orbital,
necesarias para la medicion de IgE en suero. A continuacion, se sacrificaron los
animales y se extrajeron los pulmones de los mismos para realizar el analisis
histopatolégico de los mismos y la evaluacién de las poblaciones celulares por
citometria de flujo en los diferentes tratamientos. En paralelo, un grupo de ratones
recibid la inyeccidn i.p. de OVA-Alum como los demas grupos, pero las instilaciones i.n.

que recibieron fueron en todos los casos de PBS en lugar de OVA.
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Todos los grupos fueron sensibilizados i.p. con OVA-Alum a dia 0. En resumen, los 4

grupos experimentales se describen a continuacién:

I.  Grupo Control Sano: ratones instilados i.n. con PBS en lugar de CD y desafiados

con PBS en lugar de OVA.
Il.  Grupo PBS: ratones instilados i.n. con PBS en lugar de CD y desafiados con OVA.
lll.  Grupo CD: ratones instilados i.n. con CD sin tratar y desafiados con OVA.
IV.  Grupo CD-ACh: ratones instilados i.n. con CD pretratadas con ACh y desafiados

con OVA.

10. 6. 2. Evaluacién de nivel de Ab IgE OVA-especificos en suero

Los animales fueron anestesiados con isofluorano para colectar muestras de sangre
por puncion del seno retro-orbital con capilar. Se incubaron las muestras de sangre a
37°C durante 1 h para permitir la retraccion del coagulo, se centrifugaron a 483 x g por
15 min a 4°C, y se recupero la fase superior perteneciente al suero de cada una de las
muestras. Finalmente, los sueros se decomplementaron a 56°C por 20 min. Los sueros

se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

Los Ab IgE especificos para OVA fueron detectados usando el siguiente protocolo
(138). Se incubaron placas por 16 h con 1 ug/ml de OVA en buffer carbonato de sodio
(pH 9.5, Sigma-Aldrich). Las placas fueron lavadas 5 veces con Tween-20 al 0,05% en
PBS (Buffer de lavado) y bloqueadas con PBS+SFB 10% (Buffer de bloqueo) por 1 h a
TA. Diluciones del suero fueron agregadas y luego de 2 h las placas fueron lavadas 5
veces con Buffer de lavado, agregando finalmente una dilucién apropiada de Ab
monoclonal de deteccién biotinilado (rat anti-mouse IgE, BD Biosciences) por 1 h.
Luego, las placas se lavaron nuevamente y se incubaron con estreptoavidina-
peroxidasa (SAv-HRP, e-Biosciences) por 30 min. Se lavaron por ultima vez 7 veces y se
agregd el sustrato cromogénico 3,3’,5,5'-tetrametilbencidina (TMB, Thermo Fisher
Scientific), frenandose la reaccidon colorimétrica con solucién STOP (H,SO; 2N). La
absorbancia fue medida a 450nm en un lector de ELISA. Los controles negativos
incluyeron pocillos con todos los reactivos reemplazando las muestras de suero por

Buffer de bloqueo.
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10. 6. 3. Procesamiento de los pulmones

10. 6. 3. 1. Andlisis histopatoldgico

Se aislaron los pulmones de los ratones sacrificados, se lavaron 3 veces con PBS 1X y se
mantuvieron en medio RPMI 1640 en placa de Petri. Se separaron muestras de cada
tratamiento para realizar el estudio histopatolégico de los mismos, llevado a cabo por
el Servicio de Patologia del Centro de Estudios Oncolégicos (CEO) perteneciente a la
Academia Nacional de Medicina. Los pulmones fueron fijados en formol 4% por 24 h,
incluidos en parafina y procesados en forma automatica. El andlisis histopatoldgico se
realizd sobre secciones de 4 um de espesor coloreadas con Hematoxilina-Eosina (H-E) y
con técnica del Acido Periddico de Schiff (PAS) para mucopolisacaridos. El
procesamiento del material, asi como los cortes y coloraciones estuvieron a cargo del
Servicio de Patologia del CEO que también colaboré en la interpretacién de los

resultados y la toma de imagenes con microscopio Zeiss Axiolab.

10. 6. 3. 2. Obtencion de suspensiones celulares de pulmon

Luego de haber separado las muestras para el analisis histopatoldgico, con el tejido
restante, se procedid a disgregar mecanicamente el tejido en pequefias piezas con
tijera de punta curva y se perfundieron con una solucién de colagenasa tipo | (250
U/ml; Roche, Bs.As., Argentina) - DNasa | (50 U/ml; Invitrogen), durante 40 min en
estufa de cultivo a 37°C con 5% de CO,, como se describe en reportes previos del
grupo (138). Al final de la reaccidn, se frend la misma con la adicién de PBS 1X
suplementado con 5% de SFB. Luego, la suspensidn se filtréd con malla metalica estéril
para retener los detritos celulares y restos de tejido, recuperando las células en un
tubo, al cual, luego, se le adicioné PBS 1X y se centrifugd por 10 min a 483 x g a 4°C. Se
resuspendieron las células en medio RPMI 1640, para realizar |Ia

inmunofenotipificacién de las mismas.

11. Citometria de flujo

Las células cultivadas bajo los distintos tratamientos fueron recuperadas y lavadas con
PBS-EDTA 2mM-BSA 0,5% (Buffer de marcacién) a TA. Los pellets celulares obtenidos

se resuspendieron y se incubaron con los Ab monoclonales correspondientes segun la
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marcacion. Todos los experimentos fueron evaluados empleando un citémetro de flujo
de 3 colores FacScalibur (BD Biosciences) y se adquirieron entre 10.000 y 50.000
eventos. Los datos fueron analizados empleando el software CellQuest (BD
Biosciences) y se expresaron como porcentaje de células positivas o intensidad de
fluorescencia media (IFM), seglin correspondiera, realizando los debidos controles

para determinar en cada caso el cuadrante o punto de corte.
11. 1. Inmunofluorescencia de superficie directa

Las células se incubaron con concentraciones saturantes de Ab monoclonales
conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) durante 30 min a
4°C y en oscuridad. Se realizaron marcaciones simples o dobles segun se indica en el
ensayo. Para caracterizar el fenotipo de las células humanas estudiadas se utilizaron
Ab monoclonal anti-humano dirigidos contra: CDla, CD14, CD86, HLA-DR, CD83,
OX40L, CD19, CD4 (BD Biosciences) y CD1c, CD45RA (Miltenyi Biotec). En los controles
negativos, los Ab monoclonales fueron reemplazados por los correspondientes

controles de isotipo: IgG1, IgG2a/b (BD Biosciencies).

El fenotipo de las células murinas estudiadas fue caracterizado mediante el empleo de
Ab monoclonales anti-ratéon, conjugados a FITC o PE, dirigidos contra: CD11c, CD11b,
CD40, CD86, MHC I IAd, B220, GR-1 (BD Biosciences). En los controles negativos, los Ab
monoclonales fueron reemplazados por los correspondientes controles de isotipo:

IgG1, 1gG2a/b (BD Biosciencies).

Posteriormente, las células se lavaron con Buffer de marcacion y se fijaron con PFA 1%

para luego adquirirlas por el citémetro de flujo.
11. 2. Inmunofluorescencia de superficie indirecta

Previo a la marcacion de los receptores muscarinicos, las células se fijaron con PFA 3%
para evitar la internalizacién de los mismos. Se lavaron 2 veces con PBS-Glicina 0,1M y
se incubaron con concentraciones saturantes de Ab policlonal de cabra o de conejo
dirigidos contra M1, M2, M3 (cabra), M4 y M5 (conejo), durante 30 min a 4°C (Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemania). Las células se lavaron con buffer de

marcacion y se incubaron con concentraciones saturantes de Ab secundario policlonal
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anti IgG de cabra o de conejo, segln correspondiera, conjugado a FITC/PE (Sigma-
Aldrich), durante 30 min a 4°C y en oscuridad. En los controles negativos, las células
fueron incubadas solo con el Ab secundario correspondiente. Posteriormente, las
células se lavaron con Buffer de marcacién y se fijaron con PFA 1% para luego

adquirirlas por el citémetro de flujo.

11. 3. Inmunofluorescencia intracitoplasmdtica directa

Para la deteccién de citoquinas intracitoplasmaticas, las células se incubaron con
Brefeldina A (10 pg/ml, GolgiPlug, BD Biosciences, San Diego, CA, USA) durante las
ultimas 4 h de cultivo, para promover la acumulacion intracitoplasmatica de proteinas
por inhibicién del transporte proteico. Luego de realizar la marcacion de superficie con
Ab monoclonal anti-CD4 FITC (Biolegend), cuando correspondid, las células se fijaron
con Solucion A del kit Fix and Perm (Dako, Agilent Technologies, Dinamarca) por 15
min a TA a oscuridad, para luego lavarse 2 veces con PBS-Glicina 0,1M e incubarse con
la solucion permeabilizadora (Solucién B) por 15 min a TA y a oscuridad. Luego, se
agrego el Ab monoclonal anti IL-13 o anti IFN-y PE (Biolegend) a la muestra y se incubd
a 4°C por 30 min mas, en presencia dela solucién B. Luego se lavaron las células con
Buffer de marcacion y se fijaron con PFA 1% para luego adquirirlas por el citdmetro de

flujo. En paralelo, se realizo el control de isotipo correspondiente.

11. 4. Evaluacion de la apoptosis celular por union de Anexina V

Se utilizé el método de la Anexina V - loduro de Propidio (IP) para evaluar la muerte
celular por apoptosis. El ensayo consistio en la uniéon de la Anexina V-FITC a los
residuos de fosfatidilserina, que se encuentran en la membrana externa de las células
apoptoticas. Asimismo, para evaluar la integridad celular se utilizé IP, un colorante que
solo ingresa a las células que han perdido la integridad de su membrana. Brevemente,
las células fueron marcadas con Anexina V-FITC (1ug/ml en buffer de pegado
comercial, Immunotools) por 20 min a 4°C y en oscuridad. Al finalizar el tiempo de
incubacion, se agrego el IP (3 pg/ml) e inmediatamente se adquirieron las muestras en
el citdmetro de flujo. Los resultados se expresan como células positivas para Anexina

V-FITC.
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12. Cuantificacién de citoguinas en sobrenadantes de cultivos celulares por ELISA

Las citoquinas humanas fueron evaluadas utilizando los siguientes kits comerciales:
TNF-a (e-Bioscience), IL-8, IL-2, IL-5, IL-12p70, IL-10, IL-6, IFN-y (BD Biosciences), IL-5 e
IL-17 (Biolegend), MDC (CCL22) y TARC (CCL17) (R&D Systems), e IL-4 (Immunotools,

Friesoythe, Alemania), siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Las citoquinas murinas fueron evaluadas utilizando los siguientes kits comerciales:
TNF-a, MCP-1 (e-Biosciences), IL-12p70, e IL-10 (BD Biosciences), segun las condiciones

de los fabricantes.

Brevemente, las placas de 96 pocillos de mitad de area para ELISA se incubaron con el
Ab monoclonal de captura en Buffer de pegado (Carbonato de sodio pH 9.5 o PBS pH
7.2, segun el kit) por 16 h a 4°C. Las placas fueron lavadas 5 veces con Tween-20 al
0,05% en PBS (Buffer de lavado) y bloqueadas con PBS+SFB 10% (Buffer de bloqueo)
por 1 h a TA. Las muestras fueron agregadas y luego de 2 h, las placas fueron lavadas 5
veces con Buffer de lavado, agregando finalmente el Ab monoclonal de deteccién
biotinilado por 1 h. Luego, las placas se lavaron nuevamente y se incubaron con
estreptoavidina-peroxidasa (SAv-HRP) por 30 m. Se lavaron las placas por ultima vez 7
veces y se agregd el sustrato cromogénico TMB Ultra, frenandose la reaccion
colorimétrica con solucién STOP (H,SO4 2N) dentro de los 20 min. La absorbancia fue
medida a 450nm con correccion de 550nm en un lector de ELISA. Los controles
negativos incluyeron pocillos con todos los reactivos reemplazando las muestras de
suero por Buffer de bloqueo. Paralelamente, se realizaron curvas de concentracion
conocida de la citoquina evaluada (curva estandar) para determinar los pg/ml de las

muestras.

13. Analisis estadistico

El nivel de significancia estadistica entre dos grupos fue determinado usando los tests
no paramétricos Mann-Whitney U para muestras no pareadas y Wilcoxon test para
muestras pareadas. Para comparar tres o mas grupos, el nivel de significancia fue
determinado usando el test no paramétrico Kruskal-Wallis para multiples

comparaciones con post-test de Dunn’s para muestras no pareadas o el test de
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Friedman para muestras pareadas. Los valores de p<0,05 fueron considerados
significativamente diferentes. Se utilizd el software GraphPad Prism 6 (GraphPad

software Inc) para realizar todas las pruebas estadisticas.
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En los ultimos afios, se ha establecido que la ACh participa activamente en la
etiopatogénesis de enfermedades inflamatorias crdnicas de las vias respiratorias, tales
como el asma y el EPOC, en las cuales, la respuesta inflamatoria y la remodelacion de
las vias aéreas son los blancos terapéuticos caracteristicos de estas patologias (127).
Prueba de ello, es el uso de anticolinérgicos en las mismas, siendo la primera linea de
tratamiento en el EPOC (127). En ambas patologias, asi como también en la dermatitis
atépica, se demostrd la liberacion exacerbada de ACh y/o la disfuncion de sus
receptores en los tejidos implicados (50,121,127,146). Mas alld de esto, existen
evidencias recientes de que las células residentes e inflamatorias que controlan la
inflamacién y la remodelacién de las vias aéreas, presentan un sistema colinérgico no-
neuronal y que los anticolinérgicos reducen la respuesta inflamatoria en estas
patologias (1,109,147-149). Todo esto sugiere que la ACh podria ejercer acciones

inmunomodulatorias que favorecerian el desarrollo de estas patologias inflamatorias.

1. ACh induce la polarizacién de las CD hacia un perfil promotor de respuesta Th2

Por todo lo mencionado, y habiendo demostrado previamente la presencia de un
sistema colinérgico no neuronal en las CD capaz de modular su fisiologia (109), nos
propusimos determinar la capacidad de la ACh, al interactuar sobre las CD, de modular

la génesis de una respuesta inflamatoria de etiologia Th2.
1. 1. ACh promueve cambios fenotipicos asociados a una respuesta Th2 en las CD

En los ultimos afios, se ha descripto el rol clave que ejerce la molécula OX40L al
favorecer las respuestas Th2 en las patologias alérgicas como el asma y la dermatitis
atdpica, entre otras (44,74). Teniendo en cuenta esto, evaluamos en primer lugar, si la
ACh y su analogo el carbacol, podrian ser capaces de inducir sobre las CD la expresion
de esta molécula. En base a nuestros resultados previos (109), utilizamos la
concentraciéon 10%M de ACh/carbacol para estimular a las CD por 18 h y como se
observa en la figura 12A y B, tanto las CD tratadas con ACh (ACh-CD) como las CD

tratadas con carbacol (Carb-CD) incrementaron la expresion de OX40L.

A partir de este resultado, nos preguntamos entonces, si la ACh ademas podria

modular la produccién de las quimioquinas TARC (CCL17) y MDC (CCL22), las cuales se

57



RESULTADOS

encuentran aumentadas en las patologias alérgicas favoreciendo el reclutamiento
continuo de células Th2 al foco inflamatorio (44,56). En la figura 12C y D, se puede
observar que la ACh aumenta significativamente la produccion de ambas

quimioquinas.
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Figura 12. ACh promueve cambios fenotipicos asociados a una respuesta Th2 en las CD. (A-C) Se
cultivaron CD (1x10%/ml) por 18 h con o sin ACh/carbacol (10®M) y la expresién de OX40L fue evaluada
mediante citometria de flujo (A y B), mientras que la produccién de las quimioquinas MDC y TARC fue
medida por ELISA, media + SEM (del inglés, Standard error media), n=8 (C y D). En (A) se muestran
histogramas representativos de n=8, mientras que en (B) se muestra la media = SEM de intensidad de
fluorescencia media (IFM) expresada como porcentaje relativo a CD sin tratar (n=8), asignandole un
valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas. *p<0.05 y **p<0.01 vs CD sin tratar.

1. 2. ACh aumenta la capacidad estimulatoria de las CD promoviendo un perfil de

respuesta tipo Th2

Teniendo en cuenta que la ACh induce la expresion de OX40L y en base a nuestros
resultados previos (109), donde demostramos que es capaz de incrementar la
expresion de HLA-DR y moléculas co-estimulatorias en las CD, nos propusimos evaluar
la capacidad de las CD tratada con ACh de estimular una respuesta inmune adaptativa.
Para esto realizamos ensayos de CML en los cuales, primero, tratamos o no a las CD

con los agonistas colinérgicos, y luego las enfrentamos a linfocitos alogeneicos por 5
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dias. Como se puede observar en la figura 13, el tratamiento con ambos agonistas
colinérgicos aumentd la capacidad estimulatoria de las CD resultando en un
incremento en la proliferacién de células T (figura 13A) y en la estimulacién de la
produccidn de IL-2 (figura 13B). Al evaluar la produccién de las citoquinas TNF-a, IL-10,
e IFN-y (figuras 13C-E), no encontramos diferencias significativas entre los
tratamientos, mientras que la produccion de IL-17A fue indetectable (dato no
mostrado). Por el contrario, interesantemente, el tratamiento de las CD con ACh
aumento significativamente la produccidn de IL-5, IL-4 y el nimero de células T CD4"
productoras de IL13" en el CML (figura 13F, G, I). En concordancia con estos
resultados, al evaluar el balance entre los perfiles Th1/Th2 mediante la expresiéon de
sus factores de transcripcion, observamos que la relacion Tbet/GATA3 (Th1/Th2) fue
significativamente menor en los cultivos de CD tratadas con ACh comparado con los

CML de CD no tratadas (figura 13H).

59



RESULTADOS

A B C D
200+ whk 200~ . 400- 80+
g
I
S 150 150 — 300 o 297
® E % E
k" [=2]
£ 0 100 2 100+ = 200- £
o ® : CIS o
[} b W 5
2 = F =
& 50 50 = 100
-
X
= ol 0 0-
CD  AChLD cD  Ach-CD
E F G H
80- 100+ * 80- * 1.5+
[} —
_ o0 = =g
= o - =
= - ]
B £ o g g¢
£ 404 14 2 o e
5 Y < Te
I @ 40 ¥ cn
i = . S e
= 20 g e
20- 33
e
0- 0-
cD  Ach<D cD  ACh<D
I 200+ E
D ACh-CD T
3 = 150
6,1% o=
= »
©n
=,"~; 100+
o 83
A\ 28 50
= o
=
SN

» ch ACh-CD

CD4

Figura 13. ACh polariza a las CD hacia un perfil promotor de respuesta Th2. (A-1) Se incubaron CD por
18 h con o sin ACh/carbacol (10'8M); se lavaron y se cultivaron con linfocitos alogeneicos (relacion
CD/linfocito = 1:5). La proliferaciéon evaluada por incorporacién de timidina tritiada (A), la produccion
de citoquinas TNF-a (C), IL-10 (D), IFN-y (E), IL-5 (F), IL-4 (G) (ELISA) e IL-13 (marcacién
intracitoplasmatica y citometria de flujo) (1), asi como la expresion de ARNm de Thet y GATA3 (H) (qRT-
PCR) fue evaluada al dia 5, mientras que la produccion de IL-2 (B) (ELISA) fue medida a las 48 h (media
SEM de 5-8 experimentos). En (A) e (1) se expresan los resultados como la media + SEM del porcentaje
relativo a CD sin tratar (n=8), asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas. (H) Los
resultados se expresan como la media + SEM (n=5) de la relacion Tbet/GATA3 de cada experimento, la
cual se calculé a partir de la expresién relativa de ARNm de cada factor. (I) En el panel izquierdo se
observa un experimento representativo. En todos los casos, el nivel de produccién de citoquinas del
cultivo de linfocitos solos fue indetectable (dato no mostrado). *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 vs CD
sin tratar.

Juntas, estas observaciones sugieren que la ACh favorece la polarizacidon de las CD
hacia un fenotipo promotor de perfil Th2. Mas aun, para reforzar esta observacion,
nos propusimos evaluar si bajo condiciones promotoras de un perfil Thl, seguiriamos
observando el mismo efecto. Como podemos observar en la figura 14, en presencia de
IL-12, la produccion de IFN-y se redujo significativamente en los cultivos de ACh-CD
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respecto a CD sin tratar. En la figura 14A, a partir de la marcacién intracitoplasmatica
de las células del CML, pudimos confirmar que el descenso observado en la

produccién de IFN-y se encontraba asociado a la disminucidn de las células T CD4'IFN-
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Figura 14. CD tratadas con ACh inhiben la produccién de IFN-y en condiciones promotoras de un perfil
Th1. (A-B) Se incubaron CD (1x10%/ml) por 18 h con o sin ACh (10°M); se lavaron y se cultivaron con
linfocitos alogeneicos (relacion CD/linfocito = 1:5), en ausencia o presencia de IL-12 (10 ng/ml). La
produccién de IFN-y fue evaluada a los 5 dias de CML mediante marcacion intracitoplasmatica y
citometria de flujo (A) y ELISA (B). Un experimento representativo se muestra en (A) y la media + SEM
de n=4 experimentos en (B). *p<0.05.

Por otro lado, y para determinar que las diferencias observadas entre las CD y las ACh-
CD no se debian a cambios en la viabilidad celular, analizamos cémo la ACh podria
modular la sobrevida de las CD. En la figura 15, puede observarse que las CD tratadas
con ACh no mostraron diferencias en la viabilidad celular respecto a las CD sin tratar,

con ninguna de las concentraciones fisioldgicas evaluadas (10°M, 10%M, 107M).
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Figura 15. ACh no afecta la viabilidad de las CD. (A-B) Se cultivaron CD (1x10%/ml) por 18 h en
presencia o ausencia de diferentes concentraciones de ACh y se evalud la viabilidad mediante el kit
Anexina V/loduro de propidio por citometria de flujo. En (A) se muestra el dot-plot tamafio vs
complejidad que se utilizé para determinar la region a evaluar y un dot-plot representativo de Anexina
V/loduro de propidio de un experimento representativo, mientras que en (B) se muestra el porcentaje
de células Anexina V+ (media * SEM, n=3).

Los resultados obtenidos hasta aqui muestran la capacidad de la ACh de
favorecer las respuestas de etiologia Th2, induciendo un cambio fenotipico
(0OX40L) en las CD que promueve la proliferacion y diferenciacion de células
Th2 (citoquinas Th2 y relacion Tbet/GATA3), ademds de facilitar el
reclutamiento de estas ultimas por sintesis de quimioquinas especificas
(MDC, TARC). Sorprendentemente, encontramos que las ACh-CD ademads,
lograron inhibir la polarizacion hacia Th1.

2. ACh favorece la polarizacion de las CD hacia un perfil promotor de Th2 inducido
por TSLP

En los ultimos afios, el TSLP ha despertado un gran interés al establecerse como una
las principales moléculas inductoras del perfil inflamatorio caracteristico de las
patologias alérgicas (150). El TSLP induce la expresién y produccidn de moléculas
asociadas al perfil Th2 inflamatorio en las CD como 0OX40L, MDC y TARC, ademas de
aumentar la expresion de otras moléculas asociadas a la activacion como HLA-DR,

CD86 y citoquinas inflamatorias (49,74). Teniendo en cuenta estos antecedentes, y
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nuestros resultados hasta este momento, nos preguntamos si la ACh seria capaz de

modular/interferir con el efecto del TSLP sobre las CD.

2. 1. La inducciodn del fenotipo promotor de perfil Th2 que genera el TSLP en las CD es

favorecida por la ACh

Para estudiar este punto, las CD se pre-trataron o no con TSLP y luego se expusieron a
ACh 10®M, y observamos que la expresién de OX40L fue significativamente mayor que
la observada con los estimulos individuales (figura 16A). Un resultado similar se
observd cuando evaluamos la expresidn de las moléculas indicadoras de maduracién y
activacion de las CD, CD83 (figura 16B) y HLA-DR (figura 16C), respectivamente. Es
interesante notar que en el caso de OX40L y CD83, el aumento observado no sélo se
demuestra por la IFM sino también por el nimero de células positivas para dichos
marcadores. Si bien, tanto el TSLP como la ACh aumentaron la expresién de la
molécula CD86 por si solos, como ya se ha reportado (49,109), ambos estimulos juntos

no mostraron cambios significativos frente a TSLP-CD y ACh-CD (dato no mostrado).
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Figura 16. ACh incrementé la expresion de OX40L, CD83 y HLA-DR en CD estimuladas con TSLP. (A-C)
Se pre-incubaron o no las CD (1x106/ml) con TSLP (15 ng/ml) por 20 min y se expusieron o no a ACh (10
8M) por 18 h. Luego, la expresion de OX40L, CD83 y HLA-DR fue evaluada por citometria de flujo. Se
encuentran expresados los resultados como la media + SEM del porcentaje de células positivas (Ay B) o
de IFM (C) relativo a CD sin tratar, asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas. (A-C) Se
muestran dot-plots e histogramas representativos de 5-8 experimentos. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.

Posteriormente, nos propusimos evaluar el perfil de citoquinas producido por las CD

tratadas o no con TSLP y/o ACh. Pudimos observar que ni el TSLP ni la ACh aumentaron
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la produccidn de las citoquinas IL-18, IL-6, IL-12p70 e IL-10 en CD, frente a las CD no
tratadas (figura 17A-D). Sin embargo, indujeron un incremento en la produccion de IL-
8 (figura 17E) y TNF-a (figura 17F), siendo significativamente mayor la produccién de

las mismas cuando ambos estimulos se encontraban presentes.

Finalmente, a fin de conocer si los resultados observados en CD derivadas de Mo eran
extrapolables a otro subtipo de CD, evaluamos la capacidad de la ACh de estimular la
produccién de TNF-a en CD CD1c' mieloides circulantes, aisladas a partir de PBMC de
sangre periférica, estimuladas previamente o no con TSLP. Observamos que el TSLP
tiende a aumentar la produccion de TNF-a en las CD respecto a las CD sin tratar, al
contrario de la ACh, la cual a diferencia de lo observado en las CD derivadas de Mo, no
indujo cambios al compararlas con las CD no tratadas. Al estimular a las CD con TSLP y
ACh, se obtuvieron resultados similares a los observados con las CD derivadas de Mo
(figura 17G). Este resultado nos sugiere que la capacidad de la ACh de favorecer los

efectos inducidos por el TSLP no estaria restringida a un subtipo de CD en particular.
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Figura 17. ACh incrementd la produccion de TNF-a e IL-8 en CD estimuladas con TSLP. (A-G)
Se pre-incubaron o no las CD (1x106/ml) con TSLP (15 ng/ml) por 20 min y se expusieron o no a
ACh (10’8M) por 18 h. Luego la produccion de las diferentes citoquinas fue evaluada por ELISA.
(A-F) Los resultados representan la media + SEM de 5-7 experimentos. El panel (G) muestra la
produccion de TNF-a en células CD1c" aisladas de sangre periférica (media + SEM, n= 3).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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2. 2. Implicancia de los receptores colinérgicos y el receptor de TSLP en la respuesta

mediada por ACh y TSLP en las CD

A partir de los resultados mencionados previamente, nos preguntamos si el efecto
favorecedor de la ACh sobre las respuestas mediadas por TSLP podria relacionarse con

cambios en la expresiéon del TSLPR.

El TSLP requiere para sefalizar la presencia de su receptor formando un complejo
heterodimérico completo en la membrana plasmdtica, compuesto por dos
subunidades: la cadena a del receptor de IL-7 y la propia del receptor de TSLP
(60,151,152). A continuacidn, evaluamos la presencia del TSLPR mediante qRT-PCR a
partir del analisis de la expresion del ARNm de la cadena propia del receptor y como

observamos en la figura 18A, la ACh no modificé la expresion de la misma en las CD.

Luego, nos propusimos evaluar la expresion de los receptores colinérgicos en las CD
estimuladas con TSLP. Por ser uno de los nAChR mas estudiados y estar presente en las
CD (118), evaluamos la expresiéon del a7-nAChR por gRT-PCR, y como podemos
observar en la figura 18B, la misma no se vio modificada por el tratamiento de las CD
con TSLP. En segundo lugar, evaluamos por citometria de flujo la modulacién de la
expresion del M1, M2, M3, M4 y M5 en las CD, al tratarlas o no con TSLP. Como
podemos observar en la figura 18C, el tratamiento con TSLP no indujo la expresion de
los receptores M1y M2, los cuales no se expresan constitutivamente en las CD (109). A
diferencia de estos receptores, M3, M4 y M5 si poseen expresion constitutiva en las
CD; sin embargo, solo en el caso del M3 se observé un aumento significativo de su

expresion al tratarse a las CD con TSLP (figura 18Cy D).
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Figura 18. Efecto de ACh y TSLP sobre la expresion del TSLPR y los receptores colinérgicos en las CD. Se
incubaron las CD (1x10°/ml) en presencia o ausencia de ACh (10°M) o TSLP (15 ng/ml) por 18 h y la
expresion de TSLPR (A), receptor nicotinico a7 (a7-nAChR) (B), o receptores muscarinicos (M1-M5) (C-D)
fue evaluada por qRT-PCR o citometria de flujo, respectivamente. (A-B) Los resultados se presentan
como expresidn relativa de ARNm y representan la media £+ SEM de 4-5 experimentos. (A) Se muestra
una corrida electroforética en gel donde se observan los productos de qRT-PCR del TSLPR de un
experimento representativo. (C) Se muestran histogramas representativos, y en (D), la media + SEM de
IFM expresada como porcentaje relativo a CD sin tratar se muestra en (n=5). *p<0.05 vs CD sin tratar.

Con el fin de determinar el receptor involucrado, disefiamos ensayos de bloqueo de los
distintos tipos de receptores colinérgicos (NAChR y mAChR) para determinar
cual/cuales mediaba/n en el efecto estimulador de la ACh sobre las CD pre-tratadas
con TSLP. Para esto, pre-incubamos o no a las CD, por 30 min, con antagonistas no
selectivos para los nAChR y mAChR: MM y AT, respectivamente. Luego, las pre-
tratamos con o sin TSLP y las cultivamos en presencia o ausencia de ACh, como se
explico previamente. Como se puede observar en la figura 19A, el tratamiento con AT,
pero no con MM, inhibi6 completamente el aumento de la expresién de OX40L
observado en las CD tratadas con TSLP y ACh, tanto en el nivel de expresién (figura
19A, panel superior) como en el nimero de células OX40L" (Figura 19A, panel central e
inferior). Resultados similares pueden observarse al analizar la expresién del marcador

de maduracién CD83 (figura 18B).
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Figura 19. AT previene la capacidad de la ACh de incrementar la expresién de OX40L y CD83 en CD
estimuladas con TSLP. Las CD (1x106/ml) fueron pre-tratadas por 30 min con o sin el antagonista
muscarinico AT (10”M) o el antagonista nicotinico MM (10”M). Luego, se pre-incubaron o no con TSLP
(15 ng/ml) por 20 min y se expusieron o no a ACh (10®M) por 18 h; la expresién de OX40L (A) y CD83 (B)
fue evaluada por citometria de flujo. (A-B) Experimentos representativos se muestran en el panel
superior y central, mientras que en el inferior se muestra la media + SEM del porcentaje de células
positivas relativo a CD sin tratar, asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas (n= 4-5
experimentos). ¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Por otra parte, evaluamos la produccién de TNF-a e IL-8, otros dos pardmetros que se
encontraban incrementados en los cultivos de TSLP+ACh-CD. Nuevamente,
observamos que las células tratadas con ambos estimulos a las cuales previamente se
les habia bloqueado los MAChR con el uso de AT, mostraron una significativa inhibicién
del incremento observado en la produccién de ambas citoquinas por las TSLP+ACh-CD
(figura 20). Ademads, en estos parametros, podemos observar que la AT previene de
manera significativa el aumento en la produccién de ambas citoquinas estimulado por

la ACh.
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Figura 20. AT previene la capacidad de la ACh de incrementar la expresion de la produccién de TNF-a e
IL-8 en CD estimuladas con TSLP. Las CD (1x10°/ml) fueron pre-tratadas por 30 min con o sin el
antagonista de los mAChR, AT (10'7M), o el antagonista de los nAChR, MM (10'7M). Luego, se pre-
incubaron o no con TSLP (15 ng/ml) por 20 min y se expusieron o no a ACh (10°Mm) por 18 h; Ia
produccién de TNF-a (A) e IL-8 (B) fue evaluada por ELISA. Los resultados se expresan como la media +
SEM de 5-8 experimentos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

2. 3. ACh incrementa la capacidad de las TSLP-CD de inducir una respuesta inmune

de tipo Th2 inflamatoria

Considerando que tanto la ACh como el TSLP inducen en las CD cambios fenotipicos
gue conducen a una respuesta inmune de tipo Th2 inflamatoria, y que estos cambios
se encuentran reforzados al estar presentes ambos estimulos, nos quedaba por
investigar si este efecto favorecedor de la ACh se traduciria, finalmente, en un
incremento de la respuesta inmune generada por dichos estimulos individuales. Para
esto, realizamos ensayos de CML en los cuales enfrentamos CD previamente tratadas o

no con TSLP y/o ACh con LT CD4" naive aislados de PBMC.

Como podemos observar en la figura 21A-D y como era de esperarse, se observé que
la produccion de IL-2, TNF-a, IL-5 e IL-4 fue incrementada en los cultivos alogeneicos
pertenecientes a las TSLP-CD y las ACh-CD, respecto a los CML de CD sin tratar,
observandose aun mayor produccién cuando los cultivos fueron incubados con ambos
estimulos (TSLP+ACh-CD). A su vez, el tratamiento de las CD con TSLP+ACh incrementd
el nimero de células T CD4" naive productoras de IL13" en un CML (figura 21F). Al
evaluar la produccién de IL-10 por los LT CD4", no observamos diferencias entre los

distintos tratamientos, siendo el nivel de produccién menor a 60 pg/ml (figura 21E).

Finalmente, evaluamos la produccidon de citoquinas en cultivos alogeneicos de CD
CD1c" tratadas o no con TSLP y/o ACh. Por un lado, al igual que en la produccién de
TNF-a por las CD CD1c+, observamos que el tratamiento con ACh posee diferentes
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efectos sobre los dos subtipos de CD; al contrario de las CD derivadas de Mo, las CD1c"
tratadas no aumentaron la produccién ni de IL-2 ni de IL-5 en un cultivo alogeneico,
respecto a las CD sin tratar (figura G y H). Si, en cambio, se obtuvieron resultados
similares, al comparar el nivel de producciéon de IL-2, TNF-a e IL-5 en los CML de
TSLP+ACh-CD, respecto a los que presentan CD tratadas con cada uno de los estimulos

individuales (figura 21G-I).

Por otro lado, al igual que en las CD derivadas de Mo, el nivel de produccién de estas
citoquinas en los CML de TSLP-CD fue significativamente mayor al observado en los
CML de CD sin tratar (figura 21G-l). No se encontraron diferencias tampoco en la

produccién de IL-10 en CD CD1c" (dato no mostrado).
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Figura 21. ACh incrementé la capacidad de las CD tratadas con TSLP de inducir la produccion de IL-2,
TNF-a, IL-5, IL-4 e IL-13 por células T CD4" en el curso de un CML. (A-F) Las CD fueron pre-tratadas o no
con TSLP (15 ng/ml) por 20 min y se expusieron o no a ACh (10°Mm) por 18 h; se lavaron y cultivaron con
LT CD4+ naive alogeneicos (relacion CD/linfocitos = 1:5) por 6 dias. Luego, las células fueron
estimuladas con PMA/ionomicina durante 6 h y la produccidn de citoquinas fue evaluada por ELISA (A-
E) o por marcacion intracitoplasmatica y citometria de flujo (F). Los resultados en (A-E) se expresan
como la media £ SEM de 5-8 experimentos realizados, mientras que en el panel (F, derecho), se
expresan como la media + SEM del porcentaje relativo a CD sin tratar (n=6), asignandole un valor
arbitrario de 100% a las CD no tratadas. En el panel (F, izquierdo) se muestra un experimento
representativo. (G-1) Las CD CD1c" aisladas de sangre periférica (1x10°/ml) fueron pre-tratadas o no con
TSLP (15 ng/ml) y se expusieron o no a ACh (10°m) por 18 h; se lavaron y cultivaron con LT CD4+ naive
alogeneicos (relacion CD/linfocitos = 1:5) por 6 dias. Luego, las células fueron estimuladas con
PMA/ionomicina durante 6 h y la produccidon de citoquinas fue evaluada por ELISA (media = SEM, n= 3).
En todos los casos, el nivel de produccién de citoquinas del cultivo de linfocitos solos fue indetectable
(dato no mostrado). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Los resultados obtenidos aqui muestran la capacidad de la ACh de favorecer
las respuestas mediadas por el TSLP sobre las CD, al aumentar atn mds la
expresion de moléculas claves en la activacion y maduracién de las CD (0X40L
y €D83), asi como el nivel de produccién de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-
a e IL-8), efectos mediados por los mAChR. Estos cambios permiten el
incremento de la capacidad estimulatoria de las TSLP-CD (IL-2) y su
polarizacién hacia un perfil Th2 inflamatorio (TNF-a, IL-5, IL-4, IL-13).

3. NE modula el fenotipo de las CD y favorece parcialmente los efectos inducidos por
el TSLP

A lo largo de los afios, la respuesta inadecuada a estresores fisicos y psicoldgicos se ha
asociado a exacerbaciones en numerosas patologias inflamatorias como reacciones de
hipersensibilidad (p. ej. dermatitis atépica y asma alérgico), y enfermedades

autoinmunes (p. ej. psoriasis) (153).

El sistema nervioso auténomo cumple un rol central en la regulacién del tono muscular
y vascular asi como también en la secrecidén glandular presente en las vias aéreas. Esta
modulacién se encuentra mediada por los neurotransmisores del sistema colinérgico y
adrenérgico, ACh y NE, respectivamente. El sistema simpatico libera NE sobre las
gldndulas mucosas y los vasos sanguineos de las vias aéreas, y a pesar de no tener una
inervacién directa sobre el musculo liso, este presenta ARs como el resto del tejido
pulmonar. Paralelamente, fibras simpaticas inervan ganglios parasimpaticos
permitiendo de esta manera la comunicacidn entre ambos sistemas (40). Ademas, el

tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT, del inglés Bronchus-associated lymphoid
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tissue), asi como los demas dérganos linfoides, se encuentra ampliamente inervado por

el sistema simpatico (154).

A fin de comparar las acciones mediadas por ambas vias del SNA, parasimpatica y
simpatica, nos propusimos evaluar el rol del sistema adrenérgico en la funcionalidad
de las CD, a fin de conocer su participacion en el desarrollo de patologias inflamatorias,
sabiendo que las mismas poseen ARs y que se ha reportado la modulacién de su

fisiologia por NE (93,155-158).

3. 1. NE promueve la expresion de la molécula OX40L en las CD

Debido a que, como se menciond anteriormente, la interaccion OX40L-OX40 se
encuentra implicada en diversas enfermedades inflamatorias, particularmente en
alergia, y que al evaluar la expresion de OX40L en las CD estimuladas con ACh,
encontramos un incremento de la misma, nos propusimos evaluar, si la NE podria
también inducir la expresion de esta molécula. Para esto incubamos a las CD con
diferentes concentraciones de NE por 18 h, y como se observa en la figura 22A, la NE
fue capaz de incrementar significativamente la expresion de OX40L. También
evaluamos la capacidad de las CD estimuladas con NE de producir las citoquinas
guimioatractantes de células Th2, MDC y TARC, y a diferencia de lo observado con
ACh, no se observé un incremento significativo respecto a las CD sin tratar (figura 22B-

C).
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Figura 22. NE induce la expresién de OX40L sobre las CD. (A-C) Se cultivaron CD(1x10°/ml) por 18 h con
o sin diferentes concentraciones de NE y la expresion de OX40L fue evaluada mediante citometria de
flujo (A), mientras que la produccion de las quimioquinas MDC y TARC fue medida por ELISA (media +
SEM, n=3) (B y C). (A) Se muestra un histograma representativo y la media + SEM de IFM expresada
como porcentaje relativo a CD sin tratar (n=8), asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no
tratadas. *p<0.05 vs CD sin tratar.

3. 2. NE promueve la expresion de moléculas co-estimulatorias sobre las CD, sin

favorecer la induccion de las mismas por TSLP

A continuacién, evaluamos si la NE podria modular la induccién de la expresidn de las
moléculas OX40L, CD83 y HLA-DR por el TSLP sobre las CD. Para esto, pre-incubamos a
las CD en presencia o ausencia de TSLP por 4 h, para luego estimularlas o no con
diferentes concentraciones de NE, por 18 h. Como se observa en la figura 23, si bien
tanto el TSLP como la NE aumentaron la expresién por si solos de las tres moléculas
evaluadas, ambos estimulos juntos no mostraron cambios significativos frente a TSLP-
CD y NE-CD. Ademas, la NE no fue capaz de modular la expresién de CD86 ni sola ni en

presencia de TSLP (dato no mostrado).
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Figura 23. NE induce la expresion de OX40L, CD83 y HLA-DR sin modular la expresion de las mismas
por TSLP. (A-C) Se pre-incubaron o no las CD (1x10°/ml) con TSLP (15 ng/ml) por 4 h, y luego se
estimularon o no con diferentes concentraciones de NE por 18 h. Luego, la expresién de OX40L, CD83 y
HLA-DR fue evaluada por citometria de flujo. Se muestra la media + SEM de IFM expresada como
porcentaje relativo a CD sin tratar, asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas. (A-C) Se
muestran histogramas representativos de 5-9 experimentos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

3. 3. NE favorece la produccion de citoquinas pro-inflamatorias en CD estimuladas

con TSLP

Paralelamente, nos propusimos evaluar el perfil de citoquinas producido por las CD
pre-tratadas con TSLP (por 4 h) y estimuladas luego con diferentes concentraciones de
NE. Pudimos observar que la produccion de IL-8 fue significativamente mayor cuando
las CD se encontraban tratadas con ambos estimulos frente a las CD tratadas con los
estimulos individuales (figura 24A). En la figura 24B, podemos observar que CD pre-
tratadas con TSLP y luego estimuladas con NE, en el rango de concentracién de 5.10°
"M a 1.107M, incrementaron significativamente la produccién de TNF-a frente a CD
cultivadas con los estimulos individuales. Por otra parte, ni el TSLP nila NE aumentaron
la produccién de las citoquinas IL-1B, IL-6, IL-12p70 e IL-10 por las CD, respecto a las CD

sin tratar (datos no mostrados).
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Figura 24. NE incrementé la produccion de IL-8 y TNF-a en CD estimuladas con TSLP. (A-B) Se pre-
incubaron o no las CD (1x10°/ml) con TSLP (15 ng/ml) por 4 h, y luego se estimularon o no con diferentes
concentraciones de NE por 18 h. Luego la produccidén de citoquinas fue evaluada por ELISA. Los
resultados representan la media + SEM de 9 experimentos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**%*p<0.0001.

La NE, al igual que la ACh y el TSLP, induce sobre las CD la expresion de
moléculas co-estimulatorias claves en la induccion de un perfil Th2
inflamatorio (0X40L, CD83 y HLA-DR). Sin embargo, a diferencia de ACh, no
altera la modulacion de estas moléculas mediada por TSLP, pero si de la
produccion de TNF-a e IL-8.

4. ACh activa a las CD murinas y participa en el desarrollo de procesos inflamatorios
alérgicos

Atendiendo a nuestros resultados precedentes, nos preguntamos si el efecto
observado para la ACh in vitro podia corroborarse con el desarrollo de una respuesta
inflamatoria en las vias aéreas in vivo de etiologia Th2. Esta pregunta guarda relacién
ademas, con el hecho que en los ultimos afios, se ha descripto la presencia de un
sistema colinérgico completo en las CD murinas, con la presencia de mAChR, nAChR,

AChE en células basales y ChAT en células activadas (97).

4. 1. ACh aumenta la expresion de MHC Il sobre las CD y su capacidad estimulatoria

en un cultivo alogeneico

En primer lugar, y con el fin de reproducir los resultados observados en CD humanas,

obtuvimos CD murinas por diferenciacién de precursores de médula ésea de ratones
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BALB/c, como se describe en Materiales y Métodos, y las cultivamos con diferentes
concentraciones de ACh durante 18h. Luego, evaluamos la expresion de moléculas de
activacién y/o maduracién. Como puede observarse en la figura 25A, la ACh 10™'M
aumenté significativamente la expresién de la MHC clase Il (IAd) en las CD, mientras
que las demas concentraciones evaluadas no mostraron cambios significativos (Media
+ SEM; ACh 10"*M: 108 + 1, ACh 10™*M: 129 + 8, ACh 10"°M: 114 * 7,5, ACh 10°M:
105 + 10, ACh 10°M: 107 + 9). No se observé modulacién en las moléculas CD86 y
CD40 en las CD tratadas con ACh frente a las CD no tratadas (dato no mostrado). Esto

podria estar indicando un efecto activador de las CD por la ACh.

Posteriormente, realizamos ensayos de cultivo alogeneico donde enfrentamos a las CD
provenientes de precursores de médula dsea de ratones BALB/c tratadas o no con ACh
10™*M por 18 h, con esplenocitos de ratones C57BL/6. Después de 5 dias, observamos
una mayor proliferacién de los esplenocitos que estuvieron en contacto con las ACh-

CD respecto a los que estuvieron en contacto con las CD no tratadas (figura 25B).
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Figura 25. ACh incrementé la expresion de la MHC Clase Il IA? asi como la capacidad estimulatoria de
las CD. (A) CD fueron expuestas o no a ACh 10™'M durante 18 h (1x10°/ml) y la expresin de la MHC
Clase Il 1A° fue evaluada por citometria de flujo. En el panel (A) se muestra un histograma representativo
mientras que en el panel (B) se muestra la media + SEM de IFM expresada como porcentaje relativo a
CD sin tratar, asignandole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas (n= 3-5 experimentos). (C) CD
fueron expuestas o no a ACh 10"'M durante 18 h (1x106/ml), se lavaron y enfrentaron a esplenocitos
alogeneicos de C57BL/6 (relacién CD/linfocitos = 1:5) por 5 dias. La proliferacién fue evaluada por
incorporacion de timidina tritiada. Los resultados se expresan como la media + SEM del porcentaje
relativo a CD sin tratar (n=3 por triplicado), asigndndole un valor arbitrario de 100% a las CD no tratadas.
El % de proliferacidon de esplenocitos cultivados solos fue en todos los casos menor al 10% (dato no
mostrado). *p<0.01 vs CD sin tratar.

Por otra parte, en forma similar a lo encontrado en CD humanas, observamos que las
CD tratadas con ACh mostraron un incremento significativo en la produccion de TNF-a

frente a las CD sin tratar (figura 26A). Ademds, tampoco observamos cambios
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significativos al medir la produccion de IL-10 e IL-12 donde el nivel fue menor a 50

pg/ml en ambos tratamientos (figura 26B y C).
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Figura 26. ACh incrementé la produccion de TNF-a en las CD. CD fueron expuestas o no a ACh 10
durante 18 h (1x10°/ml) y la produccién de TNF-a (A), IL-10 (B) e IL-12p70 (C) fue evaluada por ELISA
(media £ SEM de n= 3-5 experimentos).

4. 2. Las CD tratadas con ACh favorecen la génesis de un proceso inflamatorio

alérgico pulmonar (modelo in vivo)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro, quisimos evaluar la capacidad de
las ACh-CD de modular la respuesta inflamatoria in vivo. Para lo cual, desarrollamos un
modelo murino BALB/c de alergia pulmonar inducido por instilacion de OVA adaptado
del modelo original descripto por Lambrecht y Hammad y realizado de rutina en

nuestro laboratorio (42,138).

Como se describié en Materiales y Métodos, el primer dia del modelo, se instilaron i.n.
las CD previamente primadas (Grupo: ACh-CD) o no (Grupo: CD) con ACh 10™'M por 18
h a dos grupos de ratones. Un tercer grupo se instilé6 con PBS en reemplazo de CD
(Grupo: PBS). En todos los casos, los ratones se sensibilizaron i.p. con solucién OVA-
Alum, minutos después de la instilacién de las CD / PBS. Luego, a partir del dia 7, se
desafiaron 3 veces con solucién OVA i.n.,, como se describe en el esquema 1,
culminando el modelo al dia 15, con la extraccién de sangre retro-orbital para el dosaje

de IgE y el procesamiento de los pulmones (esquema 1).

En paralelo, a un cuarto grupo se lo instilé i.n. con PBS en lugar de CD, y se lo desafié
con PBS en lugar de solucién OVA; a este grupo se lo denomind grupo control sin

alergizar (Grupo: Control Sano).
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Esquema 1. Disefio experimental del modelo in vivo de génesis de respuesta inflamatoria alérgica
pulmonar adaptado en nuestro laboratorio (explicacidn en el texto).

Como una medida del desarrollo de la respuesta inflamatoria a la OVA, medimos la
produccion de IgE en el suero de los animales tratados, y observamos que no hubo
diferencias significativas entre los ratones instilados tanto con PBS, CD o ACh-CD.
Como era de esperarse, observamos que el nivel de Ig OVA-especifica fue
significativamente mayor en todos los grupos alergizados (PBS, CD, ACh-CD) respecto

al grupo control sano o no alergizado (Control Sano) (figura 27).

Figura 27. Anticuerpos IgE OVA-especificos en suero
aumentados en ratones alergizados respecto a
grupo control sano. Ratones BALB/c fueron instilados
con CD e inyectados i.p. con OVA-Alum el mismo dia,
y aerolizados i.n. con OVA segun se describe en
o =/ _j} T = Materiales y Métodos. El dia del sacrificio, se
' * ‘ obtuvieron muestras de suero y se midieron los
niveles de IgE OVA-especifica en los diferentes grupos
J_"r de ratones alergizados (PBS, CD, ACh-CD) y en el
grupo control sano (Control Sano) mediante ELISA.
Los resultados se expresan como valores de
0.0 PBS cD AChCD Control absorbancia a 450 nm vy representan la media *
Sano SEM de 4 animales por grupo. Experimento
representativo de 2 realizados. *p<0.01.

0.30+

0.15+

Anti - OVA IgE (DO media)

En primer lugar, antes del procesamiento de los pulmones, se tomaron fotografias de
los I6bulos de los mismos para evidenciar los cambios morfoldgicos que presentaron
los diferentes grupos al momento del sacrificio. Los tres grupos de ratones

presentaron focos milimétricos rojizos distribuidos en la totalidad del érgano que se
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correlacionan con los signos de inflamacion observados luego en la histopatologia

(figura 28A).

A continuacidon, una muestra de los pulmones se destind para el estudio
histopatoldgico, como se explica en Materiales y Métodos, a fin de establecer los
cambios tisulares inducidos por los tratamientos en los diferentes grupos. Los tres
grupos han mostrado en comun los siguientes parametros de inflamacién:
vasocongestion de los capilares (figura 28B) e infiltrado inflamatorio con patrén
intersticial (figura 28B), perivascular (figura 28C), y peribronquial (figura 28D). La
celularidad del infiltrado fue principalmente de tipo mononuclear, y fue mas denso en

los grupos instilados con CD y ACh-CD, y minimo en el grupo PBS.
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Figura 28. Parametros comunes de inflamacion entre los grupos. El dia del sacrificio de los ratones, se
extrajeron los pulmones, se tomaron fotografias y se aislaron secciones pertenecientes a los diferentes
grupos alergizados (Grupos PBS, CD, ACh-CD) para analisis histopatolégico. Se muestra una fotografia
representativa de pulmén (A), y de H&E (B-D) mostrando pardmetros comunes entre los grupos. (A)
Vista macroscépica 1X; las flechas indican focos milimétricos rojizos, (B) H&E, magnificacion 400X; se
observa vasocongestion capilar e infiltrado intersticial. (C) H&E, magnificacién 400X; se observa
infiltrado mononuclear perivascular. (D) H&E, magnificacion 400X; se observa infiltrado peribronquial.
Al: Alvéolo, V: Vaso sanguineo. Br: Bronquio. (n=2 experimentos realizado por duplicado)

Al comparar los distintos grupos, pudimos observar que ACh-CD presentd un masivo
infiltrado mononuclear intersticial que provocd engrosamiento de los tabiques,

disminucién de las luces alveolares con reduccion consecuente del espacio aéreo,
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siendo hallazgos predominantes en este grupo respecto a los demas (figura 29A).
Sumado a esto, como podemos observar en la figura 29B, este grupo presenta una
pérdida de la estructura epitelial normal de los bronquiolos a causa de dafo epitelial;
en cambio, el grupo CD a pesar del infiltrado peribronquiolar que presenta, aun
conserva la estructura normal de su epitelio. Finalmente, en la figura 29C podemos
observar bronquios con descamacion celular, hiperplasia de células epiteliales y
liberacién de mucus por células mucosecretoras. Estos cambios predominan en ACh-

CD, siendo de menor intensidad en CD y minimos en PBS.

En conjunto, estos resultados demuestran que el grupo ACh-CD posee mayor

compromiso del parénquima pulmonar evidenciado por presentar una respuesta

inflamatoria mayor asociada a signos de dafio epitelial e hipersecrecion de mucus.

80



RESULTADOS

Figura 29. Pulmones del grupo ACh-CD presentan mayor dafio tisular debido al masivo infiltrado
inflamatorio de tipo mononuclear. Se pueden observar fotografias representativas de los preparados
histolégicos con las coloraciones H&E (A, B) y PAS (C). Las fotografias muestran un experimento
representativo de 2 realizados. (A) H&E, vista panordmica, magnificacién 50X; las flechas negras indican
el tabique inter-alveolar. (B) H&E, vista aumentada, magnificacion 400X; las elipses indican infiltrado
mononuclear peribronquiolar, y las flechas indican dafio epitelial. Inserto en ACh-CD muestra arteriola
con células mononucleares siendo reclutadas. (C) PAS, vista aumentada, magnificacion 400X; las flechas
negras llenas indican células PAS positivas, las flechas naranjas indican células epiteliales descamandose
y las flechas negras vacias indican mucinas liberandose a la luz bronquial. Al: Alvéolo, V: Vaso sanguineo.
Br: Bronquio, Brl: Bronquiolo.

Debido al reclutamiento en el tejido pulmonar inducido por la transferencia de CD,
decidimos analizar las poblaciones pulmonares por citometria de flujo. Para lo cual, los
pulmones se procesaron como se explica en Materiales y Métodos, y como puede
observarse en la figura 30, el grupo ACh-CD mostré un mayor porcentaje de células
CD11b*CD11c. Por el contrario, la poblacién CD11b'CD11c" disminuyé en este grupo
de ratones respecto al grupo CD. Por ultimo, no se observaron diferencias en la

poblacion CD11b*CD11c” entre los grupos analizados (figura 30).

Es importante aclarar que a fin de evitar posibles falsos positivos en el andlisis de las
poblaciones celulares que mostraron cambios en los distintos tratamientos, se
analizaron en paralelo teniendo en cuenta un tercer parametro. Ha sido reportado que
los macréfagos alveolares, frente a las CD y Mo, son células de alta autofluorescencia
(células HAF, del inglés High autofluorescence cells) y que este parametro puede
utilizarse para la distincién de los mismos, cuando se evaltan los marcadores utilizados
(23,159,160). Para esto, se adquirieron muestras de los tratamientos no marcadas y la
poblacién de células HAF se analizé individualmente (dato no mostrado). Al no mostrar
cambios entre los grupos, los analisis se realizaron excluyendo las células HAF (figura

30y 31).

CcD ACh-CD

22% 3% ] 13% 2%

61% 74%

CD11c

CD11b
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Figura 30. La instilacion con ACh-CD en ratones alergizados genera un aumento del porcentaje de
células CD11b+CD11c- y una disminucion de las CD11b-CD11c+ en el pulmén. CD pre-tratadas o no con
ACh 10™'M fueron instiladas en ratones BALB/c (5x10° células / ratén), que minutos después fueron
sensibilizados con OVA-Alum i.p. y desafiados con OVA 3 veces, segin se describe en Materiales y
Métodos. Luego de 15 dias de instiladas las CD, los ratones fueron sacrificados y los pulmones fueron
procesados. Las poblaciones fueron analizadas por citometria de flujo tomando la regién de las CD-Mo-
Macrdéfagos en el dot-plot Tamafio vs Granularidad y excluyendo los macréfagos por autofluorescencia
(células HAF). La figura muestra un dot-plot representativo de 2 experimentos realizados.

Para descartar que esta disminucién de las CD11b'CD11c" se debiera, al menos en
parte, a la poblacién de CD plasmacitoides presentes en el pulmén (24), analizamos la
poblacién B220" de esta regidn y no se observaron diferencias entre los grupos, siendo

alrededor del 15% de la region en ambos tratamientos (figura 31).

cD ACh-CD

16,5% 15,2%

B220

Tamano

Figura 31. La instilacion de ACh-CD no modula el porcentaje de células B220+ en pulmones de ratones
alergizados. CD pre-tratadas o no con ACh 10™'M fueron instiladas en ratones BALB/c (5x105 células /
ratén), que minutos después fueron sensibilizados con OVA-Alum i.p. y desafiados con OVA 3 veces,
segun se describe en Materiales y Métodos. Luego de 15 dias de instiladas las CD, los ratones fueron
sacrificados y los pulmones fueron procesados. Las poblaciones fueron analizadas por citometria de flujo
tomando la regién de las CD-Mo-Macréfagos en el dot-plot Tamafio vs Granularidad y excluyendo los
macrofagos por autofluorescencia (células HAF). La figura muestra un dot-plot representativo de 2
experimentos realizados.

Por otro lado, evaluamos la poblacién de LT CD4"y CD8", y no observamos diferencias

significativas entre los grupos (datos no mostrados).

Estos resultados, nos permiten inferir que la transferencia de CD tratadas con ACh,
condujo a un mayor reclutamiento de células CD11b*CD11c” en el pulmédn respecto a
las CD. Nos preguntamos entonces si las CD tratadas con ACh podrian estar secretando
alguna quimioquina que favoreciera el reclutamiento de Mo. Para ello, evaluamos en
los cultivos de CD tratadas o no con ACh 10™*M por 18 h, la produccién de MCP-1, la
quimioquina mas potente para el reclutamiento de este tipo celular al tejido inflamado

(161). Como puede observarse en la figura 32, encontramos que la ACh-CD presenté
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un nivel significativamente mayor de produccién de esta quimioquina, respecto a las

CD no tratadas.

500 -~
*
400+ T Figura 32. ACh incremento la producciéon de MCP-1 en las CD.
CD fueron expuestas o no a ACh 10"'M durante 18 h
300+ . (1x10°/ml) y la produccién de MCP-1 fue evaluada por ELISA

(media £ SEM de n= 3-5 experimentos).

MCP-1 (pg/ml)

200+
100 %

CD ACh-CD

Los resultados del ultimo objetivo, nos permiten inferir que, al igual que en
humanos, la ACh activa a las CD murinas, aumentado su capacidad
estimulatoria, y que la transferencia de ACh-CD a ratones que inician un
proceso alérgico provocaria un impacto sustancial tanto en la morfologia
como en la funcionalidad del epitelio pulmonar, consecuente al reclutamiento
de células de etiologia inflamatoria, causando un mayor compromiso del
tejido.
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Desde tiempos remotos se ha observado una asociacién entre el estado psicoldgico y
el inmunoldgico del individuo; sin embargo, hasta hace unos pocos afnos el sistema
nervioso y el sistema inmune se consideraban sistemas individuales y auténomos.
Recién en la década del '70, la interaccién entre ambos obtiene su respaldo cientifico,
al demostrarse la produccién de hormonas de estrés ante la presencia de una
respuesta inmune (162). En los primeros afios de investigacion en el darea, se
consideraba que el flujo de informacidon estaba mds bien dirigido desde el sistema
nervioso hacia el sistema inmune, ejerciendo el primero un control homeostatico
sobre el segundo. Si bien esto ultimo es cierto, afnos después se comprobdé que el
didlogo entre ambos sistemas es bidireccional y se encuentra modulado por la
liberacién enddcrina y pardcrina tanto de hormonas como de citoquinas y
neuromediadores (79—-81,163). Este didlogo neuroinmune es, actualmente, un factor
mas a tener en cuenta en la etiopatogénesis de ciertos desérdenes multifactoriales,

como las patologias alérgicas y autoinmunes.

Recientemente, se ha establecido que la ACh excede su papel como neurotransmisor
del sistema parasimpatico, hallandose involucrada en la regulacién local de numerosas
funciones celulares, actuando como un mediador pardcrino en una amplia variedad de
células no-neuronales. Entre estas ultimas, se encuentran las células inmunes, las
cuales presentan receptores colinérgicos, asi como las enzimas necesarias para la

sintesis y liberacion del neurotransmisor (1,164).

En cuanto a la accién inmunomodulatoria de la ACh, la atencién se ha centrado
mayormente en los procesos inflamatorios que ocurren en el tracto respiratorio,
participando en el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas de las vias

respiratorias, tales como el asmay el EPOC (101,99,127).

Nuestro grupo de investigaciéon ha reportado la presencia de un sistema colinérgico
no-neuronal completo en las CD y su capacidad de respuesta ante la estimulacién por
agonistas colinérgicos, resultando en la activacién de las CD y una mayor induccién de
respuesta T en un cultivo alogeneico respecto a las CD sin tratar (109). Estos resultados
nos sugirieron que la ACh cumpliria un papel relevante en la regulacion de Ia

funcionalidad de las CD y en consecuencia, de la respuesta T. A partir de esto, nos
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preguntamos, entonces, qué impacto impondria esta actividad modulatoria al curso de

los fendmenos inflamatorios crénicos que afectan las vias aéreas.

En los ultimos afios, se ha caracterizado un nuevo tipo de células T CD4" Th2, con un
perfil de produccién de citoquinas caracteristico. Estas células, llamadas Th2
inflamatorias, se encuentran asociadas a las patologias alérgicas y en contraste con las
Th2 tipicas, producen altos tenores de TNF-a y no producen IL-10 (49). La induccidn de
este perfil inflamatorio es dependiente de la interaccidon entre las moléculas OX40L-

OX40 presentes en las CD activadas y los LT CD4", respectivamente (74).

En primer lugar, observamos que tanto la ACh como el carbacol inducen sobre las CD la
expresion de esta molécula OX40L. A su vez, incrementa la produccion de MDC y TARC,
dos quimioquinas encargadas de guiar el reclutamiento de células Th2 al sitio de
inflamacién alérgica (44,56). Estos resultados coinciden con los aportados por Liu vy
colaboradores (165), los cuales demostraron que un agonista no-selectivo de mAChR,
la metacolina, incrementd la expresion de OX40L por las CD aisladas de la mucosa
nasal. Juntos, estos resultados sugieren que el sistema colinérgico favorece la

expresion de esta molécula co-estimulatoria de perfil Th2 en distintos subtipos de CD.

Debido a que el TSLP demostréd cumplir un papel critico en la induccion vy
mantenimiento de las respuestas alérgicas asociadas al epitelio, nos propusimos
analizar cudles de estas acciones mediadas por TSLP sobre las CD podia encontrarse
facilitadas por ACh. Como habia sido reportado previamente (71,74), observamos que
el TSLP induce la expresién de OX40L. Interesantemente, el nivel de expresién, asi
como el nimero de células OX40L", fue atin mayor al tratar a las CD con TSLP+ACh,
respecto a las CD tratadas con los estimulos individualmente, efecto que contrasta con
lo reportado para IL-33, que aun siendo una molécula clave en la potenciacion del
perfil Th2, no induce ni refuerza la expresién de OX40L sobre las CD (166). Esto nos
sugiere que la ACh, podria promover aun mas la induccién de respuestas de etiologia
Th2, incluso en presencia de fuertes inductores del perfil, tales como el TSLP,

propiedad que la diferencia de la IL-33.

Un efecto similar hemos observado al evaluar la expresién de las moléculas HLA-DR y
CD83. La expresién de estas moléculas fue aun mas alta en CD tratadas con TSLP+ACh,
comparada con la observada en las células cultivadas en presencia de un estimulo solo,
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indicando que la ACh podria también facilitar el proceso de maduraciéon de las CD
inducido por TSLP. En los ultimos anos, diferentes grupos de investigacién (167—169)
han demostrado mediante experimentos de silenciamiento de CD83, que ademas de
ser un marcador de maduracidn, su presencia genera una mayor proliferacién T al

aumentar la capacidad estimulatoria de las CD en un cultivo alogeneico.

Como hemos reportado previamente (109), la ACh promueve la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-8 por las CD, efecto que es acrecentado
al tratarse las mismas con TSLP+ACh. Esto se diferencia de lo observado en las TSLP-CD
donde no se observd un aumento significativo en la produccién de TNF-a, pero si en IL-
8, acorde a lo reportado previamente (49,71). Aun no considerdndose una citoquina
tipica de perfil Th2, el TNF-a juega un importante rol en el desarrollo del asma vy la
inflamacién alérgica, halldndose exacerbada su produccion en las vias aéreas de
asmaticos, asi como ocurre con la ACh (121). Este incremento en la produccién de TNF-
a se correlaciona con ciertos haplotipos que se encuentran asociados a un mayor

riesgo de asma (170,171).

El pre-tratamiento con AT, pero no con MM, previno significativamente el efecto
favorecedor inducido por la ACh sobre la capacidad del TSLP para incrementar la
expresion de OX40L y CD83, asi como la produccién de TNF-a e IL-8, sugiriendo que la
accion moduladora de la ACh es ejercida a través de los mAChR. Esto es consistente
con lo observado en nuestro trabajo previo (109). Ademas, mientras no observamos
cambios en la expresion del TSLPR en las ACh-CD, hemos demostrado que el TSLP
aumenta Unicamente la expresion de M3 en las CD. Esto posee una importante
relevancia en la patogenia del asma, ya que se sugiere que la expresién aumentada de
M3 puede tener un efecto sustancial en la potenciacion de su rol pro-inflamatorio, al
aumentar la sensibilidad de ligandos enddgenos liberados en concentraciones
fisioldgicas, influyendo en la severidad de la enfermedad y en la eficacia de los agentes

terapéuticos (172).

Finalmente, para evaluar la capacidad de la ACh de promover el desarrollo de
respuestas Th2, analizamos como las CD tratadas con la misma podrian estimular la
proliferacién Ty la produccion de citoquinas de perfil Th2 inflamatorio, IL-4, IL-5, IL-13

y TNF-a, por los LT CD4" en un cultivo alogeneico. En primer lugar, observamos que el
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CML de las ACh-CD presentd una mayor proliferacion y un incremento en la
produccién de IL-4, IL-5 e IL-13 por los LT CD4", en comparacidn con las CD no tratadas.
A su vez, observamos también la disminucion de la relacién Tbet/GATA3 en estos

cultivos, respecto al control, sugiriendo una prevalencia del perfil Th2 por sobre el Th1.

Sorpresivamente observamos que, aun frente a un microambiente promotor de
respuesta Thl generado por la presencia de IL-12 durante el cultivo alogeneico, las
ACh-CD lograron inhibir la promocion de este perfil, observandose disminuidas las
células T CD4+IFN-y+ en estos CML. En contraste con estos resultados, Ito vy
colaboradores (74) han reportado la dominancia del perfil Thl sobre el Th2 en
presencia de IL-12 en los cultivos, mas alld de la interaccién OX40L-0OX40 inducida por
la activacién de las CD con TSLP. Esto nos sugiere que el tratamiento con ACh podria
inducir en las CD la expresion de otros factores no evaluados, desde moléculas de
superficie hasta mediadores solubles, que estarian afectando de una u otra manera la
respuesta de los LT CD4" a la IL-12, lo que conduciria a un descenso de las células T

CD4+ productoras de IFN-y observado.

Previamente (109), hemos observado que la estimulacion de las CD inmaduras con
agonistas colinérgicos aumento la expresion de HLA-DR, la produccién de TNF-a vy la
capacidad estimulatoria de las mismas en un cultivo alogeneico. Estos cambios pro-
inflamatorios observados en las CD inmaduras fueron mediados por los mAChR.
Llamativamente, estos efectos se volvieron opuestos si las CD se encontraban
maduradas con LPS. Estos resultados fueron consistentes con los reportes de
Borovikova y Tracey (86,104,106), donde demuestran que la estimulacién del nervio
vago y la consecuente liberacién de ACh por los LT esplénicos, suprime la produccién
de citoquinas pro-inflamatorias por los macréfagos esplénicos, inhibiendo el shock
séptico por LPS. Este proceso, ampliamente estudiado, se denomind “via colinérgica

anti-inflamatoria”, y se encontraria mediada por el a7-nAChR (119,173).

Apoyando estos resultados, en los ultimos afios, diferentes autores han evaluado las
acciones ejercidas por la nicotina sobre las CD. Vasallo y colaboradores han
demostrado que el extracto de cigarrillo/nicotina aumenta la produccion de IL-8 en las
CD inmaduras, y de PGE2 en CD maduradas, disminuye la expresiéon de las moléculas

co-estimulatorias y la produccidén de IL-12 en las CD maduradas, promoviendo la
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diferenciacién de las células T CD4" en un perfil Th2, con produccién de IL-4, IL-10 y
disminucion de IFN-y (174,175). Estos resultados fueron avalados por el grupo de
Nouri-Shirazi quienes mostraron, ademas, que la nicotina inhibe la captura del Ag en
las CD, su diferenciacién desde Mo, y suprime la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias en CD maduradas con LPS (176-178). Por otra parte, Aicher vy
colaboradores han reportado que la nicotina induce la maduracién fenotipica de las
CD, estimulando la produccién de IL-12 y la diferenciacién de células T CD4" en un

perfil Th1 (118).

En conjunto, estos resultados sugeririan que la estimulacion colinérgica ejerce efectos
duales sobre las CD dependiendo de su grado de maduracidn, asi como también del
tipo de receptor colinérgico involucrado. No obstante, fue interesante observar que las
CD maduradas con TSLP, a diferencia de las maduradas con LPS, que recibieron
posteriormente estimulacién con ACh (TSLP+ACh-CD), aumentaron aun mas la
expresion de sus moléculas co-estimulatorias asi como la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias, estimulando una mayor respuesta proliferativa de LT CD4" naive,
con produccion incrementada de IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-a por los mismos en un cultivo
alogeneico, en comparacion a los estimulados con TSLP-CD y ACh-CD. Podemos decir
entonces, que la ACh no solo no inhibié los efectos pro-inflamatorios en las CD
tratadas con TSLP, sino que los mismos fueron mayores aun, reforzando el fenotipo

inductor de respuestas Th2 inflamatorias.

Esto demuestra que el efecto final del estimulo colinérgico sobre las CD depende no
solamente del grado de maduracién de la misma, sino también del tipo de estimulo
madurativo presente en el microambiente como los PAMPs, citoquinas o
quimioquinas. Estos dos aspectos pueden influenciar, ademas, en la expresién de los
NnAChR y mAChR que median la respuesta, los cuales, segun lo reportado

(109,165,178), presentarian efectos contrastantes.

Por otro lado, quisimos evaluar si el efecto observado por la ACh de favorecer la accion
del TSLP sobre las CD derivadas de Mo, podia abarcar otras subpoblaciones de CD.
Para esto utilizamos CD mieloides circulantes CD1c". Estas son precursoras de las
CD1c" residentes de las mucosas nasal, intestinal y pulmonar (22,51,179,180)(51), y se

considera que, a pesar de poseer caracteristicas fenotipicas comunes, adquieren su
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total funcionalidad luego de migrar al tejido (51); es decir, que las CD1c" circulantes
aun no se encuentran en un completo estado de diferenciacién. Resultados similares a
los observados en las CD derivadas de Mo, se obtuvieron al evaluar la produccion de
TNF-a tanto en las TSLP-CD como en los cultivos alogeneicos de las mismas. Este
ultimo punto coincide con lo reportado previamente por Soumelis y colaboradores
(49), mientras que Melum y su grupo han reportado el mismo efecto en CD CD1c" de la
mucosa nasal. Estos autores han demostrado que el TSLPR no se expresa
constitutivamente en las CD CD11c" (49) o CD CD1c" (51) circulantes, sino que inducen
su expresiéon y activacion luego de 24 h de cultivo con o sin TSLP u otros estimulos

madurativos, como poly I:C (51).

Al tratar a las CD CD1c+ con ACh, observamos que a diferencia de lo observado en las
CD derivadas de Mo, no incremento la produccion de TNF-a al compararlas con las CD
no tratadas. Lo mismo ocurrié en el contexto de un cultivo alogeneico entre ACh-CD y
LT CD4" naive, donde no observamos aumentos significativos de produccion de IL-2, ni

TNF-a, asi como tampoco de IL-5.

En relacion a lo anterior, la diferencia en el efecto de la ACh sobre las CD circulantes
respecto a las derivadas de Mo, las cuales poseen origenes y fenotipos distintos, podria
justificarse por la probable diferencia en la densidad y subtipos de mAChR expresados,
de los cuales se ha reportado, en diferentes tipos celulares tales como linfocitos y
células epiteliales bronquiales, que varia su expresion dependiendo de los estimulos
presentes en el medio, asi como de su grado de activacion (134,172,181,182). No
obstante, al tratar a las CD con TSLP+ACh, se obtuvieron resultados similares a los
observados con las CD derivadas de Mo, sugiriendo que el efecto favorecedor de una

molécula sobre otra no se encuentra restringido a un subtipo particular de CD.

Estos resultados, en conjunto, demuestran que las CD circulantes y las CD residentes
de tejidos presentan una diferente modulacidn tanto por TSLP como por ACh,
determinado en parte por la presencia/ausencia de estimulos madurativos en su
microambiente. Prueba de ello, es la presencia de una mayor expresién del receptor
asi como una mayor poblacién de CD CD1c*TSLPR® en sangre y bronquios de pacientes
asmaticos (183), donde el nivel de TSLP en suero esta aumentado considerablemente

respecto a los dadores sanos (65).
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Asi como otros estimulos inductores de activacidon y maduracién de las CD, como lo
son los PAMPs y el CD40L, el TSLP ha demostrado incrementar la expresion de las
moléculas HLA-DR, CD80, CD86 y CD83 en las CD (49,59,71). Sin embargo, contrario a
los PAMPs y al CD40L, el TSLP no promueve la produccidn de citoquinas promotoras de
perfil Thl y Th17, como lo son la IL-12 y la IL-23, respectivamente, u otras citoquinas

pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1pB, e IL-6 (49,74).

Otra propiedad importante de las TSLP-CD es su capacidad de producir quimioquinas
que reclutan neutréfilos (IL-8) y células Th2 (MDC y TARC) (49,51,71). La IL-8 se
encuentra incrementada en las vias aéreas de pacientes con asma severo, lo cual
demuestra que los neutrdfilos, no solo los eosindfilos, juegan un rol relevante en la
fisiopatogenia del asma severo .Por otro lado, diferente a las clasicas células Th2, las
cuales producen IL-4, IL-5 e IL-13, las células Th2 inducidas por CD estimuladas con
TSLP parecen adquirir un fenotipo inflamatorio caracterizado por la produccion TNF-a
(44,49,74). Estas células Th2 inflamatorias jugarian un importante rol, no solo en el
desarrollo de enfermedades alérgicas como el asma, sino también en la progresién del

cancer (53).

Nuestras observaciones indican que la ACh provoca una serie de cambios en las CD
idénticos a los inducidos por el TSLP; una incrementada expresion de OX40L, asi como
de HLA-DR y CD83, la estimulacién de la producciéon de quimioquinas capaces de
inducir el reclutamiento de neutrdfilos (IL-8) y células Th2 (TARC y MDC) y una
incrementada produccidn de IL-4, IL-5, IL-13 y TNF-a por los LT CD4" en el curso de un
CML. Mas experimentos son necesarios para determinar la relevancia de la ACh

neuronal y no-neuronal, en la promocién de respuestas Th2 in vivo.

A raiz de que una de las acciones principales de la ACh es la contraccion del musculo
liso, los anticolinérgicos estan siendo ampliamente utilizados como broncodilatadores
en EPOC y asma (121,127,184). Sin embargo, esta cada dia mas aceptado que los
anticolinérgicos no solo previenen la broncoconstriccidn sino que reducen la secrecién
mucosa, la infiltracién neutrofilica, y la remodelacion de la via aérea (127-129). Se
asume que estos efectos protectivos involucran la capacidad de los anticolinérgicos de
prevenir la interaccion con ACh con los mAChR expresados tanto por las células

musculares lisas como las epiteliales de las vias aéreas (130-132).
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Nuestros resultados sugieren que los anticolinérgicos podrian también proteger las
vias aéreas en el curso de una enfermedad obstructiva de las mismas, mediante Ia
inhibicidon de la polarizacion de las CD hacia un perfil promotor de respuesta Th2

inducido por la ACh.

Las acciones inmunomodulatorias mediadas por la ACh en el asma, también juegan un
importante rol en otras enfermedades alérgicas, por ejemplo la dermatitis atépica. Es
sabido que la piel presenta un sistema colinérgico no-neuronal completo (185); mas
aun los niveles de ACh difieren marcadamente entre los individuos sanos y los
pacientes con dermatitis atdpica, predominando esto en la capa superficial de la piel.
De hecho, se demostré que ACh puede estar incrementada 14 veces en un eczema de
piel de pacientes con dermatitis atépica comparado con muestras de piel sana (50). A
partir de los resultados de esta tesis, proponemos que la ACh podria estimular la
capacidad de las LC no solo de reclutar células Th2, sino también a estimular la
produccion de citoquinas de perfil Th2, contribuyendo al desarrollo de la inflamacion

alérgica en la piel. Mas estudios son necesarios para validar esta hipotesis.

Junto con la ACh, el sistema adrenérgico cumple un rol central en tanto en la relajacién
del musculo liso debido a la presencia de ARs en el mismo, asi como en el control
vascular y glandular mediante la inervacion de los mismos por fibras adrenérgicas. A su
vez, el BALT se encuentra inervado ampliamente por neuronas adrenérgicas (40,83).
Las exacerbaciones tipicas de los procesos alérgicos se han asociado intimamente a la
desregulacion de la respuesta al estrés (153). Ademas, la evidencia acumulada hasta el
momento sugiere que la NE podria influenciar la presentacién antigénica, activacién,
proliferacidn y diferenciacion de las células T, debido a la presencia de ARs en estas

células y de la inervacién restringida hacia el area paracortical en los OLS (93).

A fin de comparar si la modulacién de las CD por el sistema colinérgico en el contexto
de una respuesta inmune alérgica es exclusiva de este sistema, nos propusimos evaluar
la modulacién de las mismas por el sistema adrenérgico. En comparacién con ACh-CD,
no observamos cambios significativos en la produccién de MDC y TARC por las NE-CD,
asi como tampoco de TNF-a e IL-8. Resultados diferentes observamos al evaluar la

expresion de las moléculas co-estimulatorias OX40L, CD83 y HLA-DR; en este caso, las
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NE-CD aumentaron significativamente la expresién de estas moléculas en comparacién

a las CD sin tratar.

Al pre-activar a las CD con TSLP y luego exponerlas a la NE, observamos un aumento
significativo en la produccidon de TNF-a e IL-8, respecto a las TSLP-CD y NE-CD. Esto nos
sugiere que la NE podria favorecer los efectos pro-inflamatorios del TSLP en las CD. Sin
embargo, esto ultimo no fue lo observado al evaluar las moléculas de superficie OX40L,
CD83 y HLA-DR, donde el tratamiento con ambos estimulos no generdé una mayor

expresion de las mismas, respecto a las CD tratadas con ambos estimulos individuales.

Existen trabajos previos que demuestran el efecto de la NE y/o agonistas B2-
adrenérgicos en CD maduradas con LPS o activadas con CD40. Maestroni y
colaboradores reportaron que la estimulacién con NE en CD murinas maduradas con
LPS, inhibe la diferenciacién hacia un perfil Thl, debido a la incapacidad de las CD
tratadas de producir IL-12 y del aumento de la produccién de IL-10, mediado por los
B2-ARs. Resultados similares fueron demostrados por Nijhuis y su grupo (186), los
cuales observaron una mayor polarizacion hacia un perfil Th2 y Treg, en co-cultivos de
LT OVA-especificos con CD primadas con OVA, maduradas con LPS y pre-tratadas con
NE. A su vez, Goyarts y colaboradores (158) observaron en CD humanas derivadas de
precursores CD34", que la NE inhibe la produccién de IL-12, IL-23, TNF-a e IL-6
mediado por B-ARs, sin afectar la produccién de IL-10. Resultados similares fueron
observados en Mo y CD derivadas de Mo humanas por Panina-Bordignon y
colaboradores (187), quienes ademas demostraron la inhibicién del perfil Thl en LT

CD4" naive activados con mitégenos y pre-tratados con agonista p2-adrenérgico.

Actualmente, se considera que la respuesta celular al estimulo adrenérgico, asi como
ocurre con el colinérgico, depende del receptor involucrado, que a su vez es
dependiente, al menos parcialmente, del grado de activacién celular; prueba de ello,
es el aumento de los f2-ARs en CD maduradas con LPS, asi como la variabilidad de
estos receptores en las células T CD4" diferenciadas, donde se encuentran aumentados
en células Thl y disminuidos en las Th2 (83). A partir de estos resultados, y en base a
los antecedentes descriptos, podemos inferir que la naturaleza del estimulo activador

presente en el microambiente de las CD, es critica para definir el tipo de citoquinas
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producidas por las mismas; mientras la NE estimula la producciéon de TNF-a en las CD

pre-activadas con TSLP, la inhibe en las CD maduradas con LPS.

Para el ultimo objetivo de esta tesis, nos propusimos evaluar la participacién de las CD
moduladas por la ACh en la génesis de un proceso inflamatorio alérgico de las vias
aéreas en un modelo in vivo. En primer lugar, al evaluar la expresion de la molécula
MHC 1l (IA% en CD tratadas con ACh, observamos un aumento significativo de la
misma, acompanado por un incremento en la capacidad estimulatoria de las CD en un
cultivo alogeneico. Por otro lado, observamos que mientras no indujo cambios en la
produccién de IL-10 ni de IL-12p70, la ACh aumenté significativamente la produccion
de TNF-a en las CD. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en las CD

humanas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro, evaluamos la capacidad de las
ACh-CD de modular la respuesta inflamatoria en un modelo murino BALB/c agudo de
alergia pulmonar inducido por OVA-Alum. Al evaluar los pulmones de los distintos
grupos, observamos que ambos grupos instilados con CD han demostrado signos de
inflamacién como vasocongestion capilar e infiltrado inflamatorio de tipo mononuclear
con patrén intersticial, perivascular y peribronquial; no obstante, el grupo ACh-CD fue
el que presentd una disminucién mas marcada de las luces alveolares fruto del
engrosamiento de los tabiques por el masivo infiltrado en el parénquima pulmonar.
Ademas, a diferencia del grupo CD, ACh-CD ha presentado pérdida de la estructura
normal del epitelio bronquiolar, y una mayor hiperplasia de células epiteliales
bronquiales con liberacién de mucus por células mucosecretoras (goblet cells). En
conjunto, estos resultados demuestran que el grupo ACh-CD posee mayor compromiso

del parénquima pulmonar.

Los modelos murinos de alergia actualmente descriptos en la bibliografia, no logran
imitar la totalidad de los signos del asma alérgico observados en humanos. Los
modelos de corta duracién o “modelos de asma aguda” consisten en la exposicién de
los animales a elevadas concentraciones de alérgeno por un periodo relativamente

breve (entre dias y pocas semanas). Estos modelos no han podido reproducir algunos
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de los signos del asma alérgico observados en los asmaticos crénicos, como la

remodelacion de la via aérea y el dafio epitelial (144).

Este dltimo presenta alguna/s de las siguientes caracteristicas: areas de discontinuidad
en el revestimiento epitelial, desprendimiento epitelial (epithelial shedding), y/o
membranas basales desnudas. El dafio epitelial es una caracteristica tipica en el
individuo asmatico, observado tanto en la histopatologia como en el BALF (188), que
no ha sido ampliamente demostrada en modelos murinos de alergia. Se encuentra
aceptado que el infiltrado inflamatorio pareceria estar involucrado en este proceso
(189); luego de la acumulacién de las células inflamatorias en el sitio, estas comienzan
a liberar mediadores como leucotrienos, protaglandinas, histamina, citoquinas,
qguimioquinas y otras moléculas relacionadas a la inflamaciéon, que tendrian el
potencial de aumentar la respuesta inflamatoria y de favorecer el dafo y disfuncion del

tejido (190).

Por otro lado, modelos crénicos de mas de 8 semanas o mdas cortos pero con mas
concentracion de alérgeno y/o aerolizaciones mas frecuentes, lograron imitar algunos
cambios observados en los individuos asmaticos como el engrosamiento de la capa
muscular subepitelial de los bronquios, la deposicién de colageno subepitelial, una
mayor hiperplasia de células mucosecretoras y la consecuente oclusion de la luz de los
bronquios por alta concentracién de mucus, asi como evidencias de dafio epitelial o

pérdida de la estructura normal de los bronquios (190-193).

A partir de estos antecedentes, podemos sugerir que en nuestro modelo, el grupo
ACh-CD presenta tanto signos de inflamacion aguda como el infiltrado de tipo
mononuclear, asi como también de crénica, ya que observamos dafio epitelial e
hiperplasia de células epiteliales y mucosecretoras, con una gran liberaciéon de mucinas
a la luz. Esto nos sugiere que la ACh, mediante la modulacién de las CD, estaria
involucrada en el avance del proceso inflamatorio alérgico, debido a que estas

caracteristicas del proceso crénico no se observaron en el grupo CD.

A continuacioén, al evaluar las poblaciones pulmonares presentes en los grupos CD y
ACh-CD, observamos que este Ultimo mostré un mayor porcentaje de células

CD11b*CD11c. Este resultado sumado al analisis histopatoldgico, nos permite inferir
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que la transferencia de CD tratadas con ACh, condujo a un mayor reclutamiento de

células CD11b*CD11c en el pulmdn respecto a las CD.

En relacion a esto, cuando el pulmdn es desafiado con sustancias extrafias que tienen
el potencial de desencadenar un evento inflamatorio, tales como una infeccién
microbiana o la exposicién a un alérgeno, el epitelio activado produce quimioquinas
pro-inflamatorias como MCP-1, capaces de reclutar a los Mo CCR2" al tejido para
diferenciarse alli en CD inflamatorias (23,161). Como mencionamos en la introduccién,
a estos se los conoce como “Mo inflamatorios” y son de fenotipo CD11b*CD11c". Las
CD inflamatorias son necesarias y suficientes para inducir la respuesta Th2 en modelos
de alergia de las vias aéreas (23,194,195). Prueba de esto, es el trabajo de Kool y
colaboradores (196) donde demuestran que la respuesta Th2 inducida por OVA-Alum
se pierde totalmente al depletar a los ratones de las CD, pero es recuperada a partir de
la transferencia adoptiva de Mo. Ademas, Robays y colaboradores demostraron que el
CCR2 es indispensable para la expansion de las CD pulmonares en un modelo alérgico,
la cual es dependiente del egreso de los Mo al torrente sanguineo desde la médula
Osea, proceso que se encuentra mediado por este receptor (195). De acuerdo con esto,
se ha propuesto que altas concentraciones en suero de MCP-1 podrian estar
generando este proceso, sugiriendo que las quimioquinas producidas localmente en la
inflamacién alérgica no solo reclutan y activan a las células inmunes, sino también
podrian poseer un efecto sistémico estimulando a los precursores de médula ésea a
extravasarse al torrente sanguineo, como lo hace la eotaxina con los eosinéfilos (195).
Estos antecedentes sugieren que, bajo condiciones inflamatorias, la contribucién de los
Mo al pool de las CD es crucial. Ademas, se ha demostrado que las CD inflamatorias
pulmonares son las principales encargadas en la produccién de quimioquinas pro-

inflamatorias influenciando la respuesta inflamatoria local (194).

Por todo esto, nos preguntamos entonces si las ACh-CD podrian estar secretando
alguna quimioquina que favoreciera el reclutamiento de Mo. Efectivamente,
observamos que las CD tratadas con ACh produjeron un nivel significativamente mayor
de MCP-1, respecto a las CD no tratadas, sugiriendo que esta quimioquina podria estar
implicada en el reclutamiento masivo de células mononucleares observado en la

histopatologia.

96



DISCUSION

En relacion a lo anterior, Gonzalo y colaboradores (197,198) demuestran que en un
modelo de alergia inducido por OVA, a tiempos cortos (dia 15) el reclutamiento es
predominantemente mononuclear de tipo monocitico, con un pico dentro de las
primeras 6 h luego de la aerolizacién con el alérgeno. A partir del dia 18, observan un
progresivo reclutamiento de LT y eosindfilos, y aunque el porcentaje de Mo es menor
comparado al dia 15, estos vuelven a ser reclutados al tejido dentro de las primeras 6 h
luego de la siguiente aerolizacién. No observan niveles detectables ni de neutrdfilos ni
de células B o mastocitos. En relaciéon a esto, observan la misma cinética en la
produccion de las quimuioquinas respectivas de las diferentes poblaciones evaluadas,
siendo MCP-1 la quimioquina involucrada en el reclutamiento de los Mo, al hallarse
aumentada dentro de las primeras 6 h de la aerolizacién al dia 15 (197,198).
Posteriormente, el mismo grupo demuestra que la neutralizacién de MCP-1 disminuye
drasticamente no solo la inflamacion sino también la hiperreactividad bronquial, y lo
asocian a la disminucién de mediadores inflamatorios liberados por los Mo y LT;
debido a esto sugieren que los Mo estarian involucrados en la eosinofilia posterior

observada a partir del dia 21 (199).

De forma consistente a los trabajos de Gonzalo y colaboradores, observamos en
nuestro modelo de alergia inducido por OVA a dia 14, un infiltrado predominante de
células mononucleares CD11b*CD11c, con células polimorfonucleares aisladas, y un
porcentaje muy bajo de linfocitos sin diferencias entre los tratamientos. El infiltrado
intersticial en el grupo alergizado PBS fue minimo, y esto es consistente con lo
reportado por Gonzalo y colaboradores, ya que en su modelo no realizan transferencia
adoptiva de CD (198). Llamativamente, en el grupo CD y ACh-CD el infiltrado intersticial
es mayor, reduciendo el espacio aéreo de los pulmones de estos ratones. Esto
confirma que la transferencia adoptiva de las CD, y mds aun de las tratadas con ACh,
estaria induciendo el reclutamiento de las células mononucleares observado. Mas aun,
el grupo de Gonzalo y colaboradores demuestra que el porcentaje de Mo reclutados
desciende a las 12 h de la ultima aerolizacién; en cambio, en nuestro modelo aln se
observa este infiltrado hasta 72 h después tanto en los grupos CD como ACh-CD,
sugiriendo que las CD transferidas estarian involucradas en la perpetuacién del

reclutamiento.
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Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados sobre el rol de MCP-1 en el
reclutamiento de Mo en el modelo descripto por Gonzalo y colaboradores, sumado a
qgue observamos en las CD tratadas con ACh una mayor produccén de esta
guimioquina, consideramos que la perpetuacién del proceso inflamatorio observada
en nuestro modelo podria estar dirigido, al menos en parte, por la produccién de MCP-
1 presente en el tejido. Mdas experimentos son necesarios para confirmar el rol de esta

guimioqguina en nuestro modelo.

Estos resultados nos permiten inferir que, al igual que en humanos, las CD murinas son
activadas por la ACh generando el aumento de su capacidad estimulatoria. A su vez, la
transferencia de ACh-CD a ratones que inician un proceso alérgico provocaria un
impacto sustancial tanto en la morfologia como en la funcionalidad del epitelio
pulmonar, caracteristico de procesos crénicos, sugiriendo un agravamiento del
proceso alérgico inflamatorio agudo y resultando en un mayor compromiso de las vias

aéreas.
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En conclusion, nuestros resultados demuestran la relevancia del impacto de la
ACh sobre las CD al imprimir en ellas un perfil Th2 que seria promotor de las
respuestas inflamatorias cronicas. Nuestras observaciones indican que la ACh
provoca una serie de cambios en las CD idénticos a los generados por el TSLP,
un potente inductor del perfil Th2 inflamatorio. El asma alérgico es
considerado una patologia causada por una desregulacién inmune y se
encuentra asociado, principalmente, al desarrollo de este perfil. Estos
resultados nos permiten comprender, parcialmente, el accionar de las CD bajo
la influencia del neurotransmisor principal del sistema nervioso
parasimpdtico en los procesos inflamatorios alérgicos.

Nuestras observaciones, demuestran ademds, la relevancia de Ia
neuromodulacion de las CD por la ACh en el inicio de los procesos alérgicos de
las vias aéreas, al evidenciar mediante un modelo murino un parénquima
pulmonar altamente comprometido debido a una mayor respuesta
inflamatoria asociada a un reclutamiento masivo de células mononucleares en
el intersticio, con un consecuente daiio epitelial y una hipersecreciéon de mucus
exacerbada (eventos observados normalmente en procesos inflamatorios
croénicos). Estos hallazgos sugieren un rol critico para la ACh, a partir de su
impacto en las CD, en la fisiopatologia del asma y las enfermedades
obstructivas cronicas.

A pesar de ser el primer neurotransmisor descubierto, sigue sorprendiendo la
diversidad funcional de la ACh; particularmente, en nuestro modelo, actuando
como neuromodulador de la respuesta inmune en procesos inflamatorios
inductores de un perfil Th2.

Podriamos afirmar que hemos encontrado un nuevo rol para una antigua

molécula.
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