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ABREVIATURAS

APC Células presentadoras de antigeno.
CE Con estimulo.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.
FEV1 Volumen espiratorio forzado en el
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GINA Iniciativa Global para el Asma.

GM-CSF Factor estimulante de colonias de

granulocitos y macrofagos.
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ICS Corticoesteroides inhalados.

IFN- Interferdn.

Ig- Inmunoglobulina.

IGF Intensidad geométrica de fluorescencia.

IL- Interleucina.

ISAAC Estudio Internacional de Asma y
Alergias en la Nifiez.

MAIT Células T invariantes asociadas a
mucosa.



MHC Complejo principal de
histocompatibilidad.

MR1 Molécula MHC de clase | no clasica.

NHLBI Instituto de Corazon, Pulmon y Sangre

de Estados Unidos.

OMS Organizacion Mundial de la Salud.

PBMC Células mononucleares de sangre
periférica.

PEF Flujo espiratorio maximo.

PMA Acetato de forbol miristato.

SE Sin estimulo.

TCR Receptor de linfocitos T.

TNF- Factor de necrosis tumoral.



RESUMEN

Las células T invariantes asociadas a mucosas (MAIT), se consideran linfocitos T
innatos que inicialmente se les atribuyd un papel en la respuesta contra
infecciones bacterianas, no obstante, existe evidencia que éstas células participan
en enfermedades autoinmunes, autoinflamatorias y en cancer. Recientemente, se
ha observado la participacion de las células MAIT en la respuesta inmunitaria de
pacientes con enfermedades alérgicas y otras enfermedades de inflamacién
cronica, lo que ha estimulado a la realizacion de diversos experimentos con el
objetivo de elucidar el papel que juegan estas células y de qué manera podrian

ayudar en la mejora del paciente alérgico.

En este estudio se determiné la frecuencia de células MAIT mediante citometria de
flujo, identificando a las células con marcadores de superficie: CD3, CD4, CD161,
TCRVa7.2, los pacientes alérgicos contaban con una frecuencia de células MAIT
en sangre periférica menor que los individuos sanos. Igualmente se evalué la
funcionalidad de estas células mediante estimulacién policlonal in vitro con

PMA/lonomicina y posteriormente realizando el marcaje de las citocinas via

intracelular: IL-17A, IFN-y, IL-4 e IL-10, para su analisis por citometria de flujo,

encontrando que la funcionalidad de las células MAIT en pacientes alérgicos se ve

afectada, ya que no son capaces de producir IFN-y después de estar sometidas a

la estimulaciéon (p= 0.0020), sucediendo lo mismo con las citocinas IL-4 (p=
0.0312) e IL-10 (p= 0.0005); para IL-17A es posible percibir que la citocina se
sigue produciendo aunque en menores cantidades después del estimulo policlonal
tanto en alérgicos como en sanos, la cantidad producida no es estadisticamente
significativa (p=0.2905). En cuanto a las células CD4* de sangre periférica se
observa que la funcionalidad es menor en pacientes alérgicos presentando baja

expresion de IFN-y (p= 0.0009), IL-4 (p<0.0001) e IL-10 (p<0.0001) en
comparaciéon con los individuos sanos. Se concluyd que los pacientes alérgicos

poseen menor frecuencia de células MAIT y alterada su funcidon en sangre

periférica en comparacion con sujetos sanos.



INTRODUCCION

Las enfermedades alérgicas son padecimientos crénicos los cuales afectan
notablemente la calidad de vida del paciente, ademas de que generan un gran
impacto econdmico. Estas enfermedades, tales como el asma vy la rinitis alérgica,
son problemas de salud publica de importancia en todo el mundo,
independientemente del nivel de desarrollo del pais y con tendencia global en

aumento en cuanto a su prevalencia.[1]

El asma alérgica se caracteriza por una inflamacién crénica de las vias
respiratorias, en donde incrementa la produccion de moco en los bronquios y la
hiperreactividad a una variedad de estimulos especificos y no especificos en las

vias respiratorias. [2]

El asma es una enfermedad con diferentes fenotipos clinicos causados por

diversos desencadenantes y mecanismos fisiopatoldgicos.[3]

Las enfermedades alérgicas son las entidades cronicas mas frecuentes de la
infancia, ademas de que se ha observado que con el paso del tiempo la
prevalencia y gravedad de las mismas van en aumento; al igual que el impacto en

la calidad de vida de las personas que las padecen. [4]

Para el control de estas patologias es necesario el diagndstico preciso y la
instauracion de tratamiento, para un adecuado manejo por parte del paciente en la
farmacoterapia y de la misma forma en la adopcion de habitos que permitan llevar

una vida libre de episodios el mayor tiempo posible. [2]

Epidemiologia de asma.

Se calcula que existen 235 millones de personas con asma la cual se considera la
enfermedad no transmisible mas frecuente en nifios. El asma es un problema que
esta presente en todos los paises independientemente de su nivel de desarrollo,
pero la mayoria de las muertes por asma se producen en paises de ingresos bajos

y medianos bajos. [1]



La prevalencia del asma en nifios ha sido incrementada durante las ultimas dos
décadas, de acuerdo con un estudio realizado en nifios de nivel primaria.
Los niflos con un alto indice de masa corporal tienen una mayor prevalencia de

presentar asma desde la infancia hasta la adolescencia. [5]

La prevalencia que se presenta en diferentes ambientes y a diferentes edades
puede depender de diversos factores, entre ellos la predisposicion genética es
claramente evidente, la interaccion de los genes con el ambiente probablemente
explica mucho de la variacion internacional en la prevalencia de alergia y asma.
Los factores ambientales tales como las infecciones y la exposicién a endotoxinas
pueden ser protectores o pueden actuar como factores de riesgo dependiendo, en

parte, del momento de exposicién en la infancia y en la adolescencia. [3]

La prevalencia del asma se mantuvo estable o decrecio del afio 1991 a 1993 en
algunas areas del mundo, pero incrementé substancialmente en muchas otras
areas, especialmente en nifos de 13-14 afos de edad. Los estudios tanto de
nifos y adultos han revelado rangos de prevalencia del 2% al 4% en paises
asiaticos tales como India y China, y rangos altos del 15% al 20% en el Reino

Unido, Canada, Australia, Nueva Zelanda, y otros paises desarrollados. [6]

La prevalencia doméstica del asma ha incrementado un 2.9% cada ano desde el
ano 2001 hasta el 2010, aproximadamente 20.3 millones de personas en Estados
Unidos presentaron asma en 2001 comparado con 25.7 millones en el 2010. La
prevalencia actual de asma es mayor en personas de raza negra (11.2%) que en
las personas de raza blanca (7.7%), y es mayor en la poblacion Puertorriquena

(17.0%) y menor en la poblacion Mexicana-Americana (3.9%). [7]

Se sabe que mas del 40% de la poblacion occidental es atépica, es decir,
muestran elevada la Inmunoglobulina E (IgE) contra alérgenos ambientales que
son comunes; mientras tanto el 7% de los individuos atdpicos lo expresa en forma

de asma [8,9]

El diagndstico de asma es predominante en hombres antes de la pubertad, pero

en la edad adulta es mayor la prevalencia en mujeres, asi como los casos mas
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severos de asma se presentan con mayor frecuencia en mujeres en comparacion

con los hombres. [7]

Interesantemente, dentro de los paises desarrollados el asma es mas comun que
en los paises que se encuentran en vias de desarrollo o que se encuentran en
desventaja con estos, aun en los paises desarrollados el diagnodstico de asma es

mas comun entre las personas de clase alta. [10]

Desde el afio 2008 hasta el 2010, el promedio anual de la prevalencia de asma fue
mayor en nifios de 0-17 afos (9.5%) que en adultos de 18 afios en adelante
(7.7%). [11]

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que afecta a 300 millones de
personas y aun en la actualidad es causa de muerte en todo el mundo, estimando
250 000 muertes por asma al afo. [12] En las ultimas décadas la prevalencia
aumentoé de forma importante, principalmente en las ciudades industrializadas.[13]

Sin embargo, en los ultimos 10 afos, no se han reportado incrementos.[14]

Los estudios epidemiolégicos en América Latina han expuesto diferencias en la
prevalencia del asma, se han mostrado cifras de 5.7 a 16.5% en la poblacion
pediatrica, estas variaciones pueden deberse al uso de distintas metodologias o a

la influencia de diversos factores geograficos, demograficos, y ambientales. [10]

La prevalencia global del asma es aproximadamente 300 millones de personas o
el 43% de la poblacion mundial y esto va en aumento. [7]
La Iniciativa Global para el Asma (GINA) estima que habra 100 millones de

personas mas con asma para el afio 2025. [7,10]

11



Epidemiologia de asma en México.

En México, la prevalencia del asma va en aumento desde la década de 1980,
describiendo como causas los factores ambientales y genéticos, y en
consecuencia del aumento de la prevalencia se han descrito mejores medidas de

higiene. [4]

En los ultimos afos se han realizado estudios en la Cuidad de México, aplicando
la metodologia del ISAAC, determinando que la prevalencia de asma en diferentes
ciudades de México va del 2.7 al 21.8%, la prevalencia fue de 5.7% en el grupo
de escolares y de 5.9% en el de adolescentes, a lo largo del estudio se observé

mayor frecuencia y gravedad de asma en las mujeres adolescentes.[16]

En cuanto a la mortalidad, se ha observado que es mas frecuente en invierno, con
un predominio discreto en las mujeres, y México es uno de los paises con tasas

mas elevadas. [15]

Como anteriormente se mencionaba los estudios epidemiolégicos sobre el asma
pueden llegar a variar notablemente debido a las diferentes condiciones en las que
la poblacién vive, caracteristicas genéticas o simplemente por la metodologia que
se haya empleado para definir la misma. Actualmente, el asma se ha descrito
como la enfermedad pediatrica crénica de vias respiratorias mas frecuente, por

ello la importancia de su estudio.[4]

Definicion de asma.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, OMS, el asma es una enfermedad
cronica, la cual provoca inflamacion y estrechamiento de las vias respiratorias. Las
causas del asma aun no se encuentran completamente claras, pero se ha

observado que los principales factores de riesgo son la combinacion de una
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predisposicidn genética con la exposicion ambiental a sustancias y particulas

inhaladas, conocidas como alérgenos. [1]

La Iniciativa Global para el Asma (Global Initiative for Asthma) define al asma
como una enfermedad heterogénea, usualmente caracterizada por una
inflamacion cronica de las vias respiratorias. La inflamacion crénica esta definida
por la historia de sintomas respiratorios tales como, sibilancias, dificultad para
respirar, opresion en el pecho, tos que varia en tiempo e intensidad, junto con una

limitacion variable del flujo de aire espiratorio.[GINA, 2017]

El asma alérgica, puede ser desencadenada debido a la exposicion a
aeroalérgenos, que inducen respuestas de hipersensibilidad inmediata, ademas de
que pueden intervenir factores no especificos, tales como, los irritantes, la
contaminacion ambiental, el humo del tabaco, los polvos, vapores quimicos,
cambios climaticos, infecciones respiratorias virales, estrés, etcétera, pudiendo
estar asociados con factores genéticos de susceptibilidad, por lo que el asma es

considerada una enfermedad multifactorial. [17]

13



Clasificacion del asma.

Desde el afno de 1997, el Instituto de Corazon, Pulmén y Sangre de Estados
Unidos (National Heart, Lung and Blood Institute, NHLBI) junto con Ia
Organizacion Mundial de la Salud publicaron el segundo informe del grupo de
expertos “Directrices para el Diagnostico y tratamiento del asma”; en donde se
incluia un enfoque de tratamiento de acuerdo a la gravedad clinica del asma
considerando tres variables: frecuencia de sintomas respiratorios diurnos,
frecuencia de sintomas respiratorios nocturnos y estado de la funcién pulmonar.

Esto permitié que se definieran cuatro categorias de esta enfermedad: [17]
1. Asma intermitente.
2. Asma persistente leve.
3. Asma persistente moderada.
4. Asma persistente grave.

Desde entonces el asma ha sido clasificada en funcién de estas variables con
adaptaciones de acuerdo a las caracteristicas de cada poblacion donde el asma

represente un problema de atencion médica.

Una de las guias clinicas mas empleadas por su difusiéon en diferentes idiomas y
su constante actualizacion, es la guia Global Initiative for Asthma (GINA), quiénes
clasifican al asma de acuerdo a la severidad para que los pacientes sean tratados

de acuerdo a ésta. (Ver Tabla 1.)
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Tabla 1. Clasificacion de gravedad del asma segun la GINA, 2017.

Clasificacion | Frecuencia de los sintomas | Funcién pulmonar
Asma e Sintomas < 1 vez por e FEV106PEF
intermitente semana. >80% del
e Exacerbaciones predicho.
breves. e Variabilidad del
e Sintomas nocturnos no *FEV1 6
mas de 2 veces por *PEF < 20%
mes.
Asma leve e Sintomas > 1 vez por e FEV 6 PEF>
persistente semana pero <1 vez 80% del
al dia. predicho.
e Las exacerbaciones e Variabilidad del
pueden afectar la FEV1 6 PEF
actividad vy el suefo 20-30%
e Sintomas nocturnos >2
veces al mes.
Asma moderada e Sintomas diariamente. e FEV 6 PEF 60-
persistente e Las exacerbaciones 80% del
pueden afectar la predicho.
actividad vy el suefio. e Variabilidad del
e Sintomas nocturnos >1 FEV1 6 PEF >
vez a la semana. 30%
e Uso diario de B2-
agonista inhalado, de
accion rapida.
Asma grave ¢ Sintomas diariamente. e FEV1O6PEF=<
persistente e Exacerbaciones 60%
frecuentes. e Variabilidad
¢ Sintomas nocturnos FEV1 6 PEF
frecuentes. >30%
e Limitacién de actividad
fisica.

*Abreviaturas: FEV1: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo

maximo (Peak-flow).

Esta clasificacion se basa en aspectos clinicos y func

, PEF: Flujo espiratorio

ionales, en donde el

monitoreo funcional se realiza con flujbmetro, que es un aparato portatil que

permite medir la maxima cantidad de aire exhalado, ésta mediciéon permite evaluar

en forma rapida y sencilla el grado de obstruccion de las vias respiratorias; y se
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realiza basado en su menor costo y mayor accesibilidad en situaciones de

limitacion econdmica. [17]

Las clasificaciones del asma que se han realizado, se fundamentan en las
caracteristicas fisiopatolégicas de este padecimiento, ya que cursa grados
variables de inflamacion, y por tanto, en grados variables de obstruccién al flujo de
aire y manifestaciones clinicas. Significa que la gravedad no es una caracteristica
constante, sino que puede cambiar en el tiempo, por lo que es necesario mantener
al paciente en seguimiento hasta revalorarlo clinica y funcionalmente y asi

reclasificarlo. [8,17]

En el afo 2004, el Comité Ejecutivo de GINA enfatizdé sobre el manejo del asma
de acuerdo al grado de control clinico y fue por lo que en el afo 2006, presentd
esta clasificacion, considerando ademas de la frecuencia de los sintomas y la
funciéon pulmonar, la frecuencia de las exacerbaciones; y separando la
enfermedad en tres categorias: controlado, parcialmente controlado y no

controlado.[10]
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Tabla 2. Clasificacion del asma de acuerdo a niveles de control segun la

GINA, 2006.

Caracteristica

Sintomas
durante el dia

Limitacion de
las actividades
Sintomas
nocturnos
Uso de
medicamentos
de rescate
Funcion
pulmonar
FEV1 6 FEM
Exacerbaciones

Controlado

Ninguno (menos
de dos veces por

semana)
No

No
No (menos de
dos veces por
semanas)

Normal

Ninguna

Parcialmente
controlado
Mas de dos veces
por semana.

Si
Si
Mas de dos veces
por semana
< 80% de predicho

Una o mas por
ano

* Abreviaturas: FEV1: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

No controlado

Tres o mas
caracteristicas
de
parcialmente
controlado en
cualquier
semana.

Una en
cualquier
semana.

Ademas la clasificacion por grado de control clinico también tiene implicaciones

terapéuticas, esto quiere decir que dependiendo del grado de control en el que se

encuentra el paciente, recibira la dosis adecuada de antiinflamatorio no esteroideo

y se observara si necesita de un medicamento controlador. [17]
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Tipos de asma.

El asma es una enfermedad heterogénea, que tiene diferentes procesos
patologicos subyacentes, Una agrupacidon de caracteristicas reconocibles
demograficas, clinicas y/o fisiopatolégicas son a menudo llamadas “fenotipos del

asma”.[2,8]
Muchos tipos han sido identificados, algunos de los mas comunes son: [2]

e Asma alérgico: este fenotipo es el mas facil de identificar, a menudo inicia
en la infancia y es asociado con una historia de enfermedades alérgicas en
la familia tales como, eccema, rinitis alérgica, alergia a comida o farmacos.
En la examinaciéon que se les realiza a los pacientes antes de dar algun
tratamiento, esputo inducido, revela inflamacion eosinofilica de vias
respiratorias. Como tratamiento para los pacientes con este fenotipo se
emplean corticoesteroides inhalados (ICS) al que se ha observado
responden bien.

e Asma no alérgico: Algunos adultos tienen asma que no esta asociada con
ningun tipo de alergia. El perfil celular del esputo de estos pacientes podria
contener neutroéfilos, eosindéfilos o solo unas pocas células inflamatorias. A
menudo responden menos a los corticoesteroides (ICS).

e Asma tardia: Algunos adultos, particularmente mujeres, presentan asma por
primera vez en la vida adulta. Estos pacientes tienden a ser no alérgicos, y
a menudo requieren altas dosis de ICS o son relativamente resistentes al
tratamiento con corticoesteroides.

e Asma con limitacion en la reparacion de vias respiratorias: Algunos
pacientes que tienen largo tiempo padeciendo asma, desarrollan una
limitacion en la reparacion de las vias respiratorias que se piensa que es
debido a la remodelacion de la pared de las vias respiratorias.

e Asma con obesidad: Algunos pacientes obesos con asma han presentado
sintomas respiratorios prominentes y baja inflamacion eosinofilica de vias

respiratorias.
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Fisiopatologia

La epigenética es considerada como un contribuidor importante de la patogénesis

del asma. [3]

La inflamacion de las vias respiratorias es fundamental para la patogénesis del
asma. La inflamacion de las vias respiratorias en el asma es un proceso
multicelular que involucra la participaciéon de eosindfilos, neutrdéfilos, linfocitos T
CD4*y mastocitos. [17]

El tipo Th2 de inflamacién es comun en las respuestas inflamatorias alérgicas
cronicas en multiples sitios del tejido y de hecho se observa en pacientes con
asma, quienes frecuentemente expresan comorbilidades, tales como rinitis

cronica, sinusitis, dermatitis atopica y alergia a ciertos alimentos. [8]

Empleando células epiteliales diferenciadas en cultivo de vias respiratorias
normales y asmaticas, se ha demostrado que la permeabilidad (filtracion) del
epitelio en asmaticos es altamente aumentada, dando lugar a un mayor acceso de
alérgenos inhalados, contaminantes y otros irritantes a las células basales y a los

tejidos de vias respiratorias subyacentes. [8]
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AIRWAY PATHOLOGY IN ASTHMA
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Figura 1. Fisiopatologia de las vias respiratorias en el asma alérgico. Tomada y
modificada de Holgate ST. et al (2008) [8]

Inmunologia del asma.

Una caracteristica fundamental del asma asociado con la sensibilizacion alérgica
es la habilidad de las vias respiratorias de reconocer alérgenos comunes en el

medio ambiente y generar una respuesta de citocinas tipo Th2 contra estas. [8]

Varios tipos de células se encuentran involucradas en la inflamacién de vias
respiratorias, sin embargo, la respuesta inmunitaria adquiere un perfil tipo Th2, en
donde se secretan citocinas tipo Th2 tales como la IL-4, IL-5 e IL-13 (Ver Figura 1),

que podrian determinar la patobiologia del asma.[19]
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La respuesta inmune tipo Th2 también media la produccion de moco que se lleva a
cabo por el epitelio de las vias respiratorias, la cual contribuye a la obstruccion de
las vias respiratorias y que constituye un componente importante de la patologia

de la inflamacion de vias respiratorias por alergia.[19]

Bajo circunstancias normales el epitelio forma una barrera altamente regulada e
impermeable, a través de uniones estrechas. La integridad estructural es también
mantenida a través de las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular
que involucra la participacion de caderina-E, desmosomas y hemidesmosomas.
Pero la permeabilidad del epitelio en asmaticos esta altamente incrementada,
permitiendo el acceso de alérgenos inhalados a las células basales y al tejido

subyacente de las vias respiratorias. [14]

Una parte esencial de la sensibilizacion alergénica es la captacion y
procesamiento de alérgenos inhalados por las células dendriticas situadas en el
epitelio de las vias respiratorias y la submucosa y que extienden sus procesos a la

superficie de las vias respiratorias. [8,20]

La absorcidon de alérgenos se incrementa mediante la union de IgE a receptores
de alta afinidad en células dendriticas que facilitan la internalizacién del alérgeno.
Una vez dentro de la célula dendritica, el procesamiento de alérgenos por
catepsina S y la seleccidn posterior de péptidos cargados y presentados por
moléculas de HLA (MHC clase IlI) es fundamental para la capacidad de estas

células como células presentadoras de antigeno hacia los linfocitos T. [21]

Se puede observar que cuando existe asma leve o moderada, la presencia de las
células tipo Th2, es la poblacibn dominante de todas las células T en vias

respiratorias. [8]

Una vez sensibilizadas, las células T no s6lo migran a las vias respiratorias desde
el sitio de presentacion de antigeno bajo la influencia de la quimiocinas CCL11,
CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 y CCL22, sino que también se convierten

en potentes productores de una serie de citocinas, tales como, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
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6, IL-9, IL-13 y granulocito-macréfago factor estimulante del colon (GM-CSF) (Ver
figura 2). [8]

Se ha observado que en pacientes asmaticos la frecuencia de las células MAIT en
sangre periférica se reduce, ésta caracteristica se encuentra relacionada con la
severidad del asma, reduciendo igualmente la frecuencia de células T reguladoras
(Treg) en la enfermedad severa y un incremento en los niveles de mediadores de

mastocitos. [5]

IgE 0
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Plasma cell \
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{ } Basophil Leukotrienes -

IL-4 Prostaglandins——» ':23:2:;
IL-13 Cytokines

Basic proteins & enzymes

‘_T

Eosinophil

_/\/7/

Th2

Antlgen presenting
cell

Figura 2. Representacion esquematica de la cascada de inflamaciéon en asma alérgico.
Tomada y modificada de de Holgate ST. et al (2008) [8]

Células T invariantes asociadas a mucosas (MAIT)

Las células T invariantes asociadas a mucosas (MAIT), constituyen una poblacion
abundante de células T innatas que expresan un receptor semi-invariante de
células T(TCR) de cadena Va7.2-Ja33 y un arreglo limitado de VB2 o VB13 en

humanos. Las células MAIT que se encuentran en circulaciéon y en tejido infiltrado

22



pueden ser caracterizadas por la expresion de un segmento de Va7.2, ya sea con
CD161 o IL-18Ra en la superficie de la célula. [22]

Muchas subpoblaciones de linfocitos con un repertorio limitado de la diversidad,
han sido identificadas como células T invariantes asociadas a mucosas (MAIT). Ha
sido reportada su actividad en varias condiciones de enfermedad, incluyendo

infecciones, enfermedades autoinmunes y otras respuestas inflamatorias. [3]

Tanto el receptor de antigeno de células T (TCR) como el expresado por células
MAIT (MR1) se conservan evolutivamente, lo que sugiere una fuerte presion
selectiva para mantener la inmunidad mediada por células MAIT. Las células MAIT
representan del 5-50% aproximadamente de las células T en varios tejidos

humanos, aunque sus numeros varian ampliamente entre la poblacion [3].

Se conoce poco sobre el desarrollo de las células MAIT, se encuentra reportado
que salen de Timo con restriccion a moléculas no clasicas del MHC como la
molécula MR1 y adquieren su fenotipo efector en la periferia. Aunque se han
definido subgrupos fenotipicamente distintos de las células MAIT, incluidas las
poblaciones CD4*, CD4-CD8  y CD4-CD8*, la via de desarrollo que sustenta la

produccion y maduracion de la célula MAIT ha permanecido incierta. [23]

En contraste con las células T convencionales que reconocen péptidos antigeno-
especificos, las células MAIT pueden reconocer y responder a metabolitos de la
vitamina B producidos por bacterias en contexto de la Molécula Relacionada al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase | (MR1).MR1 es una molécula
presentadora de antigeno, que a diferencia de las moléculas del MHC de clase |
que son altamente polimorficas, es una molécula muy conservada entre

mamiferos (Ver figura 3). [23]

Algunas investigaciones en 2010 mostraron que las células MAIT restringidas a
MR1 podian ser activadas por diferentes especies de bacterias y levaduras,
ademas de que observaban que eran fundamentales para la proteccion temprana

contra las infecciones bacterianas. [24,25]
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Figura 3. Célula MAIT humana, dos posibles vias de activacion. Tomada y modificada de
Wong EB, et al. (2016) [26]

La naturaleza del ligando MR1 fue descubierta después por Kjer-Nielsen et al.
quien mostré que MR1 puede presentar derivados altamente conservados de las

vias de sintesis de riboflavina y acido folico.[27]

El ligando activador de células MAIT mas potente encontrado hasta la fecha es 5-
OP-RU (5- (2-oxopropilideneamino) -6-D ribitilaminouracilo), generado a partir de
la condensacion no enzimatica de un intermedio temprano de la via de sintesis de
riboflavina con glioxal o subproductos de metilglioxal. Se demostré que MR1 se
acumula en el reticulo endoplasmatico en una forma incompletamente plegada, y
en ausencia de ligandos unidos, solo unas pocas moléculas de MR1 transitan a la
superficie. El aumento de la disponibilidad de ligandos conduce a la asociacién de
MR1 con microglobulina B2 y salida del complejo MR1 2-microglobulina-ligando,
lo que induce la expresion rapida en superficie de MR1.[28, 29,30] La expresion en
superficie de MR1 también aumenta con la activacion dependiente de factor
nuclear-kB en células presentadoras de antigeno.[31] Esto contrasta con MHC de

clase Il y CD1, que capturan sus ligandos exdégenos en compartimentos
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endosomicos y estan altamente expresados incluso en ausencia de infeccion.[28]
También fue posible encontrar que en co-cultivos con Células Presentadoras de
Antigeno (APC) infectadas con bacterias, activan a las células MAIT
permitiéndoles producir diversas citocinas, incluyendo interferon- y (IFN-y), Factor
de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) e Interleucina-17A (IL-17A) (Ver figura 4).[28,31]
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Figura 4. Representacion del proceso posterior a la activacion de la célula MAIT. Tomada
y modificada de Wong EB, et al. (2016) [26]
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Distribucién de las células MAIT en los tejidos.

Es muy raro encontrar las células MAIT en los tejidos linfoides [32,33] debido a la
falta de expresion de CCR7 y de CD62L, requeridas para la localizacién en los
ganglios linfaticos. Sin embargo, las células MAIT preferentemente se albergan en
los tejidos periféricos, mediados por la expresion de los receptores de las
quimiocinas CCR6 y CXCRG6, por la integrina a4pB7 que se encuentra en el

intestino y bajos niveles de CCRO. [34]

De hecho a estas células se les denomina “asociadas a la mucosa”, ya que el
transcrito Va7.2-Ja33 se encontraba enriquecido en el intestino humano en

comparacion con los tejidos cutaneos cuando inicialmente se caracterizaron. [35]

Diversos estudios han confirmado que el tetramero de MR1 se encuentra
enriquecido en el intestino con diferentes frecuencias de células MAIT localizadas
en varias ubicaciones anatémicas dentro del tracto gastrointestinal; informando
una mayor frecuencia de estas células en el yeyuno con aproximadamente un
60% de las células T CD4" [23] en comparacion con la frecuencia en ileon (1.5%
de células T) [36], en colon (10% de células T) [37,38] y en recto (2% de células
T) (Ver figura 5). [34]

26



~

II\_ __,.,f'/! —= "
|

Liver 20-50% | Splaan <1%

Colon 10%

| Rectum 2%

Paripheral Biood §-10%

xq__j_/ _//

Figura 5. Distribucién de las células MAIT en los diversos tejidos humanos. Tomada y
modificada de Kurioka A. et al. (2016). [34]

Fenotipo y funciones efectoras de las células MAIT.

En adultos, las células MAIT expresan un fenotipo de memoria efectora uniforme;
aunque las células MAIT de sangre de corddn umbilical son naive, comparten una
firma transcripcional pre-programada con células MAIT adultas, en linea con la
adquisicion de su reactividad innata y fenotipo activado durante el desarrollo.
[34,35]

Otra caracteristica clave de las células MAIT humanas es la alta expresion del
receptor de tipo lectina-C, CD161, y en estado estacionario se ha demostrado que
las células T CD161** Va7.2* se superponen con las células tefiidas por el

tetramero MR1. [23,34,35] Ademas, CD161 es uno de los primeros marcadores
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que se expresan en las células MAIT, en timo y 6rganos fetales, asi como en la
sangre de cordon umbilical. También las células MAIT expresan altos niveles de
interleucina-18R (IL-18R), lo que les permite liberar rapidamente Interferén-y (IFN-
Y) [40,41] y Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) en respuesta a citocinas innatas
como IL-12 e IL-18 (Ver figura 6). [23]

Las células MAIT también cuentan con la capacidad de ser independientes de la
sefalizacion de MR1 y ser activadas soélo por citocinas, caracteristica que
comparten con otras células T innatas, pero no con las células T convencionales
que requieren sefalizacién del TCR antes de la expresion de receptores de

citocinas como IL-18R. [34]

Ademas de IFN-y y TNF-a los cuales pueden ser inducidos de manera
dependiente o independiente del TCR; las células MAIT tienen una alta expresion
constitutiva de RAR relacionado al receptor yt y la habilidad asociada de expresar
IL-17A [42,43,44] ademas de que constituye la principal poblacion de células T

productoras de IL-17 en el higado humano. [45]

MAIT cell ° » © oo
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e © oTNFa riboflavin-
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Figura 6. Fenotipo de células MAIT humanas y su mecanismo de activacion. Tomada y
modificada de Kurioka A. et al. (2016). [34]
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La expresion de IL-10 de las células MAIT es particularmente alta en el tejido
adiposo, lo que sugiere una funcion inmunosupresora para las células MAIT en

ciertos tejidos. [42]

Las funciones efectoras de las células MAIT también incluyen su capacidad para
degranular y terminar con infecciones bacterianas o células sensibilizadas, lisar

células infectadas con BCG y Shigella.[46]

Finalmente, a pesar de la expansion de las células MAIT después del nacimiento,
las células MAIT adultas carecen de expresidén de Ki67 en la periferia y por tanto
se llegd a pensar que estas eran poco proliferativas[42, 47, 48]. Sin embargo,
estudios recientes han confirmado la capacidad de las células MAIT de murino y
humano para proliferar tanto en forma dependiente de MR1 como en respuesta a
citocinas in vitro [49,50,51] e in vivo.[52] Dado que las células MAIT son altamente
sensibles a la muerte celular inducida por activacion, una posible explicacion de la
discrepancia entre los estudios puede ser que la sobreestimulacion de células

MAIT condujo a la pérdida de células MAIT antes de que pudieran proliferar. [53]

Células MAIT y enfermedades.

La alta conservacion evolutiva de MR1 y su reconocimiento de intermediarios de la
ruta de riboflavina, conservados en varias especies de bacterias y de levaduras,
sugiere que las células MAIT tienen un critico y no redundante papel en la
proteccion microbiana. De hecho, en varios documentos se sugiere que las células

MAIT juegan un papel protector en las infecciones bacterianas. [27, 52]

Los modelos de infeccion con aerosoles han demostrado que las células MAIT son
esenciales para el control temprano de la carga bacteriana en el pulmén. [46,54]
También se ha observado que incluso en la ausencia de células T aff

convencionales, podian actuar las células MAIT y se ha sugerido que estas células
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pueden ser importantes para el control microbiano en pacientes

inmunocomprometidos. [37]

El rol de las células MAIT sigue siendo enigmatico, los hallazgos sobre las células
MAIT donde reconocen a las células infectadas de manera MR1 dependiente y su
dependencia de la microbiotasefala hacia un papel potencial de las células MAIT

en la respuesta inmune contra las bacterias. [47, 48]

Ademas, se ha demostrado la severa disminucion en el numero de células MAIT
en sangre de pacientes infectados por bacterias ademas de encontrar una relacion
con el aumento de la susceptibilidad de los pacientes hospitalizados con

infecciones nosocomiales secundarias [55].

En la actualidad las células MAIT se asocian con enfermedades inflamatorias
como esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, asi como
presentar un papel antimicrobiano, e igualmente combatir enfermedades virales.
Algunos estudios han sugerido que las células MAIT tienen un papel en el

desarrollo de anticuerpos protectores contra polisacarido.[56]

Actualmente no se cuentan con muchos estudios que involucren el papel de las
células MAIT en enfermedades alérgicas tal como lo es el asma alérgica, pero se
ha encontrado que la frecuencia de las células MAIT se ve disminuida, esta
situacion se encuentra relacionada con la severidad de la enfermedad alérgica [5]
Esto podria ser parecido a lo que se observa con pacientes que presentan
enfermedades inflamatorias del intestino ya que tienen una frecuencia reducida de
las células MAIT en sangre periférica que se asocia con un enriquecimiento de las

células MAIT en el tejido inflamado [55].
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JUSTIFICACION

En los ultimos afos se ha observado un aumento importante en los casos de
diagnostico de asma y segun la Iniciativa Global para el Asma (GINA) se proyecta

que para el ano 2025 habra 100 millones de personas mas con asma.

El asma se considera una enfermedad multifactorial donde el sistema
inmunoldgico participa de forma activa. Inicialmente se entendia que una
respuesta de linfocitos T cooperadores Th2 era la responsable de esta
enfermedad, sin embargo, el avance en el estudio del sistema inmunolégico nos
ha mostrado que existen otras poblaciones celulares que pudieran estar
participando en esta enfermedad, tales como las células MAIT (linfocitos T innatos
asociados a mucosas), las cuales podrian afectar el proceso inflamatorio mediante

la produccién de citocinas.

Existen pocos estudios que evaluan el papel de las células MAIT en los sujetos
alérgicos, por ello en el presente estudio se busca analizar la frecuencia y funcion
de las células MAIT en sangre periférica de pacientes alérgicos y comparar con un
grupo de voluntarios sanos para observar la participacion de dichas células en el

proceso alérgico.

31



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia y funcion de las células MAIT vy linfocitos T cooperadores

de sangre periférica en pacientes alérgicos con respecto a sujetos sanos?
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HIPOTESIS

Las células MAIT de sangre periférica de pacientes alérgicos se encuentran

disminuidas comparadas con individuos no alérgicos y son productoras de IFN-y.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la frecuencia y funcion de las células MAIT y Linfocitos T cooperadores en

sangre periférica de pacientes con diagndstico inicial de asma alérgica.
Objetivos particulares

e Establecer una estrategia de analisis para la identificacion de las células
MAIT y Linfocitos T cooperadores en PBMC de pacientes alérgicos

mediante Citometria de Flujo Multiparamétrica.

e Determinar la frecuencia de las células MAIT vy Linfocitos T cooperadores
en mononucleares de sangre periférica en pacientes con diagndstico inicial

de asma alérgica mediante Citometria de Flujo Multiparamétrica.

e Determinar el perfil de citocinas que producen las células MAIT y Linfocitos
T cooperadores en PBMC de pacientes con diagnéstico inicial de asma

alérgica mediante Citometria de Flujo Multiparamétrica.
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MATERIAL Y METODOS.

Universo de estudio.

Para el estudio se reclutaron pacientes con diagnodstico primario de asma alérgica
por parte del Servicio de Alergia e Inmunologia clinica del Hospital Juarez de
México, los cuales no recibieron tratamiento previo, que cumplieron con los demas
criterios de inclusién del estudio, y que proporcionaron su firma de consentimiento
informado y aviso de proteccidon de datos personales. Este trabajo forma parte de
un protocolo de investigacion evaluado por los comités de Etica, Bioseguridad e

Investigacion del Hospital Juarez de México.

Criterios de inclusién
- Pacientes con diagnéstico inicial de asma alérgica y sin tratamiento
farmacoloégico previo.
- Pacientes atendidos en el Servicio de Alergia e Inmunologia clinica del
Hospital Juarez de México.
- Hombres o mujeres.
- Mayores de 18 afos y menores de 68 afos.

- Que deseen participar y firmen el consentimiento informado.

Criterios de no inclusion
e Mujeres embarazadas.

e Sujetos con enfermedades autoinmunes o autoinflamatorias.

Criterios de exclusién
- Pacientes en tratamiento farmacologico.

- Sujetos que ya no deseen participar en el estudio.

Criterios de eliminacion

- Pacientes que retiren el consentimiento informado.
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- Pacientes con muestra insuficiente o inadecuada (hemodlisis, lipémica) para
el procesamiento.

- Pacientes con expediente clinico incompleto.

Toma y procesamiento de las muestras.

Los pacientes donaron 4 ml de sangre venosa, la muestra de sangre periférica fue
recolectada en tubos con Etilen-diamino-tetraacetatodisédico (EDTA) como
anticoagulante por personal técnico calificado. Se tomé muestra a 16 pacientes
que presentaron diagnéstico de asma alérgico. Posteriormente se obtuvieron
muestras de donadores sanos sin ningun tipo de diagndstico de alergia, como
grupo control.

Las muestras se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos a 10°C (Centrifuga
Heraeus™ Megafuge™, ThermoScientific™, Langenselbold), se retird el suero y el

paquete celular se resuspendié con solucion salina isoténica (v/v).

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica.

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica mediante un gradiente
de densidad, FICOLL (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala, Suecia), en donde
se tomaba la sangre del tubo con EDTA como anticoagulante, y se diluia con
Solucién Salina Isotdnica (SSI) hasta 12 ml, después en un tubo Falcon® de 15 ml
se colocaron 2 ml de la solucién de FICOLL (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Upsala, Suecia) adicionando poco a poco la sangre diluida, se centrifugd a 600 g
por 20 minutos a 10°C (Centrifuga Heraeus™ Megafuge™, ThermoScientific™,
Langenselbold), al terminar ésta se separaron las células realizando 2 lavados con
SSI consecutivamente. Posteriormente se determiné el niumero y porcentaje de
viabilidad mediante un equipo automatizado “Automated Cell Count” (BIO RAD,

Singapur), que posteriormente fueron criopreservadas en medio de
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criopreservacion (SFB, DMSO, Medio RPMI sin suplementar) en alicuotas de

3x108 células/ml a -70°C hasta su analisis.

Analisis de Citometria de flujo multiparamétrica.

Tincion del fenotipo inicial de células MAIT.

Se descongeld una alicuota de células mononucleares, se lavo (centrifugacion a
600g por 5 minutos a 10°C, decantando el sobrenadante) con medio RPMI
suplementado (RPMI, SFB 5%, 100 mg/ml Estreptomicina-Penicilina). El paquete
celular fue resuspendido en 1 ml de medio RPMI sin suplementar, del cual se tomo
una alicuota y se realizé una dilucion 1:10 con PBS y 1:2 con azul tripano;
posteriormente se realizé un conteo celular en el equipo automatizado (Automated
Cell count, BIO RAD, Singapur). 1x108 células fueron tefidas con anticuerpos
acoplados a diferentes fluorocromos (Anti-CD161 humano acoplado a Brilliant
Violet BV510 (BD Horizon, CA, EUA), Anti-TCRVa7.2 humano acoplado a
Isotiocianato de fluoresceina (FITC), Anti-CD3 humano acoplado a Aloficocinina
H-7 (APC-H7), Anti-CD4 humano acoplado a Violet 450 (V450) a diluciones
previamente estandarizadas en el laboratorio (Ver Tabla 3). Se incubaron las
suspensiones celulares con los anticuerpos respectivos durante 30 minutos a
temperatura ambiente protegidos de la luz. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se lavaron las muestras (centrifugacion a 600g por 5 min a 10°C y
decantacion del sobrenadante) con Buffer de Tincion (Solucion Buffer de Fosfatos
(PBS) + Albumina Sérica Bovina) para retirar el exceso de anticuerpo. Finalmente,
las suspensiones celulares se llevaron a un volumen de 300 pL para su
adquisicion en el citometro de flujp FACS VERSE (BD Biosciences, CA, EU). Se
identificaron las células MAIT mediante la estrategia previamente estandarizada
en el laboratorio, adquiriendo al menos 5,000 eventos por muestra. El analisis se

realiz6 en el programa Flow Jo V10.5 (FlowJo LLC, EU).
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Tabla 3. Anticuerpos monoclonales especificos para marcadores de superficie de

celulas MAIT.

Anticuerpo Flurocromo Dilucion Marca No. Catalogo

TCRVa7.2 FITC 1:250 BIOLEGEND 351704

CD3 APC-H7 1:250 BD Pharmingen™ 560176

CDh4 V450 1:250 BD Horizon™ 561838

IFN-y PE-Cy7 1:100 BDPharmingen™ 557643

IL-17A PerCP-Cy5.5 1:100 BD Pharmingen™ 560799

IL-4 PE 1:100 BD Pharmingen™ 551774

IL-10 PE 1:100 BD Pharmingen™ 559337

CD161 BV510 1:250 BD Horizon™ 563212

Ensayos de activacion de las células MAIT.

Se descongeld una alicuota de células mononucleares, se lavo (centrifugacion a
con medio DMEM
suplementado (DMEM, SFB 10%, Penicilina/Estreptomicina 100 mg/ml + Piruvato

600g por 5 min a 10°C, decantacion del sobrenadante)

+ Glutamina), posteriormente el paquete celular se re-suspendié en 1 ml de medio
DMEM sin suplementar, tomando una alicuota y realizando una diluciéon 1:10 con
PBS y 1:2 con Azul Tripano, para realizar el conteo de las células en el equipo
Automated cell counter (Bio Rad).

Un millon de células mononucleares de sangre periférica fueron depositadas en
placas de 24 pozos (SARSTEDT, NC, USA) en medio de cultivo DMEM (Biowest,
EUA) suplementado con 10% Suero Fetal Bovino + Penicilina/Estreptomicina +
Piruvato + Glutamina. Las células se estimularon con Forbol 12-miristato 14-
acetato, 5 ng/ul (PMA Sigma Aldrich) mas lonomicina, 50 ng/ul (Sigma Aldrich), en
donde se colocaban 5 pL de PMA y 5 pL de lonomicina mezcladas perfectamente

con pipeta antes de adicionarse a las células. Todo esto en presencia de BD Golgi
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Stop™ (BD Biosciences), adicionado 6 horas antes de terminar el tiempo de
estimulacion. Al mismo tiempo se corrieron los controles de minima intensidad de
fluorescencia (FMO) y sin estimulo. Las células fueron incubadas a 37°C por 6 y
24 horas a una atmosfera al 5% de CO2y 70% de humedad. Transcurridas las 6 y
24 horas, las células se cosecharon de cada pozo empleando PBS 1x mas EDTA
10 nM para despegar las células adheridas a la placa, esto se transfiri6 a tubos

eppendorff de 1.5 ml preparandolos para la tincion.

Tincion del ensayo de activaciéon de células MAIT.

Al finalizar la incubacién las células se cosecharon para realizar el marcaje de
marcadores de superficie, para la identificacion de células MAIT (previamente
descrito), se lavaron con 1 ml de buffer de tincién (PBS 1x + albumina al 0.2%)
centrifugando a 600g por 5 minutos a 10°C y decantando el sobrenadante y re-
suspendiendo las células en el remanente para adicionar los anticuerpos
monoclonales para moléculas de superficie (Tabla 3) y se incub6 por 30 minutos
protegiendo de la luz.

Terminando la incubacion las células se lavaron como anteriormente se ha
mencionado con 1 ml de Buffer de tincién, se re-suspendié el paquete celular en
300ul de BD Cytofix/Citoperm™ (BD Biosciences) y se incubd por 30 minutos
protegiendo de la luz; al finalizar la incubacién se lavé con 300ul de BD
Perm/Wash™ (BD Biosciences) al 1x, se re-suspendio el paquete celular en el
volumen restante, por ultimo se adicionaron los anticuerpos monoclonales para
las citocinas intracelulares. (Tabla 4)

Para finalizar, las células, fueron adquiridas en el citdmetro FACS Verse (BD,

EUA) con el programa BD FACSuite Software Application.

El analisis de la intensidad media de fluorescencia para cada citocina evaluada se

realizé con la ayuda del programa Flow Jo V10.5.
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Tabla 4. Anticuerpos monoclonales especificos para marcadores intracelulares de

las células MAIT activadas.

Anticuerpo Fluorocromo Dilucién Marca No. Catalogo

Anti-IL-17A PerCP-Cy5.5 1:100 BD Pharmigen 560799
Anti-IL-4 PE 1:100 BD Pharmigen 551774
Anti-IL-10 PE 1:100 BD Pharmigen 559337
Anti-IFN-y PE-Cy7 1:100 BD Pharmigen 557643

Consideraciones éticas.

El presente trabajo requirié6 de la toma de una muestra por paciente de 4 mL de
sangre periférica, por lo que se considera un estudio con riesgo mayor al minimo
segun la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3 2012. La toma de muestra fue
realizada por el personal médico responsable, por puncién venosa. La informacion
de los pacientes fue manejada conforme a la norma de proteccion de datos
personales y se le informo al paciente del aviso de privacidad de sujetos que
participan en protocolos de investigacion en el Hospital Juarez de México. Los
resultados obtenidos del presente estudio no afectaron de ninguna manera la

atencion al paciente, responsabilidad del personal médico correspondiente.

Antes de realizar la toma de muestra, el paciente firmé una carta de
consentimiento informado en la que decidié de manera voluntaria participar en el
estudio, consentimiento que puede ser revocado en el momento que el paciente lo

desee sin dar ninguna explicacion sobre la decision.
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Analisis estadistico.

Para este estudio la informacion recabada se captur6 en una base de datos
electronica disefiada especificamente para el mismo, el analisis se realizé con el
paquete estadistico GraphPadPrism.
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RESULTADOS

Células MAIT

Se analizaron 16 pacientes que ingresaron al servicio de Alergologia del Hospital
Juarez de México con diagndstico inicial de asma alérgica, al igual que individuos
sanos utilizados como controles (n=6) durante el periodo de julio a noviembre de
2016, los datos sociodemograficos no son mostrados en el presente trabajo. Se
almacenaron en promedio dos o tres viales con aproximadamente 3x10° células
con medio de criopreservacion para su futuro analisis por Citometria de Flujo. Se
logré la identificacion de las células MAIT en muestras de PBMC criopreservadas
mediante el inmunofenotipo de células (CD3*CD4TCRVa7.2*CD161%), la

estrategia de analisis se indica en la Figura 7, con una muestra representativa.
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Figura 7. Estrategia para el andlisis por citometria de flujo de células MAIT y Linfocitos T
cooperadores. Muestras obtenidas de sangre periférica de pacientes con asma alérgica. A) Se selecciona el
singulete con respecto a tamafo; posteriormente se selecciona B) singulete respecto a complejidad. De B) se
obtiene C) la grafica de complejidad contra tamafio de la cual se seleccionan los linfocitos presentes en la
muestra, que posteriormente en D) se observan los Linfocitos T cooperadores (CD3*CD4*) y se seleccionan
las células CD3*CD4 para que finalmente E) se separen las células MAIT (TCR Va7.2* CD1617%). F) Se realiza
un histograma respecto a cada citocina intracelular (IFN-Y, IL-4, IL-10, IL-17A) cuantificada para observar

funcionalidad de las células MAIT y Linfocitos T cooperadores.
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Figura 8. Frecuencia de células MAIT en estado basal en sangre periférica. Se determino la
frecuencia de las células MAIT en estado basal en mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 16
pacientes alérgicos y seis individuos sanos mediante citometria de Flujo. Se analizaron las diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba no paramétrica por un analisis de U de Mann-Withney. Se
consideraron diferencias significativas con una p<0.05.

Después de realizar la estrategia de analisis para células MAIT, se realiz6 un
analisis de manera basal en donde se midi6 la frecuencia de las células MAIT con
respecto a las células CD3*CD4-. Se encontré que los pacientes alérgicos
muestran una disminucion estadisticamente significativa (p=0.0057) en la
frecuencia de células MAIT (Ver Figura 8) en comparacion con un grupo control de

voluntarios sanos.

Posteriormente se determiné el perfil de las citocinas (IFN-y, IL-17A, IL-4 e IL-10)
intracelulares en células MAIT de sangre periférica, para conocer los niveles en los
que se encuentran estas citocinas en un estado basal tanto de los individuos

sanos como de los pacientes alérgicos.
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Figura 9. Perfil de citocinas en células MAIT en estado basal de A) individuos sanos, B) pacientes
alérgicos. Se determind el indice de fluorescencia para las citocinas IFN-y, IL-17A, IL-4 e IL-10 intracelulares en las células
MAIT mediante Citometria de Flujo. El indice respectivo fue calculado mediante la intensidad media de fluorescencia (IMF)
del fluorocromo respectivo de cada citocina entre fluoresencia menos uno de control (FMO).

En cuanto al estado basal de activacion de células MAIT en individuos sanos (Ver

Figura 9A) podemos observar que presentan niveles altos de la citocina IFN-y

y un ligero aumento de la citocina IL-17, algo que no se presenta con la IL-4 e IL-
10.

Como anteriormente se menciond, existe una frecuencia menor de células MAIT
en pacientes alérgicos en comparacién con los individuos sanos. En estado basal
de activacion, las células MAIT de los pacientes alérgicos (Ver Figura 9B)

presenta un indice mayor de IFN- y seguido en menor cantidad de la IL-17.

A continuacién se determind el porcentaje de las células MAIT sin estimulo que

eran productoras de las diferentes citocinas por analizar a las 6 hy 24 h, IFN-y e

IL-17A y para IL-4 e IL-10, respectivamente, en pacientes alérgicos (n=16) y en un
grupo de individuos sanos (n=6).
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Figura 10. Porcentaje de células MAIT productoras de IFN-y en pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determino¢ la frecuencia de células positivas para la presencia de IFN- y de forma
intracelular en células CD3* CD4- CD161* TCRVa7.2* (MAIT) en sangre periférica de pacientes alérgicos
(n=16) y un grupo de sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas por la prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05

Figura 11. Porcentaje de células MAIT productoras de IL-17 en pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determiné la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-17 de forma
intracelular en células CD3* CD4- CD161* TCRVa7.2* (MAIT) en sangre periférica de pacientes alérgicos
(n=16) y un grupo de sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas por la prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05
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Figura 12. Porcentaje de células MAIT productoras de IL-4 en pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determind la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-4 de forma
intracelular en células CD3* CD4- CD161* TCRVa7.2* (MAIT) en sangre periférica de pacientes alérgicos
(n=16) y un grupo de sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas por la prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05
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Figura 13. Porcentaje de células MAIT productoras de IL-10 en pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determiné la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-10 de forma
intracelular en células CD3* CD4- CD161* TCRVa7.2* (MAIT) en sangre periférica de pacientes alérgicos
(n=16) y un grupo de sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron
analizadas por la prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05
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Se encontr6 que el porcentaje de células MAIT de los individuos sanos
productoras de IFN- y es mayor en comparacién con los pacientes alérgicos (Ver

Figura 10), presentando diferencia estadisticamente significativa (p=0.0002).

Mientras que para las células MAIT productoras de IL-17A (Ver Figura 11), IL-4
(Ver Figura 12) e IL-10 (Ver Figura 13) se observa tendencia a un aumento en los
pacientes alérgicos en comparacién con los sanos, sin observar alguna diferencia

significativa entre ellos (p=0.3854, p=0.9594 y p=0.0889, respectivamente).
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Producciodn de citocinas en células MAIT después de estar sometidas a un

estimulo policlonal (PMA/lonomicina).

Se realizé un indice normalizado de la Intensidad Geométrica de Fluorescencia
(IGF), mediante un cociente calculado de la siguiente manera: IGF de las células
MAIT estimuladas policlonalmente (PMA + lonomicina) entre el IGF de las células
MAIT Sin Estimulo (Figura 14.)

Como resultado fue posible apreciar que las células MAIT de los individuos sanos

para el caso de la citocina IFN-y tienen la capacidad de seguir produciendo esta

citocina después de estar sometidos al estimulo policlonal (Figura 14A), en cambio

las células MAIT de los pacientes alérgicos ya no tienen la habilidad de seguir

produciendo mas IFN-y (p=0.0020), lo mismo se observa para la citocina IL-10

(Ver Figura 14D) la cual presenta una diferencia estadisticamente significativa de
p=0.0005.

Para el caso de la citocina IL-4 (Figura 14B) la diferencia en la produccion de esta
citocina no es tan marcada como en los casos anteriores pero si se observa que
las células MAIT de los individuos sanos son capaces de producir mas IL-4
después de estar sometidas al estimulo policlonal en comparacion con los
pacientes alérgicos, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa de
p=0.0312.

Para la citocina IL-17A (Figura 14C), aunque es posible apreciar que tanto en
individuos sanos como en pacientes alérgicos se sigue produciendo esta citocina
en menores cantidades después del estimulo, la cantidad producida no es

estadisticamente significativa (p=0.2905).
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Figura 14. Activacion de células MAIT de sangre periférica de pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determin¢ la Intesidad Geométrica de Fluorescencia para IFN-y (A), IL-4(B), IL-17(C),
IL-10(D) de forma intracelular en las células MAIT después de 6 horas para el caso de IFN-y e IL-17A y 24
horas para el caso de IL-4 e IL-10, luego de un estimulo policlonal (PMA-lonomicina), mediante citometria de
flujo multiparamétrica. El indice normalizado de IGF para cada citocina fue determinado mediante la IGF de
las células estimuladas con el activador policlonal entre las células que no fueron estimuladas.A la derecha se
muestra un histograma representativo de la producciéon de cada citocina. Diferencias entre los grupo se
determinaron mediante la prueba estadistica T de student. Se consideré p<0.05 como significativa.
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LINFOCITOS T cooperadores (T CD4+)

En la misma estrategia de analisis de donde fue posible separar las células MAIT,
se separaron los Linfocitos T cooperadores (T CD4*) (Ver Figura 7D) y de la

misma manera se determind el porcentaje de estas células sin estimulacion, que

eran productoras de las diferentes citocinas por analizar alas 6 hy 24 h, IFN-y e

IL-17A y para IL-4 e IL-10 respectivamente, en pacientes alérgicos (n=16) y en un

grupo de individuos sanos (n=6).
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Figura 15. Porcentaje de células T CD4* (cooperadoras) productoras de IFN-y en pacientes
alérgicos e individuos sanos. Se determino la frecuencia de células positivas para la presencia de IFN-y

de forma intracelular en células CD4* en sangre periférica de pacientes alérgicos (n=16) y un grupo de
sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por la
prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05.
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Figura 16. Porcentaje de células T CD4+ (cooperadoras) productoras de IL-17A en pacientes
alérgicos e individuos sanos.Se determind la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-17A
de forma intracelular en células CD4* en sangre periférica de pacientes alérgicos (n=16) y un grupo de
sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por la
prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05.
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Figura 17. Porcentaje de células T CD4+ (cooperadoras) productoras de IL-4 en pacientes
alérgicos e individuos sanos.Se determiné la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-4 de
forma intracelular en células CD4* en sangre periférica de pacientes alérgicos (n=16) y un grupo de sujetos
sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por la prueba de
Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05.
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Figura 18. Porcentaje de células T CD4+ (cooperadoras) productoras de IL-10 en pacientes
alérgicos e individuos sanos. Se determiné la frecuencia de células positivas para la presencia de IL-10
de forma intracelular en células CD4* en sangre periférica de pacientes alérgicos (n=16) y un grupo de
sujetos sanos (n= 6) mediante citometria de flujo. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por la
prueba de Mann-Whithney. Se consideraron diferencia significativas con una p<0.05.

Se encontrd que el porcentaje de células T CD4* productoras de IFN-y es mayor
en individuos sanos en comparacion con los pacientes alérgicos (Ver Figura 15)

mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0032).

Para el caso del porcentaje de Linfocitos T cooperadores productores de IL-17A
(Figura 16) se observa una tendencia a mayor produccion en los pacientes
alérgicos pero no existe diferencia estadisticamente significativa (p=0.4157) en
comparacion con el porcentaje de células productoras en individuos sanos. Algo
que también se pudo observar para el porcentaje de células TCD4* productoras de
IL-4 (p=0.7982) (Ver figura 17).

En cuanto al porcentaje de células T CD4* productoras de IL-10 (Ver Figura 18)
en individuos sanos es mayor (p=0.0147) en comparacion con el porcentaje de

células T CD4* productoras de esta citocina en pacientes alérgicos.
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Produccion de citocinas en Linfocitos T cooperadores (T CD4+) de sangre
periférica después de estar sometidos a un estimulo policlonal
(PMA/lonomicina)

Se realiz6é un indice normalizado de la Intensidad Geométrica de Fluorescencia,
mediante un cociente calculado de la siguiente manera: Linfocitos T cooperadores
estimulados policlonalmente (PMA + lonomicina) entre los Linfocitos T

cooperadores Sin Estimulo. (Figura 19.)

En el presente anadlisis se logré observar que las células T CD4" de los individuos

sanos son capaces de seguir produciendo IFN-y después del estimulo policlonal

(Ver Figura 19A), algo que las células T CD4* de los pacientes alérgicos no
pueden hacer o lo hacen en cantidades poco apreciables (p=0.0009). Lo mismo
sucede con la produccion de las citocinas IL-4 (p<0.0001) e IL-10 (p<0.0001) (Ver
Figura 19B y 19D respectivamente).

En el caso de la citocina IL-17A (Ver Figura 19C), las células T cooperadoras tanto
de los individuos sanos como de los pacientes alérgicos tienen la habilidad de
seguir produciendo esta citocina pero en cantidades poco apreciables después de
estar sometidos a estimulacién, no se observa diferencia estadisticamente

significativa (p>0.9999).
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Figura 19. Activacion de células T CD4+ de sangre periférica de pacientes alérgicos e
individuos sanos. Se determiné la Intesidad Geométrica de Fluorescencia para IFN-y (A), IL-4(B), IL-17(C),
IL-10(D) de forma intracelular en las células TCD4* después de 6 horas para el caso de IFN-y e IL-17A y 24
horas para el caso de IL-4 e IL-10, luego de un estimulo policlonal (PMA-lonomicina), mediante citometria de
flujo multiparamétrica. El indice normalizado de IGF para cada citocina fue determinado mediante la IGF de
las células estimuladas con el activador policlonal entre las células que no fueron estimuladas. A la derecha se
muestra un histograma representativo de la produccién de cada citocina.Diferencias entre los grupo se
determinaron mediante la prueba estadistica T de student. Se considerd p<0.05 como significativa.
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DISCUSION.

Se han descrito a las células MAIT como un grupo relativamente nuevo de células
pertenecientes a la respuesta inmune innata, capaces de participar en la
respuesta inmunitaria, esto a través de la produccion de citocinas tales como IFN-
Y, TNF-qa, IL-17, entre otras; su notable presencia en enfermedades infecciosas e
inflamatorias cronicas despertd gran interés por estudiar y elucidar su participacion
en dichos padecimientos .Por tanto, debido a que el asma alérgica se caracteriza
por una inflamacion cronica de las vias respiratorias [2], siendo la entidad crénica
mas frecuente en la infancia, y que con el paso del tiempo tanto su prevalencia
como gravedad van en aumento, ocasionando un impacto negativo en la calidad
de vida de las personas que la padecen [4] en el presente trabajo se buscd

estudiar este padecimiento con la participacion de las células MAIT en el mismo.

Se estudio la frecuencia de las células MAIT y su funcionalidad en pacientes
alérgicos no tratados, se estableci6 como estrategia del estudio, emplear
pacientes con asma alérgica los cuales no estuvieran recibiendo ningun tipo de
tratamiento, para permitir examinar el estado del sistema inmunitario de los
pacientes, sin confundir los resultados con la influencia de algun tratamiento. Por
tanto, el grupo de estudio se separd en dos partes: los sujetos sanos (controles)
individuos que no presentaran ningun tipo de diagndstico de alguna enfermedad
alérgica, y pacientes con algun tipo de enfermedad alérgica proveniente de la

Clinica de Alergia del Hospital Juarez de México.

Las células MAIT son caracterizadas por la expresion de TCR Va7.2* y de CD161*
en su superficie.[4] Estas células adquieren su fenotipo de memoria antes del
nacimiento y por tanto, antes de la exposicion a microorganismos. Para realizar
una caracterizacion adecuada de las células MAIT en el estudio, se colocaron
anticuerpos acoplados a fluorocromos tales como Anti-CD161, Anti-TCRVa7.2,
Anti-CD3, Anti-CD4, permitiendo la identificacion de las células MAIT con el
inmunofenotipo, CD3*CD4 TCRVa7.2*CD161* y gracias a ello fue posible evaluar
la frecuencia de células MAIT. (Figura 7)
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En estudios previos se ha observado un numero reducido de la frecuencia de
células MAIT en sangre periférica de pacientes alérgicos no tratados, indicando
que se encontraba relacionado con la severidad de la enfermedad alérgica;
ademas de reducir la frecuencia de otro conjunto de células tales como las células
T reguladores (Treg) [2] pero no asi la frecuencia de otros subconjuntos de células
T (células Th2, Th17) presentes en pacientes asmaticos graves, algo que no se
observaba en individuos sanos. [57] De la misma manera se ha mencionado que
la frecuencia de las células MAIT en pacientes con enfermedades inflamatorias
como colitis ulcerativa o enfermedad de Crohn, se ve disminuida en comparacion
con sujetos sanos [58]. Lo cual concuerda con nuestro estudio donde se observo
una disminucién en sangre periférica de las células MAIT con respecto a las
células con inmunofenotipo CD3*CD4- (Ver Figura 8) en pacientes con asma
alérgica en comparacién con individuos sanos, con lo cual podemos constatar que
la disminucion de las células puede deberse al estado de inflamacion crénico al

cual se encuentran sometidos los pacientes.

Posteriormente se realiz6 un analisis del estado basal de las células MAIT
analizando el perfil de las citocinas, tanto en pacientes alérgicos como en
individuos sanos, (Figura 9.) fue posible apreciar un indice alto de la citocina IFN-y
tanto en sanos como en alérgicos, habiendo mayor frecuencia de células MAIT en

individuos sanos.

Para comprobar y complementar lo anterior se realizé el porcentaje de células

MAIT no estimuladas capaces de producir las citocinas INF-y, IL-17, IL-4 e IL-10

(Ver de la figura 10 a la 13) donde podemos apreciar que el porcentaje de células
MAIT productoras de IFN-y es mayor en individuos sanos en comparacion con
pacientes alérgicos, algo que no se observa para las demas citocinas, ya que solo
es apreciable la tendencia a un aumento en los pacientes alérgicos de las células

MAIT productoras de las citocinas antes mencionadas, pero sin presentar

diferencias estadisticamente significativas.
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Por tanto podemos decir que a pesar que en la figura 9 se puede observar un

indice similar de la citocina IFN- y tanto en alérgicos como en sanos, en la figura

10 se muestra que el porcentaje de células MAIT productoras de la citocina

mencionada es considerablemente mayor en sanos que en alérgicos.

Ademas de conocer el perfil de las citocinas, tanto en individuos alérgicos como en
sanos, necesitabamos observar como era la funcién que realizaban las células
MAIT en estos individuos, por tanto, para determinar la funcionalidad de las
células MAIT, se evalu6 la capacidad de respuesta de las mismas ante un

estimulo policlonal (PMA/lonomicina). Los resultados de la figura 14 nos muestran

que la produccion de la citocina IFN- y (Figura 14A) es mayor en individuos sanos

en comparaciéon con los alérgicos después de estar sometidos al estimulo
policlonal, de modo que podemos decir que los alérgicos ya no cuentan con la
capacidad de producir esta citocina, aun después de someterlo a algun estimulo,
algo que no seria benéfico para el paciente, ya que necesita contrarrestar la
respuesta inflamatoria (respuesta tipo Th2) a la que se encuentra sometido y una
alternativa de hacerlo seria a través de esta citocina. El mismo patron se presenta
para la IL-10 (Figura 14D), donde se muestra que existe mayor produccién de la
misma en individuos sanos no asi para los alérgicos después de someterlos a
estimulacion, algo que no resulta favorable para los alérgicos ya que esta citocina
cumple una funcién antiinflamatoria que seria muy util para reducir el estado de
inflamacion crénica en la que se encuentra el paciente. Asimismo podemos decir
que la produccién de la citocina IL-4 (Figura 14B) es mayor en individuos sanos
que en alérgicos, algo que pudiera ser favorecedor para el paciente, ya que ésta
es una de las citocinas responsables del estado inflamatorio en alérgicos. Mientras
que para IL-17A (Figura 14 C) es posible percibir que la citocina se sigue
produciendo aunque en menores cantidades después del estimulo policlonal tanto
en alérgicos como en sanos, la cantidad producida no es estadisticamente

significativa.
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Como segundo aspecto que se estudio en el presente trabajo, se analizaron las
células TCD4*, en las cuales se empled la misma estrategia de analisis que para
las células MAIT (Ver figura 7D) que posteriormente nos sirvié para determinar el
porcentaje de linfocitos T cooperadores productores de las diferentes citocinas

tanto en individuos sanos como en pacientes alérgicos.

Los resultados presentados en la figura 15 nos muestran que el porcentaje de

células T CD4* productoras de IFN-y es mayor en los individuos sanos

comparadas con los pacientes alérgicos, tal como sucede con el porcentaje de las
células T CD4* productoras de IL-10 (Ver figura 18). Mientras que para el
porcentaje de los linfocitos T cooperadores productores de las citocinas IL-17A
(Figura 16) e IL-4 (Figura 17) se presenta una tendencia a mayor produccion en
pacientes alérgicos, sin embargo no hay diferencia significativa entre alérgicos y

Sanos.

A continuacion se llevd a cabo el indice normalizado de los linfocitos T
cooperadores, que como anteriormente se explico, el mismo se determiné a través
de la IGF de los linfocitos T CD4* estimulados policlonalmente entre los no
estimulados, para que de esta manera pudiéramos saber si las células T CD4*
tanto de alérgicos como de sanos eran capaces de seguir produciendo las

citocinas después de estar sometidos a un estimulo policlonal.

Los resultados mostrados en la figura 19A nos presentan que las células de los

individuos sanos si son capaces de seguir produciendo la citocina IFN-y después

del estimulo con PMA/lonomicina algo que las células de los alérgicos ya no
pueden realizar y que resulta perjudicial para el paciente, ya que esta citocina
podria aminorar el daio que esta causando la respuesta tipo Th2 en el alérgico.
En el caso de la IL-4 (Figura 19B) se observa que se sigue produciendo en los
individuos sanos después del estimulo, algo que no se observd en los alérgicos,
esto nos puede decir que los pacientes no se encontraban con el asma alérgico
activo, porque de lo contrario se veria mayor produccion en estos individuos y no

en los sanos. Sin embargo, la produccion de la citocina IL-17A (Figura 19C) por
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las células T cooperadoras tanto de los individuos sanos como de los pacientes
alérgicos tienen la habilidad de seguir después de estar sometidos a estimulacion,
pero es poco apreciable y no se observa diferencia estadisticamente significativa.
Por ultimo, las células T cooperadoras de los individuos sanos son capaces de
seguir produciendo IL-10 (Figura 19D) aun después de estar sometidas a
estimulacion, algo que no se observa para los pacientes alérgicos, esto podria
estar afectando a las células T reguladoras disminuyendo su numero y por tanto
su actividad, pudiendo provocar algun mecanismo autorreactivo y seguir

perjudicando al paciente alérgico.
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CONCLUSION.

Fue posible establecer una estrategia de analisis para identificar células MAIT en
mononucleares de sangre periférica de pacientes con asma alérgica mediante el
inmunofenotipo de células CD3*CD4 TCRVa7.2*CD161".

Los pacientes alérgicos tienen menor proporcion de células MAIT en sangre
periférica con respecto a individuos clinicamente sanos. Estas células son
productoras de IFN-y en estado basal, no obstante al ser activadas con un

estimulo policlonal no son capaces de producir mas citocinas.
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ANEXOS

ANEXO 1. Produccion de citocinas IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-10 en células MAIT de

sangre periférica de individuos sanos y pacientes alérgicos antes y después de

estar sometidas a estimulacion (PMA/lonomicina)
histogramas.
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Figura 20. Activacion de células MAIT de pacientes alérgicosSe analiz6 la presencia de IFN-Y, IL-4, IL-17 e
IL-10 intracelular en células MAIT en los pacientes con asma y rinitis alérgica.
2 x10° PBMC fueron estimuladas con PMA+lonomicina, después de 6 y 24 horas se analizo la presencia de la citocina
respectiva en las células MAIT mediante citometria de flujo multiparamétrica, se reporta la intensidad media de
fluorescencia geométrica de la citocina respectiva.A) GMFI delFN-Y, B) GMFI de IL-4, C) GMFI de IL-17A y D) GMFI
de IL-10. A la derecha se muestra un histograma representativo de la produccién de cada citocina. Las diferencias
estadisticamente significativas fueron analizadas mediante la prueba pareada de Wilcoxon, valores de p son mostrados
en las gréficas. Se considerd p<0.05 como significativa.
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ANEXO 2. Produccién de citocinas IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-10 en células T
cooperadoras (T CD4*) de sangre periférica de individuos sanos y pacientes
alérgicos, antes y después de estar sometidas a estimulacién (PMA/lonomicina),

con sus respectivos histogramas.
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Figura 21. Activacion de Linfocitos T CD4+ de pacientes alérgicos e individuos sanos.
Se analizé la presencia de IFN-Y, IL-4, IL-17 e IL-10 intracelular en células T CD4* en los pacientes con asma Yy rinitis alérgica.
2 x10° PBMC fueron estimuladas con PMA+lonomicina, después de 6 y 24 horas se analiz6 la presencia de la citocina respectiva
en las células MAIT mediante citometria de flujo multiparamétrica, se reporta la intensidad media de fluorescencia geométrica de la
citocina respectiva. A) GMFI delFN-Y, B) GMFI de IL-4, C) GMFI de IL-17A y D) GMFI de IL-10. A la derecha se muestra un
histograma representativo de la produccion de cada citocina. Las diferencias estadisticamente significativas fueron analizadas
mediante la prueba pareada de Wilcoxon, valores de p son mostrados en las gréficas. Se consideré p<0.05 como significativa.
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