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INTRODUCCION

‘Ll alvaplitis alérgica extrinseca (ARE), tambien llamada
naumpnitis por hipersensibilidad, .nruna enfermedad pulmonar
bilateral y difuma provocada por una reaccidn inmunolagica
en contra de particulas organicas inhaladas, 1o que se
traduce ®n wuna inflamacién con predominio de chlulas
mononucl wares que afecta 'a bronquiolos, alveolos y tejido
intersticial (1,2). El tipp de particulas orghnicas ca
pa:dl de producir la enfermedad es muy variado s incluye
productos animal ws, vagetales, hongos . . bacterias
termofilicas vy agentes quimicos de bajo pesc molecular
(lel; 1'. No obstante, = pesar de gue hay miltiples agentes
mtiolégicos, la similitud en la alteraciones morfolbgicas vy
an la pressntacidn clinica sugiersn la participacidn de

- m@canismos patogénicos comsunes.

Para astablecer sl diagndstico de esta enfermedad no existe
una caracteristica clinica o de laboratorio patognombnica
que 1o nl}mttl. y @ste se basa generalmente en la suma de
diferentes hallazgus (3). En terminos generales, las bases -

para =1 diagndstico son las siguientes:

li Antecedentes de anus!:iﬁn‘ a particulas crghnicas vy

relacion causa-efecto.



Enfetmedad

Pulufn de granjcre
Bagasosin

Pulnén de los cuidadores
de aves

Pulmén de los trabajadores
de hongos

bulnin da los BujecLOB ax—
puestos a clima aveificial

Pulwin da los trabajadores
de 1a malta

Sequaiosin

Pulpén de loa trabajo-
dores del queso

Pulmbn de lod dascorte~
eadorsas del arce

Puloln de lea inha-
ladoras da putuicaria

.

Enfarsedad por gorgoeie

de trige

Pulmfn de les trabajadores
de resina epfixica

Fulmén da los refinn-
dores de porcelana

Fulmfn de los trabaja-
dorea de pléstico

Fuente de sxposicidn

Heno cnmohecido
cafia de azficar

palomas,pericoa

abono camohecido

sisteman de aire
contaminados

malta mohosa
polve de madara

gueso enmohecido

corteza del aree
pituitaria de cerdo
trigo infectado
veaina eplxica

pinturs coatalflicn

anhfdeido trimetilico

<
AntIgeno inholado

Mycropolyspora faeni
Termoactinomyces vulgards

protefnas aviarias

Thermoactincoyces vulgards

Thermoactinomyces condidus

Aspergillus clavatus

Pullularia pullulans

Penicillium cascii
Penicillium rogqueforei

Cryptostyroma corticalis

protefnae hererSlogns
Sitophflua graimarius
anhidrido tilico
Di=jsocianato de toluecno

anhfdride trimetflico

Tabla I.~ Principales agentes etielfgicos y fuentea de exposiciln causantes de la

alveolitism alfrgica extrinsaca.
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b) Disnea de esfuerao progresiva.

¢) Estertores crepitantes y subcrapitantes diseminados an

. ambos campDs puUlmMDRAares.

4) Alteracidbn funcional respiratoria de tipo restrictivo,

pura'n péndnntp-nt-.

®) Hiponesmia de reposo, o normoxemia con hipoxemia an w1
aeiercicio. ]

) Imhgenes radiologicas mi:rcnbdullrns, nodul ares o
raticulonpdulares, bilatsrales, sin adenopatia hiliar o
snfermedad pulmonar localizada, ’

g} Anticusrpos circulantes contra sl antigenp responsable.

h) Mejoria parcial al suprimir 1a sxposicidn al antigeno atn

En ausencia de tratamiento. : )

i) Alteraciones morfolbgicas caracterizadsas por lnflaincian
intersticial y ‘alvenlar de predominio mononuclear, con
linfocitos, chliulas plasmiticas y macrbfagos infiltrando los
tabiques alveolares (4), adenis de que se pusden observar sn
los espacios alveclares macrofégos de citoplasma espUMDSOD.
Es convaniente destacar gue’ Aunqun- as ha :nnsl&-rldn 1a
presencia de granulomas como uno de iow rasgos tipicos vy
relatfvnmantn constantes wn wsSte padecimiento, westudios

recientes realizados en pacientes con AAE {nducida por

‘inhalacidn de antigenos aviarios (Aga) demuastran que por 1o

menos para ' hute



antfgeno, este hballazgo es infrecuente (8%). Probablemente
los granulomags se produzcan fundamentalmente cuando el
ahtigesno es particul ado, ;.e., hongos ¥ bacterias
termofilicas. En las formas crbinicas de AAE se oObsorva
fibrosis intersticial vy en las etapﬁs mAs avanzadas puade
haber una destruccitn extensa del parénguima, sisndo »}
cuadro morfolégico indistinguible de otros tipos de fibrosis
pulmonar intersticial difusa. '

J) Exclusidbn por datos clinicos , de llborat6r£o o
histoldgicos, de otra enfermedad pulmonar intersticial

‘difusa que pudiera pressntar carcteri{sticas similares.

Por lo que respecta al cuadro clinico la AAE. puede tener
tras formas de presentacidn, que dopenden del grado ¥ tipo
e sxposiciédn, asi como de caracteristicas individuales que

no han sido bien definidas (4).

La forma aguda se caracteriza por comenzar 4 a B horas
despuds de la exposicibn al antigenn. Lo=n sintonas
principales incluyen : disnea intensa, fliehre, sacalofrios,
tos sEca v cafalea. Esta lintumatolnqil di sminuye
gradualmente en las siguientes 24 horas, aunque pueds

pereistir cierto grado de disnea por varias semanas.

La forma subaguda se presenta geEneralmente despuds de una

siposicion relativamente menos intensa, pero continua,



cono suele suceder en la AARE inducida por antigeno aviario
_(cuqndn ml paciente convive Gon unas. cuantas palomas). En
aste caso la sintomatologla &es mis atenuada vy [ 1)
caracteriza por la - aparicién de disnea de asfuRrzo
prograsiva que pusds evolucionar hasta hacerse de reposo,

tos con axpectoracif&n mucosa, anorexia y pérdida de peso.

El cuadro crénico representa la forma mhs avanzada de AAE y
2 caracteriza por la presencia de fibrogis intersticial con
dailio pulmonar irreversibple, inluf!ciﬁnﬁin‘ respiratoria
crénica vy, ®#n atapas mhs tardias,signos de descompensacibdn
del wvantriculo derecho como  por ejenplo asdena de
sxtremidades inferiorss y hepatomsgalia. Existe importantse
compromi so d“; estado gwneral ‘con  anorexia h-t.nia.'
adinamia y baja de peso ¥y En general en estos casos el

prondstico es malo.

Las prusbas funcionales respiratorias muestran - una
disminucion de la capacidad pulmonar total, 1la capacidad
vital y la distsncibilidad pulmonar, junte con un aumanto an
1l presidn de retraccidn eslastica. En las prusbas de
intercambio gaseoso axiste hipoxemia, con un incremsnto en

@l gradiente alveolo-capilar de oxigenc e hipp o normocapnea.



Con respecto a la concentracién sérica dé inmuncglobulinas
s habitualmente se encuentra rslevacidn de los niveles ép
todas las clases, con excepcidn de 1la IgE. En mAs de 1la
mitad de los casos s« puede detectar la pressncia de factor
reumatoide a titulos moderados o altos,, principalmente en
la fase aguda Yy subaguda del padscimiento (6), También e=
frecusnhte «1 hallarzgo de compleias inmunes (7). Un  rasgo
caracteristico de 1a AAE es 1a presencia de anticuerpps
séricos precipitantes en contra del antigeno especifico,
(8), lom cuales s han detectado usando difersntes técnicas
de laborateorio, como doble
inmunodi fusidnh, inmunoplectroforésis o ELISA; con esta Gltima
tédcnica ws posible encontrar anticuerpos especificos =n 100%
de los pacisntens sin embargo, este hallazgo debe s=r
interpretado ton cuidadop, ya gque aproximadamente wl 50%  de
sujetos sanos expuestos al antigeno también prassantan
anticusrpos precipitantas. Una pru-bn' inmunologica que
discrimina econ ﬁaynr precisitn entroe anfermos vy contactos
sanos = la @valuacién de la respuesta inmune celular en
contra del antigsno (9,10), medida en linfocitos periféaricos
o mn linforitos obtenidos de lavados bronguiocalveclarss. En
guneral, la produccibdn de linfocinas, o la proliferacidn da
linfocitos valorata a través de la incorporacidn de timidina

‘tritiada, ' son



habitualmente pogitivos en 108 pacientes y en mucho menor

porcentaje en los s;punstos agintomdticos .

En laos andlisis de lavados bronquioalveclares se ha
.encontrado aumenté en los niveles de 1gG, Igh e IgM,
presencia de enticuerpos emspecificos. contra w1l antigsno
agresor y cantidades variables de complejos inmunes (11,12
J.Existe tamh;en aumento en el namero de linfocitos, Que
puedm 11-9-? a copstituir hasta el SO0% de las células
recuperadas, (en condiciones normales son menos del  185%).
Estas células se han estudiado pbr medio ‘de anticuerpos
monoclonales y se2 han encontrado aumento de las células

supresoras—citotdxnicas{OKTB+); con inversidn de la rel;cian
. T ayudadora / T supresora. Lo mismo we ha obzervato en
tejido pulmonar (13,14). Todas ulta; anormalidades
tneunplégicas han permitido postular que 1a patogenia de la
AAE sum debe a hiperreactividad inmunolégica, madiada

principalmente por linfocitos T.

Finalasnte, con respecto al tratamiento de esta enfersadad,
ss fundamental evitar la !ﬁpﬂliclﬁn al antigenorel uso de
corticoides durante un periddo da seis & doce seses produce
. buenos ralultndna_en lan formas agudas v suhngudnli e las
formas crdnicas o0 en las que adesmbs aexiste fibrosis

intersticial, pueden agregarse medicamentos gque wmodifiquen



el metabolismo de la colAgena, como es la D—-penicilamina’ o
1la cul:hlcinh. aungue la utilidad de estos fArmacos no se

conoce afin con precisibn.

Ei prondstico de la ARE es variabley hasta hace vnos afos se
la consideraba como un padecimiento raeversible en el 1oo£ de
108 casos y con la utilizacidn oe corticoides ¥y gevitar la
mxpoaicion al ant!é-nn el enfirno curaba. 6in embargo,
actualmente == sabe que algunos de estos patientes
svolucionan de manera 7 irreversible & la fibrosis

intersticial difusa (15).
ModelOos animales

Las {pt-rrnqnntp: acerca de la patogenia de asta enfermedad
son maltiples, y en un esfuerzo por contestarlas -se han
dissfiado numerosos modelos animales, en los que =se ha
pretendido reproducir la enfermedad con caracteristicas

-1ni1;rnl a 1o que ocurre «n 2f humanc.

En 1971 Miyamoto (16) desarrolld un modelo agudo de la  AAE
en cobayos inyectando por .via intramuscular una spla dosis
de bacilo tuberculoso muarto por calor ocho s!mﬁnls despuls
los animales fusron nebulizados con PPD. EI estudio
morfolbgico secusncial de 1l1os pulmones mostrd 1nmicialmente

aumento de los polimorfonuclieares, 294—-48 hs despuds las



chlul ag dominantes fueron mononucleares) se observh también
_considerable engrosami ento de los ; tabiques
interalveol ares.Posteriormente Unanue (17}, inyectd por via
intravenosa a cobayas con esferas de poliacriiamida
recubiertas con antigencs y observd la produccion de
‘granulomas pul MonAres 24 que la hipesrreactividad t 1]
trans&erin_pasivnmnﬂte & cobayos normales mediante celulas T

y no con anticuerpos de animales inmunizados.

En 1974 Honnl-y desarrell® un modelo agudo de AAE =n monos a
los que htia inhalar susroc de paloma, y encontraron gue Jlos
anticuerpos circulantes (precipitantes) causaban alveolitis
hemorrigica &4 las saig horas de haber sido rnﬁqdns cen
antigeno (18). Galvaggio (19) usd conejos ‘inmunizados por
;la 1n£rltraqu2l) A 105 cukles sxpuso posteriorments a 1a
inhalacién de aserosoles que contenifan indepandientemsnts dom
antigenos, unho soluble, la albimina sérica bovina, y otro
particulado, la _Mycrobplispors fasni . La - sensibilizacidn
con albamina intratragqueal did comp resuleado 1a produccién
de anticusrpos e hipersensibilidad cutinea tardla.. pero los
animales No presentaron lesiones pulmonarss. En cambio, con

Mycroppplispers fasni desarrocllaron lesionss graduales con
infiltrados de chlulas mononucleares eon alvaolos @&
intersticio, las cuales corruiaclunaban con la produ:éibn

de . anticuerpos - . [



“ -

10

hipersensibilidad tardia., Segan el autor la diferencia de
raactividad se debe & que en un casp el antigeno es spluble

yv &n otro particulado.

En 19746 Gantives (20) desarroli® un modelo agudo en cobayoe
inmunizados con ovoalbfmina y adyuvante completo de Freund,
donde se detectaron lesiones de neumonia, hemorragias vy
chotue anafilactico, obviamente este wmodelo no S parece &

la AARE humana.

Oéra motel o agudo fulé el desarrollatdp por Jaubert (21) en
conejos inmuniradns con adyuvante completo de 'Frnunﬁ o
Bordetells Derivesis Yy tcome antigeno 1a peroxidasa del
rabano. La lesidn producida por el reto posterior coon
asrosoles de peroxidasa de rdbano se caracterizp por
inflltracitn difusa de los brongquiolos respiratorios y de
las parsdes alveolarss con nidmeros aprokimadamente iguales
de células mononucleares y polimorfonucleares. EL desarrollo
tde ia lesién se correlaciond con la reactividad cutanea
tardia (12-456 hs), pero no con la respussta inmune hbumoral
va que no hubo anticuerpos precipitantes y los sstudios  de

transferencia pasiva de suero +fueron negativos.

Barboriack y cols. (22), usaron ratas Sprague-Dawliey y como
antigeno suero de palomailos animales se inmunizaron v se

nebulizaron durante 23,35 y 49 dfas, vy al +final del
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'--xh-rimanto 58 encoftraran lesiones de moderadas a graves Y
_caractlrizadas por inflamaci&p histioclitica, granulomas . y

células gigantes multinucleadas.

~En 1979 (23) Willoughby desarrollé un motelo agudo y crénico
de AAE @n conejos a 108 que 1nmunizd & hizo inhalar albomina
y concanavalina A. Con una spcla inhalaciédn se _prbdujo
neumonitis intersticial grave y vasculitis granulomatosajmn
la forma crdnica (4-B semanas) se produjeron lesionas
necroticas aouyul y dreas de fibrosis intersticial.Adesis ae
ancontraron depésitos de cnmple&us inmunes en pulmdn. EI}
autor concluys que la westimulacidn de Jos linfocitos 7
parsce ser oun svento critico wn la iniciacién ‘qnl dalio
mediado por células ¥y que tambidn favorece la for-i:lan de
complejos inmunesy; no ohstante, =1 dafio pumds deberse a
toxicidad por la concanavalina A, y las lesiones producidas

np se parscen a la enfermedad humanas.

Richerson en 1582 (24) d.-ar'rol Io®un modelo de ARE I.n
conejos inmunizados y nebulizados con nvo.lho;lnn Y] nuranll-_
dipeptido; =n el pr-ri;.nto créonico (4-14 samanas de
inhalacidnd, los animales desarrollaron neumonitis
granulomatosa croﬁicn. caracterizada por engrosamisnto q.

las paredes alveolares, formaciodn dew  gQranuliomas @

-
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infiltrados de linfocitos y macrofagos, ademds se produjercn
anticuerpos locales y ststemicus.espn:lFicas. de tipo IgB e

Igh.

EsAconv-niuntn destacar que g! wmuramil-dipeptido no tiene
actividad ni antigénica ni mitoghnica, sino gque s supohe
que s un adyuvante de los mecanismos efectores de la
inflamacibn, 108 cuales generalmente se suprimen cuando se
inhala un ant!qr;nlnnto implica deficiencia - en la
desmnsibilizaciédn , &n {l supresibn o wh Dtras defensas
contra loms agentes oxtrafos. Par otro lado - el
muramil~dipeptido no produce las lesicnes qQue se han
descrito en otros casos comp por sjemplo cuando se utiliza

adyuvante ¢ompleto de Freund.

Calvanico mt. al, (25) desarrollaron un modelo de ARE en
conejos inmunizados con extracto de heces de paloma vy
adyuvante completo de Fraund) posteriormente los animales
inhalaron el mismo antigeno por tiempos variables. La
concentracidn de 19G - 1gh -n lavados
bronguioalvaeplares,ausentd al mixime 2Z2-F ssmanas despubds del
tratamiento con 1 asrosol coincidiendo con el momsnto ;n
que la inflamacion era mhs intensa. En 19B5 (24) sste mismo

grupo desarrolld un modelo en conains inmunizados y retados

con antigenos protelicos b4 demostraron gue los
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animnlei tienen inflamacién pulmonar de duracidn breva, & la
gus sigus un periodo de ausencia de& respussta, que dura
aproximadanente IO semanas, ec inespecifico y se caracteriza
por la incapnﬁxdad dal conajo de exhibir unn.nunvn reaccidn
inflamatoria n} miamo antigeno usado para inducir la primera
r--pu-lta & a un antigeno diferente. Seghn los autores este
astudio revela que después de un reto con un antigeno
. inhulado. los conejos desarrollan primlrﬁ sSupresiocn

no-especifica de la inflamacidn y posteriormente easpecifica.

Da la gran variedad de modelos de ARE Que se han
desarrollado y que en su mayoria son agudos, no se ha podido
sncontrar uno con caracteristicas morfolobgicas similarss a
las gque ocurren =n el humano. Este hecho ha lnflu!éo en 1la
pressncia en la literatura de hallazgos tontroversisles y -
por otro lado,en gque hasta 1la 4.éhu no s® haya podido
esclarecar cual & cuales sO0h lo% akcanismbs patoghnicos
responsables dm l1la enferssdad. Sin  esmbargo, las
fbservacion®s que s& han hecho wn humanos y en los modelos
sxperimentales (a pesar .de sus limitaciones) sugisren una
participacidn suy importante del sistema inmune. Como ya se
‘mmnciond, esto se basa en el hallazgo en humanos de
anticuerpos contra cl antigeno agresor an sangre perifdrica

Y an lavadosn brenguioal veol ares (B) ., de
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complejos inmunes en ambos Ffluidos (7,11}, de factor
reumatoide en aproximadamente 50% de los pacientes (&Y 5, w2l
reconocimianto del antigeno por linfocitos T (9,100 v el
incrementc de 1infocitos en lavados brohquioalveolares,

Junto con 1a inversitn de sus subpoblaciones {(13,14),

En los modelos sipsrimentales se ha podido producir dano
pulmonar en animal!s-normales por medio de la trlﬂ!f!r;ncil
pasiva e chiulas linfoides de animales praviamente
inmunizados y retados con &1 antigeno (17,18,27), se han
sncontrado complejos inmunes tisulares y partléipactbﬂ de 1a

respussta inmune celular (28,29). -

Una de las obiarvacinnel mhs importantes con respecto a este
padecimisnta, ss 1la mxistencia de individuns que sstando -n.
contacto intimo con .1. antigeno no desarrollan 1a
snfarnadad, Esto suQeriria que aguellios gQue s snferman
podrian tener sayor susceptibilidad 1nd¥vidunl (30,31,32)
que ;I traduciria en un desmquilibrio en el toho de la
respussta insune frente a ciertos antigehos, provocantdo una
reaccion sxagerada frante a é&stos. Recientemante ss ha
postul ado que alteraciones sn la actividad supresora esthn
lnvnlu:rldai 2n enfarmedades donde hay una respussta tnuuﬁ-

alterada, como es @1 lupus sistémico generalizado (33), la
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lepra (34), la artritis reumatoide (35),la sarcoidosis (34),

etc.

En vista de que 3la AAE parece tener un componante
inmunopatolégico importante, decidimos estudiar dos sistemas
inmunolégicos ghpresnrea humanos en pacientes con ARE, con
obisto de explorar si dessmpsfiaban algin papwl en la
patogeni a qa esta enfermedade 1) 1a supruilbﬂ inespeci fica
que ar induce al incubar células menonucleares oe sangre
periférica thSP) con concanavalina A (Con A), seglin el

método de Frajman (33), en cultivos c.lullra; autdlogoss 2)
' ®]l sistema supresor maediado por prostaglandinas, daterminado
s®gin ia tdcnica de Haim (37), donde los cul tivos de CMSP sm
estismul an con fitohemaglutinina (FHA), ¥ simultinsamente se
desarrollan cultiveos con PHA P" indo;ntacinn. como

blogueador de la sintesis de prostaglandinas.

For otro lado, dado de gue en Ruestra opinidn No existe un
modelo de AARE gue sea satisfactorio, fundamentalmente an
relacitn al desarrollo  de 1a lesiones morfolbgicas, s»
d-:ldib disefiar algunos modulos, que an =1 caso de resultar
comspatibles con la snfersedad humnna; permitisran sxplorar

de manara din&mica estas actividades supresoras.



16

HIPOTESIB

La inhalacidn crdnica de Aga .n lnd1viduas susceptibles de
contrasr AARE produce alteracionses “n ia actividad
innuno-supresora que se traducen en las reacciocnes de
hipersensibilidad bumoral vy celular caractsristitas de la

snfermedad

OBJETIVOS

1.— Estudiar la actividad inmuno-suprescra en pacisntes con.

AAE producida por la inhalacion de Aga, para relacionar una
posible respuesta anormal con ta etiopatogenia de la
anfermsdad.

2.~ Dasarrollar un modelo  experimental de  AAE  con
alteraciones © morfolégicas semsjantes a 1a anfermadad

humana, para poder svaluar de mansra sscusnciali

a)} 1a inmunidad humora) local y sistemica,
B) 1la inmunidad celdlar sistémica frante al Aga. _
€} la actividad supresora mediada .por linfocitos T vy

macrbofagos.
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MATERIAL ¥ METODOS .
Estudios sn bBumapnom

Se evaluarpon 14 pacientes coh AAE inducida por Aga (13
-ui.rns vy 1 hn?br-). Con sdades entre 18 y &0 afios (x=33.8
+9.6). En todos los.casos o) diagnostico se basb en los
siguientes datosy .

a) Antecedente de exposicitn a Aga con relacidn causa-
sfacto.

b} Fressncia de anticusrpos circulantes contra Aga,
desostrada por ELIGA. '

c) Cuadro clinico, radiocldgico y +Funcicnal respiratorio,
compatible con la -nfur-qdnd.
d) Hallazgos histoldgicos clasicamsnte l:';tldol para el
diagnostico definitivo, eantre los que destacan la
inflamacidn intersticial de tipo sononuclear, con foraacisn
d‘ actmulos linfoides (granulomas pobresssnte formados) y la.
prisuncin de macrofagos de citoplasma sspumoso - los
espacion alveolarss (4). ¥
Niﬁguno de lo8 pici.ntas estaba recibiendo tratamiento ‘con
corticoessteroides o drogas inmunnluprusarai un sl somento de

sy smtudio. -
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comb grupo control se estudiaron 12 sujetos, % de sexo
femanino ¥y 7 de sexo masculino,cuyas sdades oscilaron entre
15 y &3 afios (30+° 12.6 anos), considerados como contactos
sanon (radiogra¢ta normal de Torax y la ausencia de sintomas
ruspiratorios).- Todos mllos tentan antstedentes de
-:mvlvm:ln con aves. Ademis se analizaron 8 individuosa
normales, 7 mujeres y 1 hombre de 19 a 37 afios de edad (29 &

é.6 anos) sin antecedentss dn‘ convivencia con aves.

activacion de linfocitos con Concanavalina A,

Las ¢c@lulas mononucleares periféricas tptales (CMPT)  ae
purificaron por madio de un gradiente de desnsidad con
F!:oll-ﬂyplqul. s# lavaron con solucidh salina +fisiolbgica
am:;r'ttgu.dn con fosfato (S55F), y se rasuspesndiesron #n aedio
de cultivo RPMI-1440 (Sigma), complssentado con .5'.\'. te suero
fetal de ternera (Bigin). 100 ug/ml de sstreptomicina y 100

Ul/ml de penicilina (Lakeside} (39).

Las c#lulas se cultivaron sn tubos de plastico

de 12x75 sm (Falcon). Para ssto s tncubaron 48 he. a 37=C
20 una atmBssera de 5L de aire y 5% de CD2, con 12 ug/ml de
Con A por cada ix10 & células. Postsrioramente se l-vnrnn con
'‘BBF dom vaces y Sp trataron =|:;n mitomicina £ (25ug/ml)
(Bigma) durante 30 minutos] s lavaron sn tres ocasiones con

85F y se resuspendisron en medio RPMI-1440,ajustAndose a
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1%10 & F.luln:lml| A #stas chlulas estimuladas con Con A s

les conmiderd como células supr--nris (40},

Estudio de _la actividad suhrnnura

' Las células autdlogas frescas (cllulas blanco) se cbtuvisron
de '-lngru periférica como se menciond arriba, vy [ 1]
resuspendi eron &n medio RPMI-14640 (2x10 & células/ml). Em
cultivaron en cajas de cultivo de ?prbzo:; :6n fondo plano
-f{Linbrol. En concentraciones de S5x10 4 chlulas suprescras
Y 2% 10 S5 células blanco,sws afadid u«:tim; de Phytolacca
ansricena {PNH) (Glh:ni, on una dilucidn final de 13100.Como
control se usaron chlulas mohohucleares frescas a las que
también se les agregd el mitogenc.Los cultivos se realizaron
an una mezcla gaseosa de 95% aire y 5%t de CO2, a 37 *C
durante 3 dias. Dieciocho hnr;l antes de terminar el cultivo
se agragaren 0.5 uCli de SH-timi¢ina (New England Nuclear,
Boston Ma.) (6.7 Ci /mM) a cada pozo.Las células s»
cosscharon por medio da una cosschadora automdtica (Brandel
MH-12) vy sw contaron en liquido de centelleo a base de
tolusno t4g/1 PPO y ﬂo'mg/i PGPOP} ®n un contador de

cantel lep Backman LE-100 (33).

El portcentaje de supresion fulr determinado con la siguientms

formulag
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i . cpm células en co-cultivo + PWM
FPorcentaje de supresifin = ] - -

cpw c&€lulas frescas + BWM

ado_por o a

El anhlisis de la supresidbn de la actividad de las células T
mudiada por prostaglandinas se bas® ®n ¢l mbktodeo de Haim et

al (derivado del mdtodo de Goodwind) (37).

En las misman condiciones mancionadas previaments e
incubaron durante 48 ha 2x10 5§ chlulas mononucleares con 2.5
ug de  fitohemaglutinina (Sigma) vy 100 ng da indometacina
(Bigma) por pozosy paralelamente tambien se cultivaren
celulas con FHA y sin indometacins, Dieciseis horas antes
de terminar 1 cultivo se agregd 0.5 uCi de SH-timidina (New

England Nuclear) sn cada pozpo. Las cilulas s® cosscharon

an
una cosechadora autombtica (Prandsl M-12) y s#& contaron en
un contador de centelleo liquido (Peckman LS-100). tioa

resul tados se mxpresan como {ndice supresor  mediado pbr

prostaglandinan (ISMF), dondmm

cPH Felulag con FHA .
16MP=

CPM c#lulas con FHA + indomotacina.
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Los resultados fueron analizados usando la prueba t de
Btudent, considerando comt sighificativos 1o8 datos con una

p < 0.05.
MODELUS EXPERIMENTALES

1.~ Dbtenciédn de anttgenoc aviario

Ea obtuvo de sangre de pollo del rastro de Ferrerta sn =l
Dimtrito Fedwral. E1 suero se sspart por centrifugacidn a
3000 rpm X min.durante 20 minutos vy.la concentracion de

protefnas se determind por #1 mbtodo de Lowry (41).

El mumro de las palomas s ohtuvo por mmdio de puncidn
cardiaca de palomas compradas =n el mercadc de Gonora Q.F.
QOtencidn de wusro de  los  animales experissntales v
controles

Los lntﬂllll. fuercn anestesiados con psntcbarbital =sbdico
(30 mg/kg de pesno} y Ilngridos por puncidn cardiaca antes de
. 'a:rlflcndog. El susro s sspatd por centrifugacién v se
conoel® a -20+C. ‘ ‘

gbtencidn de Javados L

Después de sangrar a loa animales por puncibdn cardiaca vy

previa diseccién de  los masculos del cusllo, se las hizo
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uné incisidbn en la traguea y a traves de upa sonda se
lavaron ambos pulmones con 20 ml de 85F. El liguido obtenido
se centrifugd a 1500 rpm para eliminar @1 moco y las cPlulas

y ®l sobrenadants s® congeld a -20°'C.
Emtudio MorfoléQico

Inmediatamente despuds del LBA, los pulmones se fi jaron por
medio de una sonda traqueal, con formaldehido al  10%

amortiguado con fosfatos. Posteriormente s« extrajeron ‘en

blogue y se procesaron con las técnicas convencionales para

microscopfa do luzjlas secciones de 4 4 S micras de espesor

sw tifimron con hamatokilina v eosina y tricrémica de Gomori.

Entudion inmunoldnicos

1) rmjnac - a o a

insunowlectroforgsis (1EF)

La IEF se¢ realizd de acuerdo al mbétodo descrito por
puchterlony (1968) {42) ., usando agarosa al 1% =n
amortiguador de barbiturates pH 8.6, con azida de sndio  al
0.02%. Se agrsgaron 20 ul de suero dn'palnma o pollo en cada
pozZb ¥ s sometieron a un voltaje de 25 ma. para cada
portach jetos durante 1.5 hs. Despuds se anadieron\boo ul  de

los sueros ¥y de los LBA de 1pe animales exparimentales vy
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contreoles en los canales vy  se dejaron difundir 48 hs a
gémp-rnturn ambiente sn camara humeda. La agarosa se lavd
con lnlucian'-alina. ap sech vy se tifld con amido negro  al
0.1% en Aacido acético al 10X durante 1C¢ minutos Yy
pn-turlnrnantﬁ == d-ltlﬂqun an Acido acético al 10% y
glicerol al 1%.

2) Incorporacién de timidina tritiada en linfocitos de bazg.
La captacidn de timidina m-réada con 34 por linfocitos se
detersind® en presencia de Aga, Con_ﬁ, Pt vy FHA. E1 maayo
s wfectud o acuerdo con el métndn de Waithe y Hirschhorn
(43), modificade para microcultivo. Lo linfocitos d; bazo
previassnts lavados con GEF se resuspandisron en n.dlq de
cultive RPMI—-1640 :nmpl.ﬁlntldu Yy =a 1n=ub;ron sn cajas de
cultivo de %46 pozok a uhe concantracibn de Sxi0o S Chlulas =n
cada pozo. El Aga se agregd en una dosis de 1350 .ug por
cultivo (dosis Optimalry la Con A a uha concentracibnh da 1 ug
por cultivo, @1 PHM a una dtluc;bn final de 13100 ¥ la FHA a
és.uq por pozo. LOS snSayos sSe realizaron pnr; triplicado.
Las cllula; s# incubtaron &’ 37°C en una atmOsfera hoseda que
contenia una mezicla de 95X de aire y 35X de CD2, Discisbkis
horas antes de terminar los cultivos se agregaron 0.5 uCi de

SH-timidina. En =l casmo de los

i
!
i
|
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*

cultivos con FHA y Con A,las células se cosecharon a las 72
hs. Los cultivos con FWM se cosecharon a lam 98 hs Y los que
contentan Aga al sexto dia. Los cultivos se procesaron en la

misma fOorma gque para el ensayo de supresidn yva demscrito.

Los resultados se sxpresaron como fndice de estimulacidbn

{1IE} , dondm

CPM chlulas estisul adas

1E=

CFPM de clulas no estimuladas.
Estudios de supresidn so chlules de Lazo

El sstudio de la supresitn en las cdlulas de bazo de los
animales experimentales s« hizo de la aisma forma como =
hiﬂ:ionb con las chlulas de pléi.nt.l,'cuﬂ la dtf.r!n:ia de
que las células frescas gque se usan =n #1 snsayo

proviensn de un animal sano.

Entudios de] meteboliamo de <o) howna

.

Gusotificaridn de colhaens

Es tomaron porciones de aproximadamente 50 mg de tejido, las
tuales =w secaroh con papel filtro estéril y se llevaron a
peso constante, deshidratandolas a 100°C en una estufa

Thelco. El tejido se hidrolizéd con HCL 6N sn una ampolleta
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” mellada al - vacfo y =me incubd durante 284 hs a 100 "C.
Posteriormente g1 h]drolizaun oe filtrd al vacio, se ovapord
..l Atido eclorhidrico vy se neutralizh. Finalmente, las
muestras se resuspendisron enh agua destilada, de donde se
tomaron alicuotas para la determinacitn de hidroxiprolina

" por =1 maAtodo de Rojkind y Gohzhlez (44).

Los resultados sSe exprasaron como mg de coldgena/g de tejido

E 1 -1
Biosintesis de col baena

L.as muestras de pulmén fueron d;vxdtdn- en tos porciones con
un peso aproximado de 100 a 200 mg de peso. Estas alicuotas
se incubaron en 3 ml de medio de cultivo Eagle modificado
por Dulbmcco, que contenia 10% de suero f;tal de ternsra,
0.018 mg de Atido ascofbico, 0.064 m de sulfato Fferrosn,
300 U de penicilina, 300 .ug de estreptomicina. Los cultivos
se spuilibraron. con 95X de 02-5% CO2 Yy se xncublrﬁn a 37 *C
#n un agitador con biﬁn de agua. Despuds de I hora o1 medio
fudk resplazado con X ml de mpdio fresco que ademhs de
los r-a:&tvns mencionados contanta = 30 A4Ci ‘ de
(2,3-~3H) ~prolina, (32,2 Ci/mol, Nnu. England Nuclear, Boston

Mass) y 1 tejido se incubd 4 horas mak.



Al final del peridde de incubacitin las muestras de tejido se
homogenizaron con  un hnmngnul;adur de tejido Pol ytron
(Brinkman Instruments, Inc, Westbury MNeV.? an acido
triclorcacético (TCA) al 10% vy lavadas 3 veces con TCA al
5%. E1 material precipitado con TCA ese hidrolizd por 24
horas con HCl &N a una temperatura de 100'C y posteriocrments
sm filtrd al vacio y se procedid a la evaporacidn del Acido
clorhidrico Yy heutralizacitn de las muestras. La
hidroxtprplinl y la prolina radioactiva por el nééadn de

Rojkind y GonzAles (443).

Los resultados obtenidos se expresaran como porciento de
sintesis de proteinas no colagknicas, muitlpli:adu por el
factor de correccitn de 5.04 (45) dado el contenido mis bajo
de praolina sn estas Qitimal.
Calculos oara bigsintesis de colpgsna

Zcpm de OH-PROD

-

X de sintesis= # 100

2cpm de OH-PRO (5%.04 x cpm FRO)
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MODELDS EXFERIMENTALES

d (=30 -7

Piez ratas Wistar macho de 8 semanas de edad se " inmunizaron
por v!n subcutsnea con adyﬁvante completo de Freund {ACF)
{Sigma) y 10 mg de plasma de paiumn (FP)} a los sieste dias
an les jinyectd por la misma wvia avyuvante incompleto di
Fr-uné (AIF) ¥y 10 mg de PP; a 1los 15 dias Se sometieron a la
inhalacidn dieria de 20 ml de PP (30 mﬁ/ml). pbr medio de un
micronsbul izador ultrnnbhi:n {BEennet UB—I)..d.ntrn de  una
jaula de acrflico disefiada especialmente (Fig 1),

durante seis semanas.Los controles consisitieron en un grupo
] de seis ratas sin inmunizar ni nebulizar) posteriormente s»

sacrificaron y se hicieron los siguisntes sstudios:

a)d Histopatolbgico {cortes de pulmbn tefiidos con
h-natnullinl.y eosina ¥ tricrbmica de Bomori).
b) Incorporacidn de 3IH-timidina en 1linfocitos de bazo

astimul ados con Con A.
" Hedelo Experimental 1]
Nueve ratas Wistar machos de B semanas de edad y 10 ratones
Balb c machos de B semanas de edad se inmunizaron por via
subcutanea con 10 mg de suero de pollo (G6Fo), mezclado énn

ACF, & los ciete dias se reimunizaron con 10 mg de 6P ¥

AIF) después’ de dos semanas se sbmetieron & una



Taam (L
P

Figura 1. Chamara de nebulizacibn para la @uppsiceibn crdnica
a antigeno aviario, En ¢ cuadrante inferior izquierdo. se
observa el micronebulirader Beanet  US—1 utilizado en  todes
los experimentos. -
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nebullizacién diaria‘con =0 m de SPo (30 mg/ml) durante 10

sppanas., Se incluyd un grupo control, o1 cual consistid en

cinco ratas y ratones inmunizados con ACF mAs B5F y AIF  mAs
65F, ton obistp de ver 81 las lesiones morfolbogicas no oBran

producidas por, la sola presencia del ' ACF,ademds de cinco

ratas y ratones sin iamunizar ni nebulizar.
‘Al final del. experimento los asnimalws fusron sacrificadan

¥ las gulmones e fljaron para sstudins de microscopis de

luz. AdemAs s obtuvieron muestras tisulares para

cuantificacion y biosintesis dé colbgena,con ®1 $in de

svaluar si en o1 modelo wse podian  encontrar diferenciss

entre 1od animales innnl y snfermos como un indicador precox
del desarrollo de fibrosis pulabnar. Sk tomaron muestras del

BuBro para la detsrminacian de - anticuerpos por nmedio de

ipmunowlmctrofordeis .
Modele Exowrinental J13

Se disefid un tercer acdelo eupearissctal e ARE, con obimto

de deterpinar st 108 animales s8 podiAn sensihilizaer

s0laments por contacto con el antigeno por via asrer  (coma

oturre an los humanos), En asty modelo 10 ratan Wistar

machos de 8 sepmanas de edad se sometieron a nebulizacidn sin

haber sido praviamente inmunizadas por via sistamica. Antes

ge eomaterse a ia nebulizatiodn los  animales e
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sangrarocn con cbjetn de ver si no habfia anticuerpos que

:pfnclpltaran con el antfgeno en tarma inespercifica.
Modelo Experjmental IV

En vista de que los resultadu# vbtenidos en los tres
superimentos anteriores no fueron satisfactorios se diseld
un cuarto modelo, en ®l que se decidid aumentar el tiespo de
nebulizacith a cuatro meses, con la hipdtesis de que al
incramantar e1 tiempo de inhalacidn habria lesiones haynr.l.
: Ew inmunizaron B ratas Wistar machos de B sSemanas de edad,
an la misma forma qQue ya se mencion® en el modelo II y' se
somstiron a nebulizacidn diaria de 30 ml de 6Fo (30 mgs/mi)
durante 14 semanas. FPosterioraente s sacrificaron y se
ohtuvieron mugstras de suwro v lavados bronquiales para
avaluar posibles difersncias entre las ratas expsrimentales
con y sin patologia pulmPnnr en relatiédn a la pressncia de
lniicu-rpos localen, vya que =n 4a&smbos casos mxisten
anticuerpos pressntes wh ®)1 suero, t¢omo -u-ie suteder sn la
enfermedad humana. Con las t#lulas de bazo s® hicieron
axtudios de -upr-sibn inducida por Con A, para comparar con
los ;Ilultldﬂl que e habian obtenido en humande,y pPara
determinar =i habfa diferencias en &1 porcentaje de
supresidn on las ratas sometidas a nebulizacién en relacidn

a los grados de lesisdn pulmonar.
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8in amhargn; en los co-cultivos de las células de bazo a
diferencia de 1o encontrado en linfocitos humanos 1la
respuesta mitogénica de las ratas a l1a lectina de fitolaca

fudé muy pobre, por lo que sp decidid utilizar otro mitbgeno
{FHAY .

Modelo Experimental V

Dadp qunAll aumentar 1 tiempo de nebulizacidn de !0 a 1&
semanas ho hubo iAcremento importante en las lesiones
T morfolbdbgicas, vy basados en una publicacidn que usaba
conmejos, en donde despuds de un pico inflamatorioc la lesibn
involuciona adn en presencia del antigeno (25), se decidid
realizar un nuevo sxperimento en donde 1los animales s
nebulizaran 10 semanas. Se inmunizd con EPp un grupo de (O
ratas Wistar machos en l1a forma descrita anteriormente vy ss
nebullzarcon diariamente con SO0 ml de suéro de pollo. Ee
sacrifjicaron y s2 hicieron los sigulientes estudios:

a) morfpldgico, b) incorporacien de SH~timidina en cllulas
de bazo mstimuladas con FHA,c) incorporacién de 3H-timidina
an células de bazo estimuladas con Aga, d) supresibn
inducida por Con A, elsupresidn de células monocnucleares
mwdiada por prostaglandinas. 8in embargo,
hasta pste momento ninguno de los modelos cobtenidos habla

sido - satisfactorio en términos
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morfolégicos y de’ reproducibilidaed, ademaAs de que el
problema de la infeccién crbnica que presentaban las ratas
par Mycoplagma pulmonis w habia hecho mids agudo) por esto,
s decidio iniciar una nueva colonia de ratas Wistar, para
1o cual wse utilizd un pie de cria proporcionado por el
bioteric del Instituto Nacional de Neurologiag estAs ratas
procedifan de Estados Unidos, siendo wuna cepa abjerta vy
pura. Se criaron en &ptimas condiciones de tempuratﬁra -

higiens vy se trataron -can tilosina para controlar ‘la

infeccian por M, pulmonis.

Con dste grupo de ratas se realizaron todos sxperimentes los

siguisntes.

Modelp Experimental VI

En todos los modelos anterioras se habfan utilizado ratas
macho para que las varjacionss hormonales del ciclo estral
no interfirieran con los experimentor) sin wesmbargo, en 1la
experiencia clinica del INER (15} se ha visto que 1a mayor
parte de los pacientes con ARE inducida por Aga son muieres,
por lov gue se ﬁensn'que al usar animales hembraos se podrian
ohtencr mnjores‘ resuitados. Con base en = estas
cohsidaraciones e disefd el siguiente modelot nueve ratas

Wistar henbras de 8 senhanas de edad se fnmunizaron :uﬁ 5Fo y
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ACF, a la siguiente semana se inmunizaron con SPo vy AIF,y a
los 15 dias se nebulizaron diariamente con SPp durante 10O
sEMmanas. Be sacrificaron y‘ L 1-3 hicieron estudias
morfoldgicos., No se apreciaron diferencias significativas

con la utilizacidn de ratas hembra. .

Hasta wl momentoc los principales defectom que presentaban
l1os modelps descritos eran que solo un bajo porcentaie de
ratas con lesiones difusas y s0lo en algunos modelos. En la
mayoria dee lp= animales las lesiones inflamatorias eran
focales y gran parte del parénquima pulmonar se encontraba

respetado.

Hedelo Experimental YIJ

Con objeto de incrementar el namere de animales con lesiones
difusas se decidié intentar un modelo al que se anadiera una
substacia con efacto potenciadorg para esto se utilizé el -
paraquat,qus comp se ha demostrado previamente, sumado a la
inhalacidn de oxigeno a concentraciones elevadas produce un

grave y sxtenso daMo pul monar (44).

Se disefid un experimento en donde se utilizaron 13 ratas
Wistar provenientes de la nusva colonia y 6 ratas
Sprague-Dawley. Se inmunizaron con 10 mg de suerb de paloma

(6Pa) mads ACF; & 1la semana siguiente con 10 mg de SPa mhs
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.Al#: a los quince dias se dividieron en dos gruposyel
prim@ro correspondi®d a siete ratas Wistar vy cuatro r.th;
Spragus—-Dawley que s® nebulizaron diariamente con 23 ml de
suero de paloma ¥ se inyectaron tres veces por ;;mana con
2mgs/ kg de peso con paraguat intraperitoneal. El segundo
grupo de seis ratas Wistar vy dos Spragus—Dawley se inyactd
en 1a misma fu;ma con paraquat, pero en lugar de antigeno
para nebulizar s® utilizd solucibn salina. AmbPE grupos S8
nebulizaron e inyectaron durante cuatro ssmanas. EFl estudio
morfolbdgico de los pulmones en este modelo mostrd lesionas
o amhos grupﬁs. las quae eran difersntes & la ARE v por
siperiencia previa en nuestro laboratorio fueron atribuldas

al paraguat.
todelo Experimental VIY)

Basados en que .Ki'tlﬂ-dlfIrEn:ill gunéticacs en la respussta
inmune & los estipulos antiglnicos (47,48) ,dependiendo dm
la cepa de animales utilizada, se decidi® buscar alguna cepa
de rata mids susceptibie a adquirir la enfermcdad y con bsta
hipbtesiso se montd el siguiente modelo con un grupo de rntlp

"“Fisher singénicas donadas por el bhioterio del IMSBS.

. &m inmunizaron por via intradérmica 18 ratas Fisher macho de

8 semanas de edad, con 10 mg de SFa mAs ACFy; a los



‘wiete dfas se inmunizaron con 10 mg de SPa mas AIF. Una

semana daspuds se dividieron en tres grupos:

a) selis ratas fueron inyectadas con 100 000 bacterias de BCG
an 300 ul de SEF por via intratragueal.

b)) mwis ratasg recibieron 100 ug de sSuero de paloma y 300 000
bacterias de BCG en 300 ul de BSF por via intratraqueal.

c) swis ratas fueron inyectadas con 100 ug de supro  de

paloma en 300 ul de S65F por via intratragueal.

Lons grupos &4 ¥y b #2 nebulizaron durante 4 semanas con 25 ml
de suero de paloma. del grupp c s$olo se nebulizaron irns

ratas.

Nusvamante las lesiones no fueron las esperadas, por io que

decidimos cambiar de especie animal.

[=! ta

Este nuevo modelo se disend en conejosise utilizaron diez

conajas Nueva ZIslanda de 2Kg de peso, que fueron inmunizadas

por via intraddrmica con 30 mg de SFa mhs ACF v a 1la

siguiente® semana reclibiaron 30 mg de SPa mas AIFT quince
dias mhks tarde s nebulizaron con 25 ml de suero de paloma
diariamente de lunes a viernes durante 5 semanas. LoOs

controles fueron conejas inmunizadas con SPa mAs ACF, pero
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nabulizadas con SEF y un grupd de cinco conejas inmunizadas

con SPa sin adyuvante y.nabulizadn: con EPa.

‘Modelo Experimental X

En vista de que en el modelo anterior el ACF por si  solo
produjo sn los conejos imagenes morfolbgicas de ngumnniti..
d-cidino--huscar otro agyuvante. Se utilizé gel de hidrbxido
de aluminio { Pepsamar) mezclado con 2 sl de Spi 15 wmg/ml
volumen a volumen. Se- inyectaron % conejas por via

intradérmicas & la siguiente semana se repitid la misma

.dosis, v siete dias despubs se nebulizaron con &Pa. Los

controles consistieron en cinceo conejas inmunizadas de 1la

misma Fforma con hidréxido de aluminio y BPa, pero

nebulizadas con 65F. E1 camhio de adyuvante, demostrd que

las lpsiones granulematosas del modelo IX  eran debidas
ACF.

al

Bodelo Experimental XI

Finaimente decidimos ensayar con otra emspecie animml que o

iuy utilizada #n modelos experimentales de asma, debido a 1la

facitidad con que presenta hiperreactividad de lar vias

Lllr.ll- S& inmunizaron diec cobayos 3 cinco machos y c€inco

hembras de 250 gr de peso, poer via intratragueal con 100 ug

de ovoalhumina ton) ’ 1% dias desopudc de la
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sensibllizacidn se sometieron a nebulizacién de 5 dlas a la

sgmana can 25 ml de OA (Z2mg/ml)

durante 4 semanas.
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RESULTADDS

Hodelo experjnental I

-En este modelo los anpimales normales no mostraron ;esibn
(Figs 2) . Los apimales agredidos .Fun Aga mostraron
diferentes grados de lesién pulmonar que 8@ caracterizaron
po&.un aumento del tejido linfoide asociado a bronguios,
inflamacidn jnt;rsticial de predominio mononuclear y {(en
algunos animales) presencia de macrdfagQos de citoplasma’
espumosc en  los esﬁaclns alveolaras. UOcasionalmente se
obaservd inflamacibdn perivascul ar de las mismas
caracteriaticas des:ritas{ ademds de focDs 1rregularbl de

eosintfilos y células gigantes multinuclesdas (Fig 3 y 4).
Incorporacidn de 3IH-timidina en linfocitos de bazo.

Cuatro de las seis ratas normales presentaron frente al Aga
un indice de estimulacién 4(IE) ligeramente superior a 1
(Tapfl I1) siendo el promn@io de las nnii #- 1.73 ¢ . O.&S.
Por otro lado, solamente _dos de las siote ratas
experimental es nosérarun un JE mayor que los controles. En
camblo, las cinco restantes presentaron este IE similar a

las ratas normales, con un promedio de 2.14 ¢ 1.4

Frente a 1a Con A (Tabla 11}, el 1E de la ratas normales fus

en propedio de B.5 + 3 . En contraste, los linFa:itB-
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Figura 2. Micrografia de un corte de pulmtn de rata normal,

sep puaden observar log tabiques alveolares delgadaos
noraales ¥y Ins cospacios alveblares limpios (H.E. 80X)

Y



Figura 3. Fotomicrografia doe wan pulmén de rata sacri ficada

sis somanas despufs di 1a enposicidn a suero doe palomats. Se’

puede observar un engrosamiento de los tabigues alveolares a
»ipensas do wn infiltrado inflamatorio de predominio
monondalear. En variog asspacios alveolares 52 aprocian
marrdfagos do of topl asma vecuwol ado (H.E, BOx).

Qe
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Figura 9. Celula gigante multinuelcada

intorsticio pulmonar de wna rata cocipuesta

gegmanas a la inhalacidn de suero de palomac

-

ubicada en

HLE.

durante

G .

a1

el
mria
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B.6
6.4
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Tabla ILIndice de estinulacifn de linfocitos 4Aa baeo frxsnte a la

Concanavalina A y #1 Ancigens aviario.

Indice de estimylacifipn ' =

ep-.:!lul--.nu:t-uladl-

cpw céilulas no estiouladas
* Ratas con mayar grado de lasaidn.
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de lag ratas con alveolitis tuvieron un IE promedio de S.4+¢
3 ', aunque ésta -diferencia ) no  fud estadisticamente
significativa. (p> 0.2). Bin embargo, s observd gque las
tres ratas gue tentan un lE mayor frente & Con A presentaban

leslones morfolégicas mAs graves.

FOr otra parte las lesiones histoldgicas de este primer
modelo fusron heterogéneas, E1l J30% de los animales agredidos
desarrolld alteraciones morfplégicas considerables Y ()]
resto mostr® gradoe menores de dano pulmonar, En este

sentido era deseables que e1 modelo se pptimizara con

respecto al nbmero de animales que presentaban lesiones
difusas.Inicialmente se considerd que aumentando la cantjidad
de antigeno y el tiempo de exposicién cbtendriamos mejores.
resultados. Para facilitar el incremento de estas variasbles
se decidi® cambiar ®l1 antigeho a susro de pollo, debido a
gue mra mAs sencillo de consuéguir y con un costo menor vy
por otruo lado 8 han descrito en la literatura casos de ARE
por contacto con &stan aves . Ademhs se ha comprobado en
nuestro laboratorio que los antisueros dlrig{do- contra
suepro de apbas aves cruzan inmunol dglicamente. El segundo
modelo se disefo introduciendo las siguientes variables:

a) Se incrementé la cantidad de suero con que s nebulizaba

a los apimales de 20 a S0 ml cada gfa.
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b) S prolongs el tiempo total de inhalacion _"de' & a 10

ERMANAN.

c} Ademas de ratas,se utilizaron ratones Balb /c.

El sstudio morfoldgice en este segundo modelo revuib que de
acugrdo a las. lesiones bhservadnl, los animales se podian
clasificar wn tres grupos: a) No lesionados. b) Con lesidn
minima perivascular, caracterizads por infiltrado de cilulas
mononuclearsas con aspecto de plasmdticas en la vecindad de
vasos paguefios ¥y que en corte transversal , tenfan aspecto
de manguitos, aungue ocasionalmente estaba limitado a ' un
20lo lado del vaso afectado. Las alteraciones eran mag
frecusntes an los vasos Subpleurales vy &n los extremos de
;ns cortes.c) Con 1esibn intensay en la que ademas del
infiltrado perivascular generalizado, e sncontrd
angrosamiento de los tablqu;- alveolares, con infiltracidn
de células sonohucleares (Fig. 5) .lLos resultados [-1:)
susstran en la tabla IIX. FPor otro lado, las ratas gue
fuercn inmunizadas Yy nD se nebulizaron no presentarcn
lesiones, 1o que pusde sugerir que las lesionas intansas
ocurren cuando los animales se nebulizan v no nimplemanﬁe

por la presencia del ACF.

Biosintesis y.:nn:entracibn oe colagena.
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Figura S. Fotomicrografia deo pulmbn ge rata expupsta durante
dier semanan a la inhalacidn de suero de pollo, se oObserva
infiltrado perivascular Yy engrozamiento de los tabigues
alvealares, con infiltracidn do células mononucleares: (H.E,

120x) .



Lesiones Concentracidn de colfigena Bicafntesis
Hiastol8gicas mg.colBgena /g tejido seco % collgena
Rataes inmunizadas

no nebulizadas

sin lesifn

NP-1 78.5 1.6
lesifn minima

NP=4 TB.5 1.37
HP=8 86.7 H. D.
NP=12 83 N. B,
Promedio 82,7 44,1 1.37
Ratas_inmunizadas ' .

y nebulizadas

lesifn miﬁimi

NP-3 88,2 1.6
NP-5 91,6 1,8
NP-7 81.3 N.D,
NP~113 69,3 N.D.
HP-~14 63,3 . N.D,
NP-15 66,7 . N.D,
Promedio 76,7 ¥ 11,9 ' 1.7 + 0,14
lesidn intensa

KP=2 : 91.2 1.6
HP-6 " 85.6 - 1.8
NP~10 95 ’ 1.6
Promedio 90.6 + 4.7 1.6 +0.11

in

Nimerc de bandas en IEF
Suero .de pello

Csi 105

RGN g e

3k 2.2

N e

3 4 1,15

o™

LR O

b s s e gen

suero de paloma

9%



Ratas sin nebulizar,
ni inmunizar

lesiSn minima
NP-9 :

sin lesldn
NP-16
NP-17
NP-18
NP-19

Promedid

© 68,8 + 6,93

6), T4 : 1.31
71.05 1,66
69.8 . . .18
62.95 1.47
78.9 1.5

1.4 + 0.18

o

o oooeo

& veoo

TnbluIII;- Resumen de log

resultndos del modelo II

o
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Con respecto al estudic de soncentracién de colégena, ho
encontrames ninguna‘diferancia entre las ratas sanas y  las
que presentaban lesiones minimas , (Tabla 111). De todos
muﬂol;ius animales que tenfan lesiones mas intensas
mostraron una tendencia al aumento en esta proteina.

En relacion a, l'a biosintesis di colédgena tampbco hubo

ninguna diferencia entre ambos grupos.
Determinacidn da anticuerpos por IEF

No se eﬁcnntrb ninguna correlacidn entre «]1 nimero de bandas
y la presencia de lesiones en los anlmu{n-. Todos los
animales que fucron inmunizados p}eséntnban anticuerpos,
independimntemonte de si se hubieran nebulizado © no .
Ademas me Observo que wxistia una banda qus era comtn  al

suwro de pollo y paloma {(Tabla IlI).

Finalmente ninguno de los ratones prescentd lesiones
. pulmonares, por lo que se decidid que no

tenia sentido realizar el motdelo con &stos animales.
Modelg Expprimental IIT
Estudio morfolbégico.

Ninguno de 108 animales de este modelo tenia lesiones

pul monares.
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Detarmipacidn de anticuerpos por IEF.

Las IEF de las ratas sntes de ser inmunizadas na prasentaran
ninguna banda, { gste estudic fu® realizado para probar que
fal bandas de precipitacisn eran especilficas )..Despuks de
la nebulizacibq en LBA no sr observd ninguna banda vy
splament® una rata presentd una banda de precipitacibdn
frente al Aga en suero.

En conjuntop, estos datos -uqirieroh que el mbtodo de
inmunizacidn por via aersa para esta enfermwdad no es
wficaz, yv que para producir el padecimiento ; sensibilizar
apropliadamente a las ratas es necqllriu inmunizarlas por via
subcutAnea con ACF, antes de retarlos con €1 Aga ‘pbr

nebulizacidn. .
Hogelo Experimgntal IV
Estudio Morfolbgico

Las lesiones morfoldgicas fueron come las que l;

describieron an 21 modeio II, pere todas con un grado d._
lesibn minima, En aste sentido no se in:r!m.ntb ®l grado

ni sitensitn de las lo;innns. a pasar de habar aumentadeo el

timmpo dg nebulizacion.

Dewterminacidn de anticuerpos por IEF
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En.al suero de los animales agredidos el ndmero de bandas de
p?ecipitncibﬂ $ufr de 1 a 5, en cambio, en los LEA fulk de 0 a
l,‘-in embargn no se pudieron cn}relacinnar con las lesicones
mnffnlggicaﬁ. Ninguno de las ratas controles presentd bandas

de precipitacién er suero ni en LBA (Tabla IV,
Engayo de suprasion inducida por Concanavalina A

En la tabla IV sp muestran los resultados obtenidos con esta
prusba. ¢pmo s puede obsServar, &stos datos sugleren que
las ratas Agr!dld#s presentan un {ndice de supresibn mayor
comd consacusncia de la expéutctﬁn al AgA, no cbstante, es
Necesario tensr un mayor nomero de aniﬁales estudi ados  en
los dos grupeos, para obtener ru;ult.dn- mas concluyentes. En
este sxperimento se observd que la respuesta mitogénica de
las ratas al! PWM wera muy pobre, por lo que se decidié
utilizar otro mitdgeno (fitohemaglutinina PHA) a fin de que
fuaré mayor la diferoncia de incorporacién de 3H-timidina
nntrp_ll- c#lulas sxpuestas al mitobgeno solo y lag que se

co~cultivan con las celulag mitomizadas.
tiodele Expwrimental v

Estudio Hur*aléqlcu




Rata Ho Lepifn

Hiastoldgica

Nlmerc de Bandas en IEP

Porcentaje de supresifn

<pa c¥lulce normales con PHM

on suaro an LBA inducido por Concanavalima & ~
(comcultivo)n
Ratas inmunizadosm
y nebulizadas
1 sin lesifin 3 1 -~ "
2 minime k] 1 64
3 minima 5 [+ -
&4 minima 3 0 . -
5 minima 1 1 (1]
[ mfinima 3 1 -
7 ain losifin 3 ] ~m
8 sin lesibn 3 o (1] .
Rotas inmunizados
no nebuliradas
10 ain lestidn 0 ] ]
11 sin lesidn o ] 3o
12 ain lesidn o Q ]
13 sin lesidn o ] 40
Tobla IV .~ Reaumen de loa resultsadeos del cudatto modolo
* I Supresifno = 1 = eps cBlulns cratadas ¢on GConcanavalina A y mitomicina

X 100

S’
e
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ICnmo se pusde observar en la tabla V, no hay difersncias
eﬁtre las ratas nebulizadas y los contreoles.En ambos grupos
existia tejido linfoide bronquicalveolar (BALT) de + a
++++, ¥ lesiones focales o moderadas de alveolitis. Este
tipo de lesiones, s atribuyd a la infecibn por nggﬁglngmg
nylmﬁnin Yy nR & una respuesta al Agas por lo que se decidid
trasr una c.p; de ratas Wistar de un bioteric independients,
lam que fueron previamente analizadas antes del siguisnte:

modelo.
Cultivos celulares,

Este sstudic s® realizd antes de conocer 1os hallarzgos
morfoldgicos y a ciegas. Los resultados de la incorporacitn
ctyn IH-timidina y los dos encayos de supresion se resumsn en
la tabla VI. Se pueds chservar gue no .hly diferencias

significativas entra lﬁs-cnntral-l y las ratas nabulizadas.

En vista de que hasta sl momento , los modslos obtenidos no
reunian los critirios necesarios, se decidid implemssntar lp

siguionte merie de sxkperimsntns, sxclusivamenta con andlisis

mor £616g1cos.
Modelg Experjmental VI

" Estudio Morfolbgico



Rotas Ho

Ratas ain inounlzar BALT Grodo de Alveciicis Otras Obmeyvaciones
nl nebulizar _— — e oneR

1 + + ++ Focal nfnimn

2 + o+ o+ No presenta Edema Pulmonar

3 + + + Hoderado —————

4 - No presenta Gongemt{8n +

5 - Ho prresentn Bronquitis Purulenta con Abacosg
6 . + + Focal Congeacifin +

Q‘-E"
Rotas inmunizndes . R - . "
y nwehulizndas
~

7 ++ + Hoderada | T mm———
8 + + 4+ + Focal ——
9 . ++ Moderada ——
10 ++ + + Moderada Pocal ————
1 - Focal Congestilin +

12 + 4+ Focal Congestiln +

13 + Foeal Congentiln +
14 + Focel Hiltiple m———
15 + Focal : Congestisn +

16 - — Bronquicetasis

Tabla ¥.- Lesiones histolSgicas del modelo Ve BALT - Tejido Linfoide !rnnquinnl;anlnr.

£5



Rata Ne,

Ratas sin inmunizar
ni_pehulizar

CPM incorpotrucisn de
C&lulas ostimuladas
con  PHA

(Indice de astisula=-
clon}.

CPM incorporacisn da
Cflulas estiouladss
con 8
(Indice de sntitula=
cifn}.

X De Supresisn indu
cida por <ConA,
{Clulas satimuladas
can  THA),

Indice de Bupresisp
wediada por prostas=
glandinas #

1 35,194+6900 (41.9) - - - 38 1.2
2 4,064+1069 {19) - - - 64 1.7
3 3,362x1126 (18,3) ~ n - 65 1.6
4 46, 972“003 (27.19) 14974701 (0.34) 51 1.03
5 45, 993+1102 {25,3) 2150+79,3 {1,17) 40 1.01
6 6,019F388 (5.2) 3453%739 (0.79) 73 0.57
Promedin 23,604421362 {22.8) 23664995 (0.76) 55,16+14,3 1.240,38
Ratns 1%nizndn.
y nebulizndas

? 329+16.7 (1,18} - - = 70 i
8 A388#1427 (87.76) - = = &3 1.49
9 JB01E4930 (75:1) 8514268 {0,46) 48 1.10
10 384703275 (2B.75) 3462+634 (L,6) E: ) 1.19
11 5442742735 (22.63) 512%178 (0,32) 62 0.99
12 136262208 (16.1) 9684845 (0.41) 79 1.00
13 36960F2652 (41) 2083%191 (0,72) 76 1.01
14 2709671182 (33) 1614#173 (0,67) 70 0.88
15 2258542077 (426) - - - 13 « 1,02

. 16 5045%425 (33.4) - - = ) =10 1.2

Promedio 24154+18049 (38,1) 158141080 {0,659} 52.9+25,02 1,09+0,16
¥ n
N

Tabla V1= Resumen de los tesultadow del modela ¥,

% Indice de supreeibn wediado I:PH cEIu!n‘ mnnnnelanren ul:.lnuladna con PNA ccn 1ndonuae£na

por Prol:aglandlnll CFH cflulas mononuclaaros estimulndos con PHA min indometacina



En sote modelo, el uso de ratas hembras no did el resultado

asparado.Todps los animales presentaban pequefios §focos
inflamatorios.
tMadele Experimental VII

Los dos grupos des ratas ’ lng inye:tadas con paraguat v
nebulizadas con Aga y las inyectadas con paraquat Y
nebulizadas con BSF presentaban el -mismp tipo de lesiones,

caracterizadas por focos de fibrosis) este tipo _de
alteracibn sstructural pulmonar es tipica de las préducidas

por wl paragquat, como ha sido previamente informado {454).
Hodwlo Experipental VITI

No hubo diferencias desde @1 punto de vista no#fnlbgico
entre los tres grupos estudiados; se¢ observaron lesiones
multifocales de distribucién 4dirresgular constituldas por
acumulos principalmente de 1linfocitos y sscasos macréfagos

#n las luces alveplares.

Hodwio Experimentsl IX

En los animales gque Ffusron inmunizados con Spa y ACF ¥y
pnltérlorm-nte Nnebul i zados con Spa, 2 encontraron lasiones

granuiomatosas sCDN macrbfagos, células gigantes ¥

55
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linfocitos predominantemente de localizacidn subpleural. Sin
embargn. al analizar los controles que se inmunizaron con
ACF mAs PBS ¥ Sg nebulizaron con PBS, observamos el  mismo
tipo de lesionos, 1o que demuestra que &atas habtan sido

producidas por el adyuvante.

Los pulmonea des 108 animales que fueron inmunizades cen BPa

sin adyuvante y nkRbulizados ¢on SPa fusron normales.

tal

tos animales inmunizados con hidroxido de aluminio mhs GPa vy
nebul izados con SFa, presentaron escasas zonas fotales de
neumonitis, econ células inflamatorias, principal mente -

neutrdfilos ¥y linfocitos, Los controles de inmunizacidh eran

normales.
Modele Expurimenta) XJ.
Finalmante, ®n este nmodwelo realizado lh cobayos, [ 1}

ohservaron pesqueflas zonas focales de neumonitis, con :.luln-'

inflamatorias, principalmente neutrdfilos y 1infocs tos.
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RESULTADDS EN HUMANDS

El Porcentaje de supresion inducida por Con A en los
pacientes con AAE fud de 27.6 + 15.33 los contactos sanos
pressntaron un porcentaje de supresién de 156.08%15.2, ¥y en
los normales se sncontréd un porcentaje de &1.2%17.3. (Fig &
JLan diferencias fusron significativas entre paclientes vy
contatton sanos {(p<0.0%) ,entre contactos sanos y norﬁliel

{p<0.08) 3 y entre normales y pacientes (p<0,03),

En &l estudio de supresitn mediada por prostaglandinas los
pacientes presentaron un indice de 1.3! + 0.18, los
contactos sanog de 1.14 tO.HB y los normales de 1.0840.12,

(Fig.7). Se ERZoOntraron diferencias estadisticamante
significativas entre los pacientes vy los contactos sanos
pL0.05, sntre paclientes vy normales también hubo diferencias
sighificativas p<0.01{ sin embargo ;ntre contacton sancs vy
normales no hubo diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) .
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DISCUSION

l.a ARE e=utA probablemente mediada por una compleja serie de
evantos inteérrelacionados, donde &1 papel principal 'p-racn
wstar desempenado por hiperreactividad inmunolbdgoca celular,

pero cuyos mecanismos desencadenantes no han podido ser

pracisados,

Una forma posible de estudio secusncial de las alteracionss,

dasde un tiempo cero hasta que la enfermedad =se ha
dosarrollade completameénts, s por medio de un modelo

-eaxperimental adecuado. En este sentidp, un busn  modelo
exparimental deberia p?nsant-r por 10 mends las tres

taractaristicas bAsicas siguientes: .

a) lﬁfllmﬂctbh intersticial difusa de predominio

mononuclear, y 1o demds cambios descritos sn la en#-rmluad 

humana {(4).

b) Lesionos desencadenadas despuds de la exposicion repetida

-a wn antigeno, (relacidn cqull-.f.cto).
c) Modelo reproducible.

Bi we analizan cuidadosamente los modolos publicados &n " 1a

literatura, es obvio que hasta el momento no s ha podido
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desarrollar un modelo satisfactorio de AAE. Esta conclusidn

e basa en las siguientes obhservaclonest

a) La gran cantidad de modelos gue se han intentado,

incluyendo diflrentes antigenos, distintas formas de

lnmunlz.:lﬁn y varias especies animales. 51 ya existiera un
buen modelo de esta enfermedad y " fuera raprpdutible en
cualquier laboratorio, probablemonte este serta utilizado
por la comunidad Einnt!#ica intercsada es este padecimlnnto
como ocurre p.®. ton el modelo de cirrosis hepAtica inducida
por tetraclorurc de carbono, que a pesar de tener algunas
limitaciones, presenta muchap similitudes bioguimicas vy
morfolégicas con la c{rrbsis humana Yy e facilmante

reproducibla.

b} El anblisis de las ilustraciones que aparecen @&n Jlos
articulos que utilizan algbn modelo de ARE muestra tres

deficiencias.

1} Una parte de los articulos no tienen fotos morfolbgicas

{alrededor -del 33%).

2) En varias publicaciones donde aparecen microfotografias
de las lesionas estdn tomadas a grahdes aumentos, lo cual ne
' permite tener una visién panoramica del resto del

parénquima.
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*3) En los modelos en donde se muestran microfotograflas a
paqueﬂns_ aumentos, las lesiones son habitualmente focales, o
bisn no torresponden a los tipos de alteraciones

histoldgicas caracteristicas de la ARE.

Nosotros hemos intentado obtencr un busn modelo experimental
de AAE, que hos permitiera realizar un estudio morfolégico e
tnmunoldgico secuencial ¥y aunque los dos primérns modelos
mostraron algunos resultados alentadores, pnnpuin va Nno
pudisron ssr repetidos, Los cambios an la concentracién y el
tipn de antigeno, en el iilmpo de exXposicion , en el
adyuvante utiltéadn. an =]l mwxo, en la sspecie animal y  an

lag cepas respectivas no mejoraron los resultados.

Esta situacién podria debtrse cuandd menos a4 dos hechoss

1.~ Gum la AAE mea un padecimisnto que, por lo menos cuando

es inducido por el AghA,sex wespacie-especifico vy en .lt‘

sentido, que al humano sea &l @ mamifero mAs suceptible) en

apoyo a ssta. idea estA 1la obmervacidn de que solo se ha
descrito un modelo natural de ARE, en ganado vacuno o

inducide por un antigeno particulado.la _ _Mycropolispors

famni (49) jademis, esta cbservacidn no ha sido ropetida ni en

- #l ganadp vacuno pi @en ninguna otra especie. Una situacién

similar s® ha encontrado en otras enfermedades cnmn!la lapra

Yy 1la cistfcar:ouiﬁ : humana, que ademas de
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tener al hombre como hutsped, st existencia fuera de &1 ge

encuentra limitada a una sola especie (50,51).

2. Gu; la AAE spa una enfermedad que se d& con poca
frecusncia,adn an poblaciones altamente expuestas y de hecho
en humanos hay fanilias de varios miembros , donde ablo unp
= anterma, Yy Ffamilias expuestas donde no s2 enferma
ninguneo, a pn;ar del! tiempo & intensidad de la expﬁni:ibn al
antigenp. 5i esto sucediera en los animales, para coﬁunguir
un ndmerc significativo de &ctps con alveolitis se tendria
que usar grandas ndmeros, adembés de conocer al  mamlfero
no  humano mis suceptible, para ochtener un nGmero

significativo de anfermos.

8in embargo, nuestros IQHIIVDE en modelos exp-rim-ntall;
mostraron algunas modificaciones inmunolégicas internlantusn
que aunque deben de ser tomadas con cautela nou sirvieron de
apoyoc para los estudios realizados en humanos. Entre estas
ohservaciones destacani

a) En el modelo ¥ los linfogitn- de lasm ratas mhs lesionadas
nr-llnt-baljl mayores {ndices de estimulaciébn al tultivarse
con un mitdgenn inespecifico,l10 que nos llevd a sugerir gue
prqbahlemanta huhterq di ferenclas en 1a rnsﬁuusta sSUpresora

¥y para estudiar este aspecto ‘di sefiamos -
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los experimentos de supresidn inducida por Concanavalina A ¥y
la mediada por prostaglandinas.

b)) En wste mismo contexto , en el modelo 1V los animales
ngradldbs aumentaron su actividad supresora casi al doble,
&n relacidn a {ns controles vy presentaron lesiones minimaw ,
10 cual era fuertemeante sugestivo de gue esta podia ser una
rﬁlphlstn de dafensa frunte a la sxposicidn repetida &l
antigent. De# hecho, comb se verh mhs adelante sstos animales
s8 comportaron cono los contactos humanos sanos.

=) Otrop fenomeno que "se vié watre linesas” eh estor  modelos
28 que =1 Aga, ademds de provocar una rinpupstn especifica,
parace tensr un débil efecto mitoginico inespnc!ficc.‘ lo
cual podria contribuir como un mecanismo de dafio pulmonar.
"Finalmente otra observacién importante qu.‘ e &nrﬂ?b de
estos modelos experimentales @8 que la resspuesta inomune
humoral ho parece dessmpeffar un papel &n el desarrollo de la
nnf-ru.dnd.l dado Que lndop-ndi.nt-m-nt- dsl dissfio del
modelo, los animales invariablemente hicieron anticuesrpos
contra varios componentas del AgA y no desarrollaron el
padecimiento. Este hallazgo estd de a:ugruu con #l escaso
papel qum hoy se le atribuye a la respuosta inmune humoral

en la patogeniz de la AAE humana (52).
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Por otro lado lps resultatos obtenidos en los pacientes con
AAE, en los cohtactos Sanos ¥ ‘en los sujetos normales
pErmiten sugerir un papel en la rﬁqulucibn de la respuesta
inmune para wl desarrollo de esta enfermedad,como 1)
mencion® en 1o¢ resul tados la mayoria de los enfermds tenla
una disminpucién en su activida supresora inducidae por Con A
(é?.b + 15.%). El 'porcantaje de supresidon bajo era

indspendisnts del tiempo de exposicidn al antlgﬁnu.

El hatho de que algunos de }Dl contactos sanos tuvieran el
porcentaje de supresidnh bajo vy otros normal (5 de 1O lo
tentan senor & 45%) pareceria apoyar que la disminpucibn de
la supresidn precede a l1la enfermedad. Aunque no podemos
sabwr a largo plazo cual Ffud la evolucibn de los contactos
Sanos que no-né?oi sstudi amos porgue, adembs de qQue Se
necesitaria efectuar un seguimiento de_bstos a largo plazo,
@1 contacto con sl antigeno siempre se suspende, pums estos
individuss son fnmillernl de 1los pacligntes y la primera
reconandacidn que s® les hace es que eviten la exposicilon a

aste.

Ast, aunque no podemos asequrar Qque «1 efecto de la
supresidn disminulda es causal ean base a2 Oste estudio
T puntual, lps resultados de manera indirecta lo sugieren , ya

que ta mitad de los pacicntes fueron contactos sanos por un
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tiempo largo ¥y se puede inferir que su cnmpnrtamiengo [y
relacidn a la actividad supresora ful similar a la de los

sujetos asintomaticos en é&ste estudio,

'Por otro lado existen otras enfermedades que tienen en su
patogenia uﬁ . fondo inmunopatol bgicn, tomo el lupus
eritenatosn, la artritis reumatoide, etc (33,33, =0 las
cuales también se hbho demostrado una baja en la actividad
'-upralora similar a la de este estudic} tomando todas estas
. bbservaciones en cohjunto, podemcs suponer gque tal
anormalidad ocurre en la AAE, y que pusiblemeéte la precede.
D esta manera, !a perdida en el equilibric entre ;nl
actividades inmunese supresora y la actividad facilitadora
podria explicar (al menos parcialmente) 1a hiperreactividad’

humoral y colular caracteristica de este pad.cimiinto.

En relacién al posible mecanismo por el cual la Con A induce
1a actividad supresora axisten varil: hipadtesis apovadas en:
diferantes westudios siperimentales. For e junplo, -
linfocitos humanos se han  aislado y caracterizado dos
factoras solubles liberados por células reguladoras, _que
ademhts de ejercer su funcibn inhibitoria por la inénr.ccibﬂ
cé#lula-célula, producen sobrenadantes con actividad
supresora (53,53,55). En 1986 Morimoto et al, determinaron

por medio de anticuerpos monocl onal s aue ias
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mPleculas 2H4 de las células T activadas con Con [+

dessmpefian un papel en la generacidn de supresibn,

demootrando que las celulas supresoras activadas con Epon A

partanecen a la subclase 2H4

. (56). En animales tambi&én s ha descrito e. intentado

caracterizar epste sistema supresor (57). En ratonws Balb/c

linfocitos de timo activados "in vitro” e "in vivo" con Con

A, suprimen 1la respusskta proliferativa de 1linfocitas en

cultivo mixto (58). Asl mismo, en ratas Brown Norway, se

sncontrd® que w1 sobrenadante de colulas de bazo estimuladas

ton Con A era capaz de producir supresidn y/o facilitacibn

de 1a respussta inmune dependiendo de la dosis utilizada

(59, Finalmente, on ovinos se ha demostrado Qque las cklulas

de sangre perlférica y céiulas mononucleares de ganglios

linfaticos tratados con dosis mitogknicas de Con A, inducen

la produccion de chlulas supresoras Que dismipuyen 1la

respussta proliforativa a la eastimulacién de
witbhgenos (HO).

divarsos

En relacidn a la actividad supresora medi ada par

prostaglandinas, ®#sta - fudk descrita por primera vez en

clulas adherentes al vidrio (61),. Prusbas posteriocres han

sugerido qul‘ astd mediada por macrbdfagos (62} . Aunque o1

mecanismo de acclén por el cual estas moleculas producen

supresien no ha sido complcotamente elucidado, diversos
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trabajos sugieren que lag prostaglandinas actdan sobre una
cetlula T induciendo” en ella la liberacibn de dos factores

solublies, los cuales serfan rasponsables de la supresidn

(63,44},

Sorpr endentemente, en nuestro estudio los pacientes
presentaron un.ISMP = 1.3140.18, los contactos sanos de 1.14
$0.18 ¥ 106 normales de 1.08 % 0,12. El incremocnto de este
indice en los pacientes puede interpretarse do dos formas:
a) que g2 deba como lo ha sugerido Goodwin (&%), a la
auistencia de una relacidn inversa entre ta actividad de las
celulas activadas por Conmn A vy las c#lulas productoras de
prostagladinas. En apoyoc a .ltn'hipbtnsis se gncuentran dos
'traﬁnjnn publicados recientsmente, uno real izado an
anfermedad da Hodgkin, y otro en esclerosis sistémica
progresiva, en las cuales s& chservt un fenomeno similar
(37,66), probablémente =1 aumento de las prostaglandinas ean
wangre perifarica podrisa ser un mecanismo compensatorio para
que S8 incremente la actividad suprosora iocal. b) el sxceso
de produccidn de prostaglandinas constituye un mecanismo de
hai-nll que presenta pl gnformo comp respuesta a la agresidn
pura evitar el inicio de la filbroghnesis. Como se ha
demostrado racientemente, la AAE al igual qué cualquier otra
enfgrmadad pulmonar intersticial difusa, puade avnlucinpar

an algunos Casns hacla la fibrosis. Los
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mecani smos an}i~fihrngenicus 500 muy complejos y 1la mayoria
de elloe en la actualidad adn po se énnn:an. Ho obstante, en
términos generales tres aventos‘duhen suceder para que se
desarrolle la fibrosis pulmonar, yue son proliferaclién de
fibreblastos, aumento en la sintesis da colagena Y
di-minucien de la actividad colagenniitica. En este sentido
se conoce que las prostaplandinas actdian sobre estos tres
mecanigmos, inhibiendo la proliferacidn de {fibreblastosu,
disminuyanda ia sintesis de colhgena y aumsntando la

produccidn de colagenasa, al menos "in vitro“ (67,8B8).

8in smbargo es importants mencionar que estos sstudios se
realizaron en células de sangre p.fiferi:n. 1’4 que
prablablemente lo que ccurre localmente en =l pulmébn pueda
no correlacionarse con la respussta periférica; en este
sentido hay evidencias de que esto sucede en enfermedadas
como la sarcolidosis, donde existe andrgia cutafhea Y
disminucién de linfocites T perifericos mientras que en el
pulmén se observan un incremesntn de lps linfocitos T los

cuales ewthn activados.

El pulmdn es un organo que ed3th costantemente an contacto
con antigenos vy an el que las interacciones  entre las

cflulag locales son importantes para mantener el tono de
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1a respuesta inmune en un nivel adecuado 3 &aungue No sSe
conocen coh précisign los mecanismos supresores se sabe que
estos desempefan wun papel imptrtante en dicha funcién (&9) .
“@Ast hay evidencias de gue los macrbfagos pul monares tienen
una' fuerte capacidad supresora, Yy s piensa qgue esta
Iupresxbn asta mediadada por prostaglandinas (70). En  éste
cungexto -1 hl.demantradu que la administracioén sistémica de
prostaglandinas provoca una disminucién de formacién da
granulomas en un modelo de lesién pulmonar con huevos de
Schistosome mansoni (71). Poar otro lado en ratpnes gue
gé#neticamente socn Qu:eptibles de formar grinulomas al ser
inyactados por via intratraqua;l con BCG, se encushtra en
las lesiones un aumsnto significativo en la produccion del
factor inhibidor de la migracién de macrbfagos vy 1a

interlesucina 1 (72,

Actual mante no lépemoa con precisibdn l& que oturre en ol
casno de la AAE por 1o que e ne:-snrlb realizar sxperimentos
coh celulas locales con &) fin de cbservar lo que ocurre en
microamblente donde sa produce 1a esnfermedad, esto
complamentarsd la informacidn que so tisne de los

experimentos disefiados con células de sangre periférica.

+
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