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Introduceion

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad
inftamatoria difusa del parénquima pulmonar provocada por la inhalacién
repetida de particulas orgénicas vy que afecta a bronquiolos, alveolos y espacio
intersticial (1, 2).

Clinicamente, la enfermedad se puede presentar de dos maneras: 1)
como un episodio agudo en el cual sintomas respiratorios y sistémicos se
presentan abruptamente 6-8 horas después de la exposicion y pueden persistir
durante varios dias; en esta forma, los sintomas son frecuentemente confundidos
con neumonia viral o bacteriana y 2) en una forma insidiosa subaguda o crénica
que resulta en neumonitis intersticial que puede progresar hacia la fibrosis; esta
forma de presentacion es caracterizada disnea de esfuerzo progresiva, tos,
malestar general, debilidad y pérdida de peso. Las anormalidades en la funcién
pulmenar varian desde defectos de la difusién de los gases a grados variables de
disfuncién predominantemente restrictiva; ocasionalmente, alteraciones
obstructivas con cambios similares a los de enfisema pulmonar pueden observarse

en pacientes con enfermedad crénica,

Agentes etiologicos

Existe una gran variedad de particulas organicas capaces de originar
neumonitis por hipersensibilidad. La mayoria de los agentes etioldgicos
conocidos a la fecha son derivadoes de exposiciones ocupacionales como por
ejemplo en granjas, cosecha de aziicar, trabajos con granos de cereal o productos
de la madera y durante el empacamiento de hongos. La enfermedad puede resultar
también de la exposicién a una calefaccién central o unidades de humidificacion
contaminadas, ¢ puede estar relacionado a aficiones tales como la cria de

pichones, exposicion que es muy frecuente en nuestro pais.



Como ya se menciond, en México la forma méas comin de NH es la
inducida por la inhalacién de proteinas aviarias, en especial de palomas y
pichones (1, 2), aunque la enfermedad puede presentarse por exposicién a
pericos, jilgueros y canarios. De manera muy ocasional se ha asociado a proteinas
de pollos, patos, guajolotes y bithes (6-8). Aunque no se sabe cudl es el principal
componente antigénico de las aves algunos estudios han sugerido que las
tnmunoglobulinas aviarias podrian ser las principales proteinas sensibilizadoras.
En el caso de las palomas por ejemplo, se ha sugerido que la IgA aviaria podria
ser el antigeno predominante contra el que reacciona el ser humano (9). Asi, se ha
sugerido que la pelusilla que cubre las plumas, la cual estd compuesta de
particulas muy finas de queratina cubiertas con IgA podria ser el principal
componente antigénico de las aves (10). En un estudio reciente realizado en ¢l
INER en donde se evalué la respuesta inmune celular a diferentes fracciones
antigénicas de palomas se demostrd que la fraccidn antigénica dominante es una
proteina de aproximadamente 220 kDa de peso molecular, la cual reacciona con
un anticuerpo [gA (11).

En la actualidad, una amplia variedad de antigenos distintos a los
mencionades son reconocidos como capaces de inducir neumonitis por
hipersensibilidad. Entre estos estdn esporas de varias especies de hongos,
bacterias, productos de insectos etc, Proteinas de origen bovino o porcino,
pueden servir también como fuentes importantes de antigenos en trabajadores de
laboratoric o en individuos que usan tales productos para propdsitos terapguticos.
Por otra parte, existe evidencia de que la enfermedad puede ocurrir en
trabajadores expuestos a reactivos quimicos simples como isocianatos y
anhidridos. Tales compuestos quimicos inhalados en fa forma de vapores y
aerosoles pueden también inducir asma y rinitis.

Finalmente, se ha encontrado que esta enfermedad se puede producir con
la inhalacién de trichosporum cutaneum, que ha sido consignada por colegas

japoneses como neumonitis por hipersensibilidad del verano (12).



Patogénesis

Los mecanismos por los cuales la inhalacién de particulas orgdnicas
resulta en neumonitis por hipersensibilidad no se conocen con precisidn, pero el
desarrollo de la enfermedad depende probablemente de una compleja
interrelacion entre factores relacionados al huésped y ambientales. Entre los
factores ambientales se ha sugerido que la exposicién a un segundo agente
agresor (particula, virus) puede favorecer la reaccién inmunopatolégica en contra
del antigeno (13). Entre {os factores asociados al huésped, se ha demostrado que
el embarazo y puerperio influyen de manera importante en el desarrollo de la NH,
probablemente por trastornos relacionados con la regulacién de la respuesta
inmune (14).

Por otro lado, el hecho de que sdlo una pequeiia parte de la poblacion
expuesta a estos antigenos desarrolla la enfermedad, sugiere fuertemente que una
predisposicién genética puede desempefiar un papel importante en la patogénesis
de la NH, lo cual es la base de este trabajo de investigacion.

Algunos estudios han sugerido que la susceptibilidad genética esta
estrechamente relacionada a antigenos HLA codificados por el complejo principal
de histocompatibilidad. En un estudio realizado en tuestro instituto se encontré
que los pacientes con neumonitis por hipersensibilidad inducida por antigeno
aviario presentan un aumento significativo del fenotipo HLA-DR7, asociacién
que origina un riesge relativo cercano a cinco (15).

Algunos factores asociados al agente inhalado también son importantes
en la enfermedad. Por ejemplo, Denis y colaboradores han demostrado que los
antigenos de M. faeni estimulan directamente la secrecion de algunos factores de
crecimiento y citocinas, como el factor de crecimiento transformante beta y el
factor de necrosis tumoral alfa por parte de los macréfagos alveolares (16). Estas
observaciones pueden explicar algunas de las propiedades adyuvantes de los

antigenos provenientes de los actinomicetos. Estos antigenos, asi como los
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antigenos aviarios pueden activar directamente la via alterna del complemento, lo
que trae como consecuencia aumento de la permeabilidad vascular y migracién de
leucocitos polimorfonucleares al pulmén.

Por otro lado, algunos materiales orginicos inhalados contienen
endotoxinas componentes capaces de liberar histamina, e incluso algunos con
actividad enzimdtica. Las consecuencias inflamatorias de estos elementos
pudieran ser importantes factores en la patogénesis de la NH.

El dafio pulmonar se produce finalmente por una reaccién
inmunopatoldgica mediada por complejos inmunes en el caso de las formas
agudas, y por una hiperreactividad de la respuesta inmune celular en las formas
subaguda/crénica (17).

Recientes observaciones sugieren que los complejos inmunes pueden
estimular la secrecion de citocinas proinflamatorias incluyendo a la 1L-1 y al
FNTa e inducir la formacién de granulomas pulmonares (18). Ademds, los
complejos inmunes pueden activar a los macrofagos alveolares y ser un
prerrequisito para el desarrollo de las lesiones pulmonares mediadas por células
T. Sin embargo, la mayoria de las evidencias a ta fecha apoyan el concepto de
que la enfermedad en sus formas subaguda y crénica estd mediada principalmente
por linfocitos T (1, 2, 18-22). Asi por ejemplo, agentes o procedimientos capaces
de inhibir la reaccion de hipersensibilidad mediada por células T tales como los
corticoides, ciclosporina, timectomia neonatal, suero antimacréfago, y antisuero
especifico contra ciertas citocinas proinflamatorias disminuyen marcadamente o
previenen el desarrollo de neumonitis por hipersensibilidad en modelos animales
(18, 23-25). Ademas, los hallazgos histopatelogicos y de los lavados
bronquicalveolares son fuertemente sugestivos de hipersensibilidad mediada por
células. Los pacientes exhiben un incremento en el numero de linfocitos T y
presentan algunos de los fenémenos asociados con inmunidad mediada por

células, tales como proliferacién de tinfocitos y produccién de linfocinas cuando



sus células mononucleares son estimuladas in vitro con el agente etioldgico (26-
28).

La respuesta inmunopatologica probablemente es precedida por
trastornos en eventos inmunoreguladores. Keller y colaboradores (29) han
demostrado que los pacientes con NH inducida por proteinas aviarias muestran
una disminucién de sus células T supresoras ya sea inducidas por suero de
pichones o espontaneas, mientras que los contactos asintomadticos presentan una

muy buena respuesta supresora.

Caracteristicas clinicas

La NH se puede presentar en 3 formas: aguda, subaguda v crénica, las
que probablemente son determinadas por la intensidad y frecuencia de exposicion
a los agentes etiologicos (1, 2). La exposicion intermitente, intensa y de corta
duracién puede causar una presentacién aguda, generalmente reversible.
Exposicion de larga duracion con menores concentraciones del antigeno puede
llevar a una enfermedad subaguda o crénica.

En la forma aguda, la enfermedad generalmente ocurre siguiendo a una
intensa exposicidn al antigeno. Tipicamente el paciente se queja de escalofrios,
fiebre, disnea, y malestar general, lo que ocurre 4 a 6 horas después de la
exposicién. Los sintomas ceden gradualmente entre 18 a 24 hrs. El examen fisico
de térax puede ser negativo 0 revelar estertores crepitantes en ambos campos
pulmonares. A causa de similar presentacion, la forma aguda puede confundirse
con una neumonia atipica o viral. Si no se hace el diagnéstico correcto, el
paciente continia expuesto a la fuente de antigenos, con exacerbaciones repetidas
de la enfermedad. En la forma subaguda, el inicio es més insidioso con la
presencia de disnea de esfuerzo progresiva, tos, produccién de escasa
expectoracion, malestar general, anorexia, fatiga y pérdida de peso. Estertores

crepitantes y subcrepitantes difusos constituyen el principal hallazgo fisico. La
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forma crénica puede resultar en dafio pulmonar irreversible con insuficiencia
respiratoria crénica y cor pulmonale,

Un signo relativamente frecuente en las formas subagudas y
especiaimente crénicas, es el hipocratismo digital. En un estudio realizado por
Sansores y asociados (30) se observd la presencia de hipocratismo digital en el
51% de 82 pacientes con neumonitis por hipersensibilidad inducida por antigeno
aviario. De manera interesante, el 35% de los pacientes con hipocratismo se
deteriord durante su evolucidn, en comparacién con solo un 13% de aquellos sin
hipocratismo, lo que sugiere que este signo puede predecir la progresion hacia la

fibrosis. "

Hallazgos radiolégicos

Las anormalidades radioldgicas varfan de acuerdo a las diferentes formas
de la enfermedad. En la forma aguda la radiografia puede incluso ser normal, o
mostrar una imagen en vidrio despulide o de consolidacién en los espacios
alveolares. En la forma subaguda la radiografia puede revelar imagenes similares
o un patrén nodular fino o reticulonodular. Las formas crénicas se caracterizan
por un patrén reticulonodular de predominio reticular y cuando progresan se
aprecian 4reas quisticas, visibles en el intersticio engrosado y que se describe
como pulmdn en panal (18, 31).

La tomografia axial computada (TAC) de alta resolucién muestra
imagenes similares a las descritas en la radiografia, perc es mucho més sensible y
especifica, y permite un anélisis mas preciso del patrén, extension y distribucién
de las imagenes patologicas, y correlaciona mejor con diferentes parametros
clinicos y funcionales (32-34). Los principales hallazgos tomogréaficos incluyen
un aumento difuso de la densidad del parénquima pulmonar (opacificacion tipo
vidrio despulido), nédulos pequefios y pobremente definidos, y en las etapas

cronicas, opacidades reticulares que pueden progresar hacia la panalizacion,
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La resonancia magnética nuclear (RMN) aunque de menor valor clinico
que la TAC para €l estudio del parénquima pulmonar, puede ser til en la
deteccién de infiltrados pulmonares que disminuyen los espacios aéreos. Muller y
cols (35) evaluaron las imagenes obtenidas en 23 pacientes con diferentes
neumopatias intersticiales crénicas, incluyendo 4 con NH, y encontraron que las
areas de opacificacion de los espacios aéreos alveolares observados por esta
técnica se correlacionaban apropiadamente con dreas de alveolitis activa o
infiltrado inflamatorio que ocupaba los espacios aéreos de acuerdo al estudio
morfologico. Este hallazgo sugiere que la RMN podria ser util en el estudio y
seguimiento de este tipo de opacidades.

La gamagrafia con galic-67 ha sido usada para evaluar la presencia y
extension de la inflamacion en numerosos enfermedades pulmonares intersticiales
difusas agudas y crénicas. En el caso de la neumonitis por hipersensibilidad se ha
sugerido que la acurnulaciéon anormal de galio 67 que demuestra inflamacion
activa, puede correlacionar con el prondstico ya que pacientes con alta captacion

pulmonar de este radioisdtopo posteriormente se deterioran (36).

Funcién Pulmonar

La mecdnica respiratoria se caracteriza por una disminucién de los
volumenes pulmonares, particularmente la capacidad vital forzada, lo que puede
observarse tanto en la forma aguda como en la subaguda/crénica. Asimismo, los
pacientes presentan una disminucién de la distensibilidad pulmenar (1,2, 37).

En relacién al intercambio gaseoso la anormalidad funcional mds
sensible y temprana estd representada por la reduccién de la capacidad de
difusién de monoxido de carbono la cuil puede ser un buen predictor de la
desaturacion del oxfgeno arterial durante el ejercicio. En este contexto, los
pacientes muestran un deterioro en la transferencia alveolocapilar de gases con
alteraciones en la relacién ventilacién/perfusién, con hipoxemia en reposo que

habitualmente empeora con el ejercicio, y un incremento en el gradiente alveolo-



arterial de oxigeno (18), La presion arterial de CO2 puede encontrarse normal o
puede existir una ligera hipocapnia. A medida de que la enfermedad progresa
hacia la fibrosis, las pruebas funcionales muestran un patrén de predominio
restrictivo, con voliumenes pulmonares y capacidad de difusién disminuidas, pero
puede haber un elemento adicional de obstruccion de vias aéreas, en especial de

las periféricas,

Lavado Bronquioalveolar

El anilisis del lavado bronquioalveolar es importante en la evaluacién de
pactentes con desordenes inflamatorios del tracto respiratoric inferior. En el
pulmén normal, la mayorfa de las células inflamatorias recuperadas en el liquido
del lavado son macréfagos. Tipicamente, en no fumadores normales, los
macrofagos representan cerca del 85% de las células; un pequefio porcentaje (10-
15%) son linfocitos y los leucocitos polimorfonucleares pueden ser 0-1%.

El lavade bronquicaiveolar de los pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad contiene un incremento en el nimero total de células
inflamatorias, con elevacién significativa en el porcentaje de linfocitos T,
principalmente células CD8+ (19, 21). Un aumento en la subpoblacién CD4+
(cooperadora) se ha asociado con la NH que progresa a fibrosis (20). El nimero
absoluto de macréfagos puede estar normal o incluso elevado pero en proporcion
a las otras células inflamatorias se encuentra significativamente disminuido; los
macréfagos se encuentran generalmente activados y exhiben alta densidad de
expresion de los alelos del sistema HLA DQ y DP (38). Finalmente, un aumento
en el porcentaje de neutrofilos se puede observar en algunos pacientes con formas
cronicas de esta enfermedad y puede ser indicador de mal prondstico (39). Desde
el punto de vista molecular, el liquido del LBA muestra una elevacién de IgG,
IgM e IgA, asi como de complejos inmunes, leucotrieno C4 y beta 2

microglobulina (18).



Histopatologia

Independientemente  del agente etiolégico, la neumonitis por
hipersensibilidad se caracteriza por presentar cambios morfolGgicos similares,
que dependen de la intensidad de la exposicion a antigenos y del estadio de la
enfermedad al momento de la biopsia (40, 41). En los estadios tempranos de la
enfermedad, las lesiones inflamatorias involucran a bronquiolos respiratorios y
vasos adyacentes asi como 2 las estructuras alveolares, @ menudo con destruccién
de sus paredes; asimismo, se observa inflamaci6n intersticial e intraalveolar con
predominio de macr6fagos en el alvéolo y de linfocitos en el intersticio con una
inversién de la relacién CD4+/CD8+ (27). Una caracteristica importante es la
presencia de granulomas pobremente definidos y poco compactos. Las vias
aéreas periféricas pueden estar comprometidas por bronquiolitis obliterante con
masas polipoides de tejido inflamatorio y fibrético ocupando gran parte de la luz
de las vias aéreas, o por bronquiclitis constrictiva como ha sido reportado en un

estudio reciente realizado en nuestro instituto (42).

Diagnostico.

Las bases del diagnéstico de la Neumonitis por Hipersensibilidad son
cinco:
1) Historia de exposicién a una fuente antigénica conocida de producir NH con
relacidn causa-efecto.
2} Presencia de anticuerpos precipitantes especificos en suero o lavado
bronquioalveolar.
3) Cuadro clinico compatible con una neumopatia intersticial difusa.
4) Lavado bronquioalveolar con linfocitosis superior al 40%.
5) Biopsia pulmonar con alteraciones morfolégicas compatibles con la
enfermedad, y sin datos histopatolégicos sugestivos de otra neumopatia

intersticial difusa.
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Tratamiento.

La base de! tratamiento depende fundamentalmente del reconocimiento y
eliminacion de la situacién particular de exposicion al agente etiolégico. La
eliminacién del antigeno del ambiente del paciente no solamente ayudard al
control de la enfermedad sino también prevendra la posible sensibilizacion de
otros individuos expuestos.

Cuando el antigeno es de origen laboral se sugiere cambiar al paciente de
su ambiente de trabajo. Cuando el paciente no tiene otras alternativas razonables
que continuar trabajando a pesar de la exposicién el uso de mascarilla facial

puede ayudar a disminuir la cantidad de antigeno inhalado.

Drogoterapia.

En general, los episodios agudos remiten espontaneamente si el paciente
es removido de la fuente de exposicion, o si esta es eliminada. Cuando el ataque
agudo es més severo requieren tratamiento con corticosteroides en dosis
equivalentes a prednisona, 60 mg/dia, mas oxigeno, reposo y otros cuidados de
rutina. La dosis de prednisona debe ser continuada hasta que haya mejoria clinica
significativa y las pruebas de funcién pulmonar retornen a lo normal. Esto puede
requerir 2 a 3 semanas con reduccién posterior,

Por otro lado, pocos estudios han evaluado los efectos a largo plazo del
tratamiento con corticosteroides en neumonitis por hipersensibilidad crénica, pero
en €508 casos, la terapia debe continuar por lo menos durante un afio a dosis de
mantenimiento. En caso de un rebrote inflamatorio debe volver a aumentarse la
prednisena hasta que se observe remisién clinica y funcional, y entonces se
vuelve a disminuir.

Un estudio realizado en nuestro instituto demostré que los esteroides
inhalados presentan una accién anti-inflamatoria similar a ia de los orales pero

con una disminucién significativa de sus efectos colaterales (23). Por otro lado en
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nuestro pals se recomienda el uso de HAIN como profilaxis debido a la alta
prevalencia de tuberculosis.

En cuénto a los medicamentos que modifiquen el metabolismo de la
colagena solo se ha visto efectividad ocasional con la colchicina, y algunos
resultados alentadores se han obtenido con el uso de ciclosporina e inhibidores de

la actividad de la lipooxigenasa en NH experimental (24, 25).

Complejo principal de histocompatibilidad

El complejo principal de histocompatibilidad (CPH) est4 constituido por
un grupo de genes, codificados en el brazo corto del cromosoma 6, altamente
polimérficos y cuyos productos son expresados en la superficie de una variedad
de células (43). Este sistema fue descubierto en los afios 40s, durante los primeros
estudios de transplante de tejidos. Algunos de estos genes se relacionan con los
mecanismos de defensa especificos por lo que fueron Hlamados genes de respuesta
inmune (Ir). Se demostré inicialmente que los genes Ir controlan la activacion de
los linfocitos T cooperaderes y posteriormente se determing que los linfocitos T
no reconccen a los antigenos en forma libre o soluble sino a fracciones
antigénicas que estan covalentemente unidos a productos de genes CPH. Hay dos
diferentes clases de productos de CPH que se denominan de clase 1 y I, y las
células T reconocen a los antigenos cuando estdn unidos a una de estas moléculas
especificas, ya sea de clase 1 o II (44).

La importancia fisiolégica de la especificidad de los linfocitos T con
relacion al CPH se basa en las siguientes consideraciones:
1) Los patrones de aseciacién de antigenos con moléculas CPH clase 1 o I
determinan los tipos de células T que son estimuladas por diferentes formas de
antigenos.
2) La respuesta inmune a diferentes antigenos es determinada por la presencia o
ausencia de moléculas CPH que pueden unir o presentar fragmentos de tales

proteinas a las células T.
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3) Sobre la base de la informacién del CPH, las células T maduras en cualquier
individuo reconocen y-responden a antigenos extrafios pero no responden a sus
propias proteinas.

Los fenotipos del CPH se han estudiado tradicionalmente en leucocitos.
Los primeros genes definidos por formas puramente serolégicas fueron llamados
HLA-A, HLA-B, vy HLA-C. Posteriormente, se identificaron los de una regién
adyacente, llamada HLA-D, cuyo primer producto genético fue llamado
“relacionado a HLA-D” o HLA-DR. Otros dos genes de esta region fueron
subsecuentemente llamados HLA-DQ y DP.

Estructura de las moléculas del CPH

Las moléculas de clase I estan formadas por dos cadenas polipeptidicas:
una cadena alfa de aproximadamente 44 kilodaltones en humanos, y una cadena
beta de alrededor 40 kilodaltones. Cada cadena alfa esta orientada hacia el
exterior de la c¢élula en alrededor de tres cuartos del polipéptido completo,
incluyendo los grupos oligosacdrido y aminoterminal. Un corto segmento
hidrofébico se encuentra en la membrana celular y los 30 aminodcidos terminales
residuales son localizados en el citoplasma (45).

La cadena beta interacmia de manera no covalente con la porcion
extracelular de la cadena alfa y no tiene unién directa a la célula. Basado en la
secuencia de aminodcidos las moléculas clase I se pueden dividir en 4 regiones
separadas: una region aminoterminal extracelular unida a un péptido, una regién
extracelular similar a inmunoglobulina, una regién transmembranal, y una regién
citoplasmatica.

Por otro lado, tas moléculas clase Il estdn compuestas de dos cadenas
polipeptidicas no covalentemente asociadas. La cadena alfa (32 a 34 kDa) es
ligeramente mas grande que la cadena beta (29 A 32 kDa) como resultado de una
glicosilacién mas extensa. En las moléculas clase II, ambas cadenas
polipeptidicas tienen una regién carboxiterminal y aminoterminal, y mas de dos

tercios de cada cadena esta localizado en el espacio extracelular. Las dos cadenas
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de moléculas clase I estan codificadas por diferentes clases de genes, y con pocas

excepciones, ambas cadenas son polimérficas. La estructura tridimensional de las

moléculas clase Il no ha sido resuelta por cristalografia de rayos X. Sin embargo,

las secuencias de aminoacidos de algunas de estas moléculas son conocidas y

revelan ciertas similitudes con las moléculas clase 1. Recientes estudios

espectroscopicos han indicado también una similitud en la estructura.

En las moléculas de clase I, 1a asociacién de la cadena alfa con Ja beta 2
microglobulina ocurre intracelularmente, probablemente dentro del reticulo
endoplasmico. Estudios en células B humanas han side particularmente
informativas acerca de la importancia de beta 2 microglobulina para expresién de
la molécula CPH clase I. En ¢l caso de las moléculas clase I, las cadenas alfa y
beta deben también ser sintetizadas coordinadamente y presumiblemente se
asocian dentro del reticulo endoplésmico.

La expresién de tas moléculas del CPH estd rigurosamente controlada y

presenta cuatro caracteristicas importantes (46):

1) La expresién constitutiva de las moléculas clase I es distinta de la de las
moléculas clase Il. En general las moléculas clase 1 estin presentes
virtualmente en todas las células nucleadas, mientras que las moléculas clase
Il son normalmente expresadas solo en linfocitos B, macréfagos activados,
células dendriticas, células endoteliales y otros pocos tipos de células,

2) La frecuencia de transcripcién es la determinante mayor de la expresion de la
molécula CPH en la superficie celular.

3) La transcripcién y expresion de los diferentes genes y moléculas clase [ y 11
son reguladas coordinadamente. Asimismo, en algunas células la sintesis de la
beta 2 microglobulina es regulada en coordinacién con la expresion de las
correspondientes cadenas clase 1 alfa, mientras que la cadena gama es
regulada con cadenas alfa y beta de clase IL

4) Las citocinas pueden modular la frecuencia de transcripcion constitutiva de

genes clase 1 y I en una amplia variedad de tipos celulares. Este es un
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importante mecanismo de amplificacién de la respuesta inmune mediada por
células T, ya que la mayoria de las citocinas que incrementan la expresion del
CPH son secretadas por células T y las moléculas CPH son componentes de
los ligandos que las células T reconocen y a los cuales responden. En casi
todos los tipos de células examinadas el interferén gama incrementa el nivel
de expresion de las moléculas clase 1. Otras citocinas (interferén alfa y beta,
factor de necrosis tumoral alfa y la linfotoxina) pueden también aumentar la
expresidn de las moléculas clase 1. Los efectos de las citocinas ocurren a nivel
de la transcripcién de [os genes y probablemente resultan de factores de

transcripcién que se unen a secuencias de DNA regulador en genes clase 1.
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Hipotesis:
La presencia de determinados fenotipos de los genes clase II del

Complejo Principal de Histocompatibilidad incrementa la susceptibilidad al

desarrollo de la Neumonitis por Hipersensibilidad.

Objetivos:
1) Determinar mediante técnicas de biologia molecular los alelos y subalelos de
los genes de clase I1 del CPH en pacientes mestizos mexicanos con Neumonitis

por Hipersensibilidad inducida por antigeno aviario.
2) Identificar si existen diferencias en los fenotipos de los genes de clase 11 del

CPH entre sujetos enfermos con Neumonitis por Hipersensibilidad, familiares

expuestos pere sanos y la poblacion general.
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Pacientes y Métodos.

Poblacion en estudio

Se estudiaron a tres diferentes grupos de sujetos étnicamente
comparables, esto es, mestizos mexicanos con 3 generaciones previas en México:
1) 26 pacientes con NH inducida por antigeno aviario, 2) 20 individuos expuestos
al antigeno pero sin enfermedad pulmonar y 3) 200 controles sanos.

El diagnostico de HP se basé en los siguientes criterios: 1) exposicién a
aves con relacion causa-efecto; 2) cuadro clinico y paraclinico compatible, esto
es: a) disnea de esfuerzo progresiva, con mejoria parcial en ausencia del antigeno,
b) estertores bronquioloalveolares bilaterales de predominio basal, ¢) imagenes
reticulonodulares bilaterales con cierto grado vidrio despulido en la radiografia de
térax y tomografia axial computada, d) patrén funcional de predominio restrictivo
en la mecénica respiratoria, €) hipoxemia en reposo que empeora con el ejercicio
y f) mas de 40% de linfocitos en el lavado bronquioalveolar; 3) anticuerpos
circulantes especificos contra antigeno aviario, cuantificados por ELISA de
acuerdo a una técnica desarrollada en nuestro laboratorio; 4) hallazgos
histolégicos compatibles con la enfermedad, con cultivos negativos para
bacterias, micobacterias y hongos y con ausencia de cambios sugerentes de otro
tipo de enfermedad intersticial difusa.

El grupo de expuestos pero sin enfermedad pulmonar estuvo compuesto
por familiares en primer grado, con exposicién a aves y anticuerpos especificos
positives, pero sin datos clinicos, radiolégicos o funcionales sugestivos de
anormalidad respiratoria.

El grupo control consistid de individuos sanos no relacionados con los

grupos anteriores.
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Tipificacion molecular de la subregion HLA 11

Extraccion y amplificacion de DNA

El DNA gendmico de células obtenidas de sangre periférica se extrajo de
acuerdo a técnicas convencionales. La amplificacién del DNA, asi como la
identificacion especifica de los alelos HLA-DQ se realizé por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) usando la técnica de secuencia especifica de sebadores
(PCR-SSP; Bio-synthesis Inc; Dallas TX). La tipificacién de HLA-DRBI se llevd
a cabo por “dot blot” reverso mediante el uso del kit Amplicor (Hoffman La
Roche, Basel, Switzerland). La amplificacion de DR1, DR2, DR4, alelos
asociados a DRB1-DRS2, DRB3 y DRBS5 se hizo por PCR. Los sebadores
utilizados para la amplificacién fueron DRBAMP-B para la regién 3’ del exon 2
en todos los casos, y DRAMP-1, DRBAMP-2, DRBAMP-3, DRBAMP-4,
DRBAMP-5, y DRBAMP-52 para la regién 5° del exon 2 para cada grupo de
amplificacién especifica. Estos fueron sintetizados en una sintetizador DNA-SM
automatizado (Beckman, Palo Alto, CA).
Hibridacion tipe “dot blot”.

Cinco por ciento del DNA amplificado se desnaturalizo en 0.4 mol/l
NaOH por 10 min, se neutraliz6 en 1 mol/] de acetato de amonio y se transfirié a
una membrana Hybond-N (Amersham, Amersham Bucks, UK). Los filtros se pre-
hibridaron a 42°C por 30 min en una selucidén que contenia 6X SSPE (30X SSPE:
4.5 mol/l NaCl, 0.3 mol/l NaH2P0O4, 30 mmol/t EDTA, pH 7.4), 5X solucién de
Denhard (2% albiimina sérica de bovinos, 2% polivinilpirrolidena 40, 2% Ficoll
400), 0.1% lauril-sarcosina y 0.02% SDS. Posteriormente, se adicionaron las
sondas de oligonucledtidos marcadas con digoxigenina di-deoxy-uridine-
triphosphate (Dig-11-dd UTP) y se hibridaron las membranas a 42°C por 3 h. Los
filtros se lavaron dos veces con 2X SSPE, (pH 8.0}, 3 moll cloruro de
tetrametilamonio, 2 mmol/l EDTA, 0.1% SDS a temperatura ambiente por 10

minutos y luegoe dos veces a 60°C por 10 minutos. Los “dots” se revelaron usando
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el kit de detecciéon “Dig Nucleic Acid Detection Kit” (Boehringer Mannheim
Biochemical, Mannheim, Germany).
Sondas de oligonucledtidos

La informacién de las secuencias y especificidades para los
oligonucledtidos de DRB1, DRB3, DRB5, DQAIL, y DQBI1 se obtuvo del 12
“International Histocompatibility Workshop” (Paris, Francia). La sintesis de
oligonucledtidos se hizo usando la técnica de cyanoethyl phosphoramidite en un
sintetizador de DNA automatizado (Beckman) siguiendo las indicaciones del

fabricante.

Analisis Estadistico:

Después de que las frecuencias fenotipicas fueron determinadas para
cada atelo en la poblacién enferma v los controles, la significancia estadistica fue
analizada por la prueba de X® con la correccién Yates. Asi, para evitar la
sobreestimacion de la significancia de las diferencias de los datos, la P obtenida
fue multiplicada por el nimero de alelos estudiados en cada locus (p corregida).
El riesgo relativo (RR) se calculé como una medicion de la fuerza de asociacién
de la enfermedad con un antigeno dade: RR= (p+)(c-)(p-)(c+), donde p=

pacientes, c= controles, += antigeno positivo, y - = antigeno negativo.
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Resultados:

Andlisis de la frecuencia de alelo por locus.

El analisis de las frecuencias fenotipicas de los alelos del complejo
principal de histocompatibilidad clase Il se examiné mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) que permite la tipificacién molecular de dichos
alelos. A través de esta técnica se demostraron diferencias importantes tanto en el
locus DR como en el DQ de la regién D de este complejo.

Con relacién a los alelos del locus DR, los pacientes que desarrollaron
neumonitis por hipersensibilidad mostraron una elevada frecuencia de los alelos
DRBI1-0701 (pertencciente al HLA-DR7) y DR13.05 (perteneciente al HLA-
DR6). Este incremento fue estadisticamente significativo en comparacién con los
dos grupos control formados por sujetos expuestos asintomdticos e individuos
normales no relacionados.

Como se puede apreciar en la tabla I, los enfermos con alveolitis
alérgica presentaron una frecuencia fenotipica para el HLA-DRB1-0701 de 0.275,
mientras que en los sujetos expuestos pero sin enfermedad este valor fue de 0.111
y en la poblacién normal de 0.113 (p< 0.005) con un riesgo relativode 3.2 y 3.14
respectivamente.

En lo que respecta al HLA-DR13.05, este alelo se presentd en los
pacientes con una frecuencia de 0.191, mientras que en la poblacion general el
valor fue de 0.010 (p < 0.001) y no se observé en ninguno de los contactos
asintomaticos.

De manera interesante, los enfermos con neumonitis por
hipersensibilidad mostraron una disminucién estadisticamente significativa en la
frecuencia de los alelos HLA-DR18 (perteneciente al HLA-DR3) y del HLA-
DQ0402, perteneciente al locus DQ.

20



Tabla 1

Tipificacién molecular de los antigenos del CPH clase il

Alelos Pacientes Expuestos asintomiticos Controles P
(n=26) (n=20) (n=200)
HLA-DRB1-0701 0.275 0.111 0.113 < 0.005
HLA-DR13.05 0.191 0.000 0010 <0.001
HLA-DRIS 0.019 0.053 0.061 <0.001
HLA-DQ-0402 0.038 o111 0.185 <0.001
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Discusion:

A pesar de multiples estudios realizados tanto en la enfermedad humana
como en modelos experimentales, la secuencia de los eventos patogénicos que
lleva al desarrollo de neumonitis por hipersensibilidad no se conoce con
precision, y al menos dos preguntas no han podido ser contestadas: 1) porqué no
todos los individuos expuestos a la inhalacién de estas particulas organicas
desarrollan la enfermedad? y 2} porqué algunos pacientes mejoran o curan
mientras que otros progresan hacia la fibrosis, ain en ausencia del agente
agresor?

Con el objeto de contestar éstas y otras interrogantes, hemos elaborado
una hipdtesis que pretende crear una propuesta integral acerca de la patogénesis
de la neumonitis por hipersensibilidad (1, 2, 18).

De acuerdo a esta hipétesis, para que se desarrolle la inflamacién
pulmonar difusa secundaria a la exposicién a particulas organicas, deben
concurrir dos eventos de manera sincronizada: la inhalacién del antigeno causal y
la presencia de uno o més factores promotores. La apropiada convergencia
temporal de ambos factores provoca la alveolitis. Posteriormente, en presencia de
factores de regresion, la inflamacién pulmonar se controla y resuelve, con la
recuperacién ad integrum de las estructuras alveolo-capilares. Por el contrario, si
operan factores de progresién, la inflamacién se autoperpetua y las alteraciones
pulmonares evolucionan hacia la fibrosis, con la consecuente destruccion del
parénquima pulmonar.

De acuerdo a esta hipotesis, aunque la inhalacion del agente causal es
esencial, no es suficiente para generar per si sola el procese patologico en
ausencia de factor(es) promotor(es). Un posible factor promotor que podria
explicar porque sélo una pequefia parte de la poblacién expuesta a estos antigenos
desarrolla el padecimiento, seria la presencia de una susceptibilidad genética y en
este sentido, varios estudios, incluyendo ung realizado en nuestro laboratorio

(15), han sugerido la existencia de una predisposicién asociada al complejo
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principal de histocompatibilidad (sistema HLA), aunque los resultados han sido
contradictorios y poco concluyentes (47-50).

Es en este marco que se desarrollo este trabajo que apoya la hipétesis de
la posible existencia de una susceptibilidad genética asociada a los genes de clase
II del complejo principal de histocompatibilidad. Asf, aunque la muestra
estudiada debe incrementarse, nuestros resultados sugieren que en poblacién
mestiza mexicana la presencia de los alelos HLA-DRBI1-0701 y HLA-DR13.05
predisponen al desarrollo de neumonitis por hipersensibilidad con un factor de
riesgo superior a tres. Esto significa que un individuo expuesto a la inhalacion de
antigeno aviario y que tenga uno de estos alelos, tiene 3 veces mds posibilidades
de padecer la enfermedad.

Un hallazgo interesante fue el que los controtes mostraron un incremento
significativo de los alelos HLA-DR18 y HLA-DQ0402, lo que sugiere que estos

peodrian desempefiar un papel protector.
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