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INTRODUCCION

La Neumonitis por Hipersensibilidad es una enfermedad inflamatoria difusa
del pulmén causada por la exposicion a diversas particulas organicas
comprometiendo a bronquiolos, alvéolos y espacio intersticial.

Esas particulas antigénicas tienen un diametro de 3-5 y por lo que se
depositan en partes terminales de las vias aéreas pequefias y en espacios
alveolares, las mas frecuentes son los hongos, los actinomicetos termofilicos,
proteinas heterdlogas y compuestos quimicos de bajo peso molecular.

La inflamacion difusa esta mediada por una respuesta inmunoldgica
exagerada que ocurre en un huésped genéticamente susceptible. La secuencia de
eventos inmunopatolégicos que permiten el desarrollo de este padecimiento no se
conoce con precision, aunque la mayoria de las investigaciones apoyan el concepto
de que se trata de una hiperreactividad inmune mediada por linfocitos T, asi mismo
los factores que determinan la susceptibilidad genética son desconocidos, aunque
existen evidencias de que la enfermedad puede estar asociada a algunos alelos del
complejo mayor de histocompatibilidad.

En México la causa mas comun de NH es la exposicién a proteinas de aves
principalmente pichones, palomas y pericos. La presentacion clinica y evolucién de
la NH puede ser aguda o subaguda/crdnica, esta Ultima se refiere a la inflamacién
pulmonar prolongada y persistente, las manifestaciones clinicas son la disnea de
esfuerzo progresiva, taquipnea, fatiga facil, tos con expectoracibn mucosa,

hiporexia y baja de peso. Es importante sefialar que en relacién al pronostico los



pacientes con la forma clinica subaguda/crénica pueden mejorar o curar, aunque en
un tercio de los casos aproximadamente puede progresar hacia la fibrosis pulmonar
difusa. En este ultimo caso la insuficiencia respiratoria progresa irreversiblemente y
se acompanan de hipertension arterial pulmonar e insuficiencia cardiaca derecha.

Los mecanismos fisiopatoldgicos que operan en la progresion o regresion de
la forma subaguda/cronica no se conocen, por lo que puede existir una relacién con
el factor de crecimiento transformante beta y la presencia de miofibroblastos.

EL TGF-B estd constituido por una familia de péptidos relacionados
estructuralmente de los cuales los mas estudiados son el TGF-B1, TGF-2 y TGF-
B3, las diferentes isoformas de este factor se han identificado en diferentes estirpes
celulares como plaquetas, células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, células
tumorales, linfocitos T en respuesta a diversos antigenos y en macréfagos cuando
son expuestos a lipopolisacaridos bacterianos.

Los miembros de esta superfamilia son proteinas multifuncionales que
desempeiian un papel esencial tanto durante el desarrollo embrionario como en la
homeostasis tisular. Entre otras funciones importantes son reguladores de la
respuesta inflamatoria y de la respuesta fibrosante. En relacion a la inflamacion, el
TGF-B parece desempefiar un papel dual, ya que a bajas concentraciones se
considera como factor proinflamatorio y a altas concentraciones como factor
antinflamatorio, referente a la respuesta inmune diversos estudios han mostrado
que el TGF-B es un potente agente inmunosupresor afectando la respuesta humoral
y celular. Ejemplo de ello es que este factor parece contribuir a la supresion de la

respuesta inmune en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida



afectando principalmente a células dendriticas en su funcién de presentadoras de
antigenos.

Referente a la respuesta fibrosante el TGF-f favorece la acumulacion de
matriz extracelular. Para fines practicos las isoformas de TGF-B tienen funciones
muy similares, por ello el TGF-B1 se considera como el prototipo de factor
profibrosante porque favorece la formacion de miofibroblastos incrementando la
sintesis de colagenas fibrilares, disminuye la expresion de colagenasa y aumenta la
del inhibidor tisular de metaloproteinasas. Por lo que este factor se cree puede

desempeniar un papel en la patogénesis de esta enfermedad NH.



PREFACIO

El principal objetivo de esta investigacion es dar a conocer a la comunidad
cientifica nuestros hallazgos sobre la relacion entre una proteina conocida como
Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B) y la presencia de fibrosis en la
Neumonitis por Hipersensibilidad, una enfermedad pulmonar que se clasifica en la
categoria de las Neumopatias Intersticiales Difusas. La Neumonitis por
Hipersensibilidad también conocida como Alveolitis Alérgica Extrinseca es
ocasionada por la inhalacion de particulas organicas y se caracteriza por un cuadro
clinico que puede ir desde una forma aguda o progresar a la forma subaguda/crénica
la cual puede ocasionar fibrosis del parénquima pulmonar.

La fibrosis pulmonar es provocada por la interaccion de una variedad de
citocinas y factores de crecimiento, en especial por una expresion exagerada del
TGF-B. Este mediador favorece la presencia de miofibroblastos y el depdsito
exagerado de diversas proteinas de matriz extracelular, en especial colagenas
intersticiales. En el pulmén, el desarrollo de fibrosis provoca la destruccion de las
unidades alveolo-capilares ocasionando insuficiencia respiratoria progresiva que
generalmente es irreversible y mortal. Actualmente no existe ningun tratamiento que
permita revertir a la fibrosis y sélo el incremento en nuestro conocimiento acerca de
los mecanismos patogénicos involucrados en la fibrogenesis permitira abrir nuevas

ventanas terapéuticas.



RESUMEN

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) es una enfermedad inflamatoria
difusa del parénquima pulmonar, ocasionada por la inhalacion repetida de
particulas organicas que comprometen bronquiolo, alvéolo y espacio intersticial.
La secuencia de los eventos inmunopatolégicos no se conoce con precision
aungue la mayoria de las evidencias apoyan el concepto de que se trata de una
hiperreactividad mediada por linocitos T. Por otro lado, alrededor de un tercio de
los pacientes con Neumonitis por Hipersensibilidad desarrolla fibrosis intersticial
difusa, pero los mecanismos responsables de la respuesta fibrosante en esta
enfermedad se desconocen. Dada la importancia que el factor de crecimiento
transformante beta tiene en la fibrogénesis tisular se considero de interés

analizar su participacion en esta enfermedad.

Se estudiaron treinta pacientes con Neumonitis por Hipersensibilidad y
como casos control se utilizaron seis personas sanas y veintinueve pacientes
portadores de Fibrosis Pulmonar Idiopatica. Nuestros resultados mostraron un
incremento significativo del factor de crecimiento transformante beta en el lavado
bronquioalveolar de los pacientes con Neumonitis por Hipersensibilidad en
comparacion con los controles sanos. ElI factor se localizO por
inmunohistoquimica en células epiteliales y macrofagos intraalveolares. El factor
de crecimiento transformante beta se encontr6 mas elevado en pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad cronicos con fibrosis, al igual que en los
pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopéatica. Estos hallazgos sugieren que el
factor de crecimiento transformante beta puede participar en los mecanismos de

fibrogénesis en la NH.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Neumonitis por Hipersensibilidad es una enfermedad inflamatoria difusa
del pulmén y una de sus complicaciones es la posible evolucion hacia la fibrosis con
destruccion de la arquitectura normal del parénquima. Los mecanismos
responsables de la respuesta fibrosante en esta enfermedad se desconocen. Dada
la importancia que el TGF-B1 en la fibrogénesis tisular se considera de interés

analizar su participacion en esta enfermedad.



MARCO TEORICO

Neumonitis por Hipersensibilidad

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) es una enfermedad inflamatoria
difusa del parénquima pulmonar, ocasionada por la inhalacién repetida de particulas
organicas, las cuales provocan una respuesta inmune exagerada que afecta
bronquiolo, alvéolo y espacio intersticial (1, 2).

Una variedad de particulas organicas con un tamafio menor a 3-5 um de
diametro aerodindmico pueden alcanzar y depositarse en bronquiolos terminales y
alvéolos, y provocar la enfermedad. Ejemplo de ello son los hongos, bacterias
termofilicas, proteinas heterélogas y algunos compuestos quimicos de bajo peso
molecular como el di-isocianato de tolueno. Existen ademas algunos factores que
parecen influir en la patogenicidad de las particulas inhaladas, como son: 1) la
dificultad para ser fagocitadas y procesadas por macréfagos alveolares, 2) su
potencial capacidad de activar de la via alterna del complemento, 3) su accién como
adyuvantes y 4) su capacidad enzimatica (2, 3).

La secuencia de los eventos inmunopatoldgicos no se conoce con precision
aungue la mayoria de las evidencias apoyan el concepto de que se trata de una
hiperreactividad mediada por linfocitos T; sin embargo la formacion y depdsito
pulmonar de complejos inmunes puede participar en los cuadros agudos (4).

La NH es menos frecuente en fumadores y la razon de ello se desconoce, se
ha postulado que el humo del tabaco puede proteger del desarrollo de esta

enfermedad porque induce una disminucion de la capacidad de respuesta inmune



local mediada por linfocitos T y B (5). En general, los fumadores expuestos a
diferentes antigenos presentan también titulos bajos de anticuerpos especificos
anti-antigenos aviarios, en comparacion con expuestos no fumadores lo que se ha
constatado en pacientes con diferentes formas de NH (2, 6-8).

La enfermedad se puede presentar en 3 formas clinicas: aguda, subaguda y
cronica. La forma aguda ocurre 6-8 horas después de la exposicion a cantidades
elevadas del antigeno. Las formas subagudas y crénicas se caracterizan porque la
enfermedad se desarrolla lentamente, en semanas (subaguda) o meses/afios
(crénica) después de la exposicion constante a bajas concentraciones de antigenos
(1-3).

La forma mas frecuente de NH en México es aquella provocada por la
exposicion a proteinas de diferentes aves, incluyendo palomas, pichones, canarios,
periquitos, etc (1, 2). En términos generales, la enfermedad de los cuidadores de
aves que se observa en Meéxico se caracteriza por una forma clinica
subaguda/cronica provocada por la exposicion prolongada al antigeno aviario, que
afecta predominantemente a mujeres entre la 3° y 5° décadas de la vida. Es
importante destacar que cuando esta forma de presentacion progresa, se producen
lesiones fibrosantes difusas que destruyen el parénquima pulmonar y en este
contexto, aproximadamente el 30% de los pacientes desarrollan una enfermedad
progresiva, incapacitante e irreversible, o cual provoca la muerte de la mitad de
estos casos en un lapso de 5 a 7 afos (9, 10). A la fecha se ignoran los

mecanismos responsables del inicio de esta respuesta fibrosante. En otras



palabras, el porgué unos enfermos curan y otros progresan a la fibrosis se
desconoce.
Perfil celular y hallazgos histopatoldgicos

Las modificaciones de las poblaciones celulares en esta enfermedad han
sido evaluadas fundamentalmente en el lavado bronquioalveolar. El hallazgo mas
consistente es un notable incremento de los linfocitos T. En los casos agudos y
subagudos se observa un predominio de la subpoblacion CD8+
(citotoxica/supresora) con disminucion en la relacion CD4+/CD8+. En contraste, los
pacientes con la forma cronica muestran un aumento de los linfocitos CD4+ lo que
parece asociarse con la progresion hacia la fibrosis (11-14).

Pocas horas o dias después de la exposicion se aprecia también un
incremento de neutrofilos, células plasmaticas y células cebadas. También se
encuentran incrementadas las células asesinas naturales y los linfocitos citotoxicos
no restringidos al sistema HLA (15-19).

Histologicamente la fase inflamatoria (subaguda) se caracteriza por afectar
predominantemente al bronquiolo terminal y respiratorio con neumonitis
circunvecina (lesiones bronquiolocéntricas). Las paredes bronquiolares y alveolares
muestran un infiltrado intersticial difuso de linfocitos, células plasmaticas y
macrofagos. Las lesiones inflamatorias tienden a desarrollar granulomas no
necrotizantes pobremente formados que se distribuyen alrededor de los bronquiolos
y en el espacio intersticial (2, 20-22).

La fase cronica se caracteriza por fibrosis intersticial, inflamacion linfocitica y

granulomas (9, 10, 23, 24). El desarrollo del proceso fibrético se ha relacionado con



la liberacién de mediadores especificos por macrofagos activados incluyendo entre
otros a la fibronectina que participa en la proliferacion, reclutamiento y adhesion de
diferentes tipos celulares y la vitronectina glucoproteina que forma parte de la matriz
extracelular. La vitronectina media la adhesion celular y participa en los procesos de
reparacion que siguen a la inflamacion tisular (25).

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p)

El TGF-B representa una superfamilia de ligandos que desempeiian un papel
fundamental en la regulacion de una amplia variedad de procesos fisiologicos. El
TGF-f es un mediador biolégico multifuncional involucrado en el control de la
diferenciacion y proliferacion celular, desarrollo embrionario, respuesta inmune,
apoptosis y reparacion tisular (26-28). En los mamiferos existen tres isoformas de
TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3), cada una codificada por genes distintos y
aungque comparten del 71 al 76% de identidad, los fenotipos que resultan de los
ratones deficientes en cada una de las isoformas son muy distintos, lo que sugiere
que estos ligandos tienen actividades especificas que no pueden ser compensadas
por otro miembro de la familia (29). Todas las isoformas del TGF- se sintetizan
como precursores diméricos, que se secretan al medio extracelular en su forma
inactiva y de la cual se origina la forma madura activa (30).

El TGF-p ejerce su accion a través de tres receptores de alta afinidad, el TPR-
I, TBR-IIl y TBR-IIl los cuales se encuentran virtualmente en todas las células. Los
receptores tipo | y IlI, son cinasas transmembranales de serina-treonina que

interactian con el receptor tipo Il (betaglicano), el cual carece del dominio cinasa
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(28, 31, 32). El receptor tipo Il es un proteoglicano anclado a membrana que no tiene
estructura de sefalizacion pero que funciona como presentador del TGF-$ a los otros
receptores. ElI complejo receptor consiste de dos cinasas serinal/treonina
transmembranales de tipo Il y dos de tipo I. La asociacion con el betaglicano le
permite al TRR-II fosforilar residuos de serina del dominio GS en el TBR-I, causando
la activacion del dominio cinasa en éste Ultimo. La cinasa activa del TBR-I fosforila
entonces a miembros de la familia de proteinas Smad nombre compuesto de Sma
(Caenorhabditis elegans) y Mad (Drosophila melanogaster) (31-35).

Los efectos en la sintesis y depdésito de matriz extracelular son mediados por
el receptor tipo I, mientras que los efectos sobre proliferacién celular son mediados
por el receptor tipo Il. La regulacion de la secrecion del TGF-B1 y su accion
involucra eventos post-transcripcionales, incluyendo la estabilizacion del RNAm, el
ensamblado y activacion del complejo latente y modulacién de la expresion de
receptores.

Las proteinas Smad son hasta la fecha los Unicos substratos directos descritos
para el receptor TBR-I y son cruciales en la propagacion intracelular de la sefal del
TGF-B. En base a su estructura y funcion, las proteinas Smad se clasifican en: R-
Smads (Smad-2 y -3), las cuales son fosforiladas por el TBR-1 y son fundamentales
para el inicio de la sefalizacion intracelular y Co-Smad (Smad-4), la cual se asocia
con las R-Smads y forma un complejo transcripcional que se transloca al ndcleo.
Existe también una Smad inhibitoria (I-Smad o Smad-7), la cual antagoniza la funcién

de las R-Smads previniendo su fosforilacion. La fosforilacion de Smad-2 y/o Smad-3
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por el TBR-I, induce su asociacion con Smad-4 y su translocacion al nucleo celular;
este complejo interactla con co-represores y/o co-activadores que regulan negativa o
positivamente la expresion de genes blanco del TGF-f (34-36).

Sin embargo, aunque las proteinas Smad son los Unicos substratos de los
receptores TBR-I y TBR-II conocidos hasta ahora, existen evidencias recientes que
demuestran que el TGF- puede ejercer también acciones a través de la via de las
MAPKs (Mitogen activated protein-kinases), la PI3-K (Phosphatidylinositol 3-kinase) y
GTPasas (37-39). La activacion de multiples vias de sefializacién, rio abajo del TGF-
Bl y su entrecruzamiento depende del tipo celular, el microambiente extracelular y la
presencia de otros factores de crecimiento.

El TGF-B es secretado en forma inactiva 6 latente y requiere su activacion
antes de poder ejercer su efecto biolégico. La forma latente del TGF-B1 es un
complejo de alto peso molecular en el cual el TGF-f1 se encuentra enlazado de
forma no covalente a otro péptido dimérico, denominado péptido asociado a latencia
(LAP); esta forma latente es almacenada en la superficie de la célula y en la matriz
extracelular, convirtiéndose asi en la forma activa en esos mismos sitios por medio
de diferentes mecanismos. Por ejemplo, al menos dos miembros de la familia de las
Integrinas ubicados en la superficie de las células epiteliales, avp6 y av8 son
capaces de activar al TGFB (40). Por otro lado, el complejo latente del TGF-8
contiene, ademas de la forma dimérica madura del factor y el LAP, un tercer
producto conocido como proteina de union al TGF-§ latente (LTBP). Este ultimo es

el que permite el alojamiento del factor en sitios especificos de la matriz
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extracelular. En estos casos, es esencial para la activacién el reconocimiento del
LTBP asociado a matriz extracelular y posteriormente el reconocimiento del TGF-
latente. En estos pasos de activacion, diferentes eventos proteoliticos que
involucran la activacion del plasmindégeno y de algunas metaloproteinasas de matriz
son fundamentales (41, 42). La vida media del TGF-B activo es en promedio de 2
minutos, mientras que la forma latente es de 90 minutos.

TGF-By larespuesta inflamatoria

El TGF-B es un mediador multifuncional con poderosos efectos sobre la
respuesta inflamatoria y la respuesta fibrosante (42-46). Desde el punto de vista del
proceso inflamatorio, el TGF-p es considerado como un potente agente
inmunosupresor y afecta tanto la respuesta humoral como la celular. En este
contexto, ha demostrado ser benéfico en modelos de enfermedades autoinmunes
cuando se administra por via sistémica (47).

Asimismo, su expresion se encuentra incrementada en linfocitos aislados de
sangre de pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, contribuyendo asi
a la inmunosupresion sistémica (48).

TGF-By larespuesta fibrosante

El TGF-B1 esta asociado con fibrosis en diferentes 6rganos, donde entre
otros efectos: favorece el incremento en la produccion de proteinas de matriz
extracelular e inhibe la sintesis de enzimas proteoliticas degradantes de matriz.

El TGF-B1 es un potente quimiotactico para macréfagos a los cuales activa

para liberar otras citocinas tales como el factor de crecimiento derivado de
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plaguetas, la interleucina-1, el factor de necrosis tumoral y el propio TGF-f. Todas
estas moléculas pueden amplificar la respuesta fibrética. El TGF-B se incrementa en
diversas enfermedades fibrosantes como glomerulonefritis, artritis reumatoide,
cirrosis hepatica y fibrosis pulmonar idiopatica (45, 46). En este Ultimo padecimiento
se ha demostrado su expresion en células del epitelio alveolar y bronquiolar, asi
como en macrofagos (49).

A la fecha existe un solo estudio experimental que sugiere que el TGF-
puede estar involucrado en la génesis de fibrosis subsecuente a la inhalacion de
particulas organicas (50). Sin embargo, no existen estudios en humanos con este
padecimiento.

Lavado Bronquioalveolar

En los ultimos 15 afios, la técnica del LBA ha permitido un mejor analisis de
las enfermedades pulmonares a través de la recuperacion directa de moléculas y
células del tracto respiratorio inferior. Este estudio ha sido posible gracias al
advenimiento del fibrobroncoscopio, un instrumento de fibra Optica que permite
visualizar hasta los bronquios subsegmentarios, introducir y aspirar liquidos asi como
realizar biopsias transbronquiales (51).

El andlisis celular del LBA permite cuantificar el namero total de células
inflamatorias, asi como su perfil diferencial y subpoblaciones especificas, lo que
provee informacion muy util acerca de la actividad inflamatoria de las enfermedades

pulmonares e incluso su posible prondstico (52, 53).
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Las células bronquioalveolares de sujetos normales consisten de 80 a 85 % de
macrofagos y 10 a 15 % de linfocitos. Durante el proceso inflamatorio del parénquima
pulmonar, la produccion total de tipos celulares y los porcentajes de linfocitos y
leucocitos polimorfonucleares estan generalmente incrementados, mientras que el
porcentaje de macrofagos esta proporcionalmente reducido.

Como se mencionod previamente, en la NH aguda (dentro de las primeras 24
horas de la exposicion al antigeno) hay un incremento en el numero de neutrofilos y
células cebadas, y posteriormente de linfocitos predominantemente células T. Este
incremento de linfocitos T se compone predominantemente de células CD8+
(supresores o citotdxicos). Ademas se observa un incremento de las células T &y.

Posteriormente el nimero de linfocitos se incrementa y el de neutrofilos
disminuye y en las etapas crénicas aumenta la poblacion de linfocitos T CD4+
(facilitadores). El fluido de LBA de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad

también contiene altos niveles de inmunoglobulinas como la IgG, IgM e IgA (2).
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion y localizacion del TGF-f1 en biopsias de pulmon
humano con Neumonitis por Hipersensibilidad, asi como determinar la

concentracion del mismo en lavados bronquioalveolares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Detectar la expresion y localizacion de la isoforma TGF-B1 por
inmunohistoquimica, en pulmén humano con NH.
2.- Determinar y cuantificar la presencia del TGF-B1 en el lavado

bronquioalveolar de pacientes con NH por la técnica de ELISA.

16



HIPOTESIS

En la Neumonitis por Hipersensibilidad que evoluciona a la fibrosis pulmonar
existe un incremento en la expresion y sintesis del TGF-f1, asi como un aumento

en el nimero de miofibroblastos.

JUSTIFICACION

Los mecanismos fisiopatolégicos que tienen que ver con la progresion o
regresion de la forma subaguda o crénica de la Neumonitis por Hipersensibilidad se
desconocen. En este estudio se plantea la relacion entre la expresion del TGF-By la
presencia de miofibroblastos y desarrollo de fibrosis.

Este mediador no ha sido estudiado en la NH humana, pero los resultados
obtenidos en modelos experimentales en ratén sugieren que puede desempefiar un

papel en la patogénesis de la enfermedad.

ALCANCE

Se pretende aportar una nueva pieza en el conocimiento de esta

enfermedad, con el fin de ir dilucidando los mecanismos fisiopatoldgicos que

conllevan al proceso de fibrosis.
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MATERIALY METODOS (DISENO EXPERIMENTAL)

l.- Poblacion en estudio.

Se estudiaron 30 pacientes con diagnostico de neumonitis por
hipersensibilidad y como grupos control se evaluaron 29 pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica y 6 sujetos sanos no fumadores, que voluntariamente quisieron
participar en el estudio. En este grupo, las pruebas funcionales respiratorias, la
radiografia de torax y los estudios de laboratorio fueron normales.

Los criterios de inclusion para los pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad han sido previamente publicados (54) e incluyeron:

1) Historia de exposicion a aves con relacion causa-efecto.

2) Presencia de anticuerpos seéricos especificos contra antigeno aviario.

3) Cuadro clinico, radiolégico y funcional respiratorio compatible con una
neumopatia intersticial difusa.

4) Lavado bronquioalveolar con mas de 40% de linfocitos.

5) Tomografia axial computada de alta resolucidon que mostraba imagenes
micronodulares bronquiolocéntricas bilaterales, imagenes en vidrio despulido y en
mosaico.

6) Biopsia pulmonar a cielo abierto con alteraciones morfolégicas pulmonares
compatibles NH.

El diagnostico de fibrosis pulmonar idiopéatica se establecio de acuerdo a los

criterios aceptados internacionalmente (55, 56).
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Pacientes y controles fueron informados del estudio para su consentimiento y
el protocolo fue aprobado por el Comité Etico del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias de la Secretaria de Salud.

Il.- Lavado Bronquioalveolar.

La fibrobroncoscopia se realizé al inicio del estudio y en ausencia de
tratamiento previo. Los pacientes se anestesiaron localmente con xilocaina al 2 % y
se les administré6 0.5 mg. de atropina por via I.M. 15 minutos antes del LBA. El
procedimiento se supervisd continuamente con un monitor cardiaco y el oximetro de
pulso para evaluar la funcion cardiaca y la saturacion arterial del oxigeno.

Se introdujo el fibrobroncoscopio y se acuiié en el I6bulo medio y/o lingula.
Una vez colocado en el bronquio segmentario, se procedio a realizar el LBA con 300
ml de solucién salina al 0.9% a temperatura ambiente. Para ello, se instilaron 5
alicuotas de 60 ml seguida de aspiracion suave del liquido. Con esta operacion se
recuperd un volumen promedio del 250 ml (57).

El fluido fue colectado en tubos conicos estériles y se transportaron
inmediatamente en frio al laboratorio para su procesamiento en el cuarto de cultivo.
El LBA se filtr6 a través de una gasa estéril para eliminar el moco y todas las
alicuotas se juntaron en un matraz Erlenmeyer estéril. Para obtener la fraccion
celular, el fluido se separé en alicuotas de 20 ml y posteriormente se centrifugaron a
450 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se decantd y se guardé a -70° C.
Previo a su utilizacién, las alicuotas con el sobrenadante se concentraron 10 X por

ultrafiltracion.
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El botén celular de cada alicuota se depositdé en un tubo estéril y se
resuspendido en 10 ml de solucion salina estéril. Para contar el niumero total de
células obtenidas y evaluar su viabilidad, se tomaron 10 ul de la suspensién celular y

se diluyeron 1:10 azul de tripano. Las células se contaron en un hematocitometro.

Por otro lado se tomO una alicuota de 250 ul de la suspension celular y se
fijaron con una mezcla de alcohol etilico al 50% y carbowax al 2 % (polietilen-glicol
50%). Posteriormente se hicieron frotis para tefir con colorantes de Wrigth-Giemsa
y/o Hematoxilina y eosina, con lo cual se determiné la poblacién celular diferencial de
cada LBA. El conteo diferencial se realiz6 con un microscopio de luz convencional
(CH30 OLYMPUS) usando el objetivo de 40 X. En términos generales se contaron de

300 a 500 ceélulas en diferentes campos seleccionados al azar.

[ll.- Inmunohistoquimica.

La localizacion celular del TGF-f1 se analizé por inmunohistoquimica
siguiendo el método reportado previamente para otras proteinas (58, 59). Se
examinaron 6 biopsias de pulmoén con NH asi como de pulmoén normal. Los tejidos
fueron fijados en paraformaldehido al 4 % amortiguado en buffer de fosfatos 0.015
M, NaCl 0.15 M, pH 7.4 (PBS) y se procesaron para obtener cortes de 5 um de
espesor que fueron depositados en laminillas recubiertas con silano.
Posteriormente, los tejidos se desparafinaron durante 25 minutos en xilol a
temperatura ambiente, y se rehidrataron con etanol absoluto y después con etanol

al 96% y 70% por 5 minutos en cada uno de ellos y finalmente en agua. Para
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eliminar la peroxidasa enddgena, los tejidos se incubaron por 30 minutos en
peréxido de hidrégeno al 3% preparado en metanol. Después de lavar dos veces
durante 10 minutos con PBS se procedio a desenmascarar el antigeno incubando
las muestras en buffer de citratos 10 mM pH 6, calentando en un horno de
microondas por 5 min. Después de enfriar, las laminillas se lavaron con PBS y se
incubaron en camaras humedas con suero normal de borrego a una dilucion de
1:100 en PBS por 30 minutos. Después de bloquear con el suero, las muestras se
incubaron durante toda la noche y a 4° C con un anticuerpo policlonal contra TGF-
Bl (Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA.) a una concentraciéon de 2 pg/ml. Como
controles negativos se utilizaron muestras en donde el anticuerpo primario fue
remplazado con suero no inmune.

Posteriormente las preparaciones se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado y después con estreptavidina
acoplada a peroxidasa (Dako, Carpinteria, CA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las muestras se revelaron con 3-amino-9-etil-carbazol (AEC, Biogenex,
San Ramén CA.) en buffer de acetatos con 0.05% de H,O, vigilandose la reaccion y
parandola con agua desionizada. Finalmente las preparaciones fueron
contratefiidas con hematoxilina acuosa para revelar los nucleos y se montaron en

un medio acuoso (Dako) dejando secar a 60° C.

V.- Inmunoensayo.
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El TGF-B1 se cuantific6 en el sobrenadante de los lavados
bronquioalveolares por medio de la prueba de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima (ELISA) (60, 61). Para este ensayo 10 ml del sobrenadante de los LBA se
concentraron 10X utilizando columnas de filtracion con membrana de 10,000 MW
(Centriprep, Millipore, Bedford, MA) que fueron centrifugadas a 4000 g durante
aproximadamente 35 minutos y a 4° C.

La concentracion de proteina total en las muestras concentradas se
determiné mediante el método descrito por Bradford utilizando el ensayo para
proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad Lab. Inc, CA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante.

La prueba de ELISA se realiz6 con un estuche comercial para TGF-1
(Quantikine R&D, Minneapolis, MN) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Para activar el TGF-B1 que se encontraba en forma latente, a las
muestras (0.1 ml concentrado 10x) se les adiciono 0.1 ml de una solucién de acido
acético 2.5 N y urea 10 M y se dejaron incubando por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, las muestras se neutralizaron con una solucion de NaOH
2.7 N amortiguado con buffer HEPES 1M.

Para realizar el ELISA las muestras se diluyeron 4 veces con el calibrador
contenido en el Kit. En cada uno de los pozos de placa se utilizaron 200 pl de las
muestras activadas y sus correspondientes muestras sin activar y se dejaron
incubando en la placa toda la noche a 4° C. Posteriormente, las muestras se

aspiraron y los pozos se lavaron con el buffer de lavado contenido en el kit y
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entonces se adiciono el conjugado contra el TGF-B1 y se incubaron durante 2 horas
a temperatura ambiente. Después de volver a lavar 3 veces, a cada pozo se le
afladieron 200 pl de la solucion sustrato y se dejo incubando 40 minutos a
temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 100 pl de acido sulfdrico 1M y
entonces se determino la absorbancia de las muestras en un espectrofotbmetro
fijado a una longitud de onda de 450 nm. Los valores de TGF-B1 en cada una de las
muestras fueron calculados interpolando los valores bajo una curva estandar
generada con diluciones seriales de un TGF-B1 recombinante incluido en el

estuche. Estos ensayos fueron hechos por triplicado.
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RESULTADOS
Poblacién en estudio

Nuestro universo de estudio abarcé a 65 individuos que incluyeron a 30
pacientes con Neumonitis por Hipersensibilidad (grupo experimental) y 29 pacientes
con Fibrosis Pulmonar Idiopética y 6 sujetos sanos (grupo control). Los principales

datos clinicos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1

Caracteristicas demograficas, clinicas, fisiolégicas y de lavado

bronquioalveolar de los grupos en estudio

Variable NH (n=30) FPI (n=29) Controles (n=6)
Edad 41.2+12.0 64.5+ 7.4 36.0+7.8
Género (M/F) 2/28 24/5 4/1
Hipocratismo digital 8/30 22129 0/5
CVF % predicho 56.3 + 22.3 64.2 + 15.3 106.4 + 17.5
PaO, mmHg** 54.5+8.1 53.1+6.5
LBA Macréfagos % 34.8 + 19.7 85.1 + 8.9 925+4.3
LBA Linfocitos % 63.8 + 19.6 105+7.6 7.3+4.4
LBA Neutrofilos % 0.6+1.2 3.2+3.1 0
LBA Eosindfilos % 0.5+0.9 1.4+1.9 0.2+04

** Presion arterial de oxigeno; valor normal a la altura de la ciudad de México:
67 + 3 mmHg.

CVF: capacidad vital forzada

LBA: lavado bronquioalveolar

Todos los pacientes mostraban un patron funcional restrictivo con

disminucién de volumenes, capacidades y datos de insuficiencia respiratoria con
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hipoxemia de reposo que se exacerbaba con el ejercicio. Los pacientes con NH
presentaban también alteraciones funcionales obstructivas que se reflejaron en una
disminucion del flujo espiratorio forzado en 1 segundo (FEV; = 59 + 20.4%).

La mayor parte de los pacientes con NH fueron mujeres (28/30) con un rango
de edad de 14 a 69 afos (promedio de 41.1 afios). En todos los casos se tratd de
pacientes con alveolitis inducida por antigeno aviario, el cual fue comprobado por la
presencia de anticuerpos circulantes especificos.

El perfil celular de los lavados bronquioalveolares mostré en los pacientes
con NH un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos con un rango que
oscil6 de 32 a 94 % con un promedio 63.8 % (Tabla 1). Este incremento se
relaciond con una disminucién en el porcentaje de macréfagos (4 a 68 % con
promedio de 34.8 %).

Veintidos de las 30 pacientes analizadas fueron biopsiadas para propoésitos
diagnésticos. En ellas se determind el porcentaje de fibrosis e inflamacion en cortes
histologicos preparados de manera convencional y tefiidos con hematoxilina y
eosina, asi como la tincion tricromica de Masson para evaluar fibras de colagena.
Los pacientes con NH mostraron diferentes grados de fibrosis con promedio de 25.2
+ 19.8 % de fibrosis.

El grupo control donde se incluyeron los casos normales y portadores de FPI
se caracterizo por los siguientes hallazgos:

Se estudiaron 6 sujetos normales, 4 hombres y dos mujeres, con rango de
edad de 21 a 42 afios. A todos ellos se les realizd las pruebas de funcion

respiratoria encontrandose en rangos normales. La celularidad en el lavado
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bronquioalveolar demostrd el predominio de macréfagos con un rango de 86 a 98
%. El porcentaje de linfocitos oscildé entre 2 a 14 % con un promedio de 7.3 %,
mientras que los leucocitos polimorfonucleares fueron practicamente inexistentes.

El grupo de pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopética estuvo formado por
29 pacientes de los cuales 24 eran hombres y 5 mujeres con rango de edades
desde los 44 a los 76 afios y promedio de 64.5 afios.

En el lavado bronquioalveolar se encontré un claro predominio de
macrofagos con incremento de neutrofilos que es lo caracteriza a estos pacientes.
Diecisiete pacientes fueron biopsiados y en ellos se corroboré un claro predominio

de la fibrosis con un promedio de 65.3 + 16.6%.
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TGF-B1 (pg/mi)

Cuantificacion de TGF-41 por ELISA.

La determinacion del TGF-B1 se realiz6 en lavados bronquioalveolares
concentrados 10 veces por el método de ELISA (Figura 1). En los sujetos control,
los niveles oscilaron entre 35 y 337 pg/ml con un promedio de 128.8 + 126.8 pg/ml.
Aunque los resultados en los dos grupos de pacientes fueron muy heterogéneos, en
ambos grupos se observo un incremento significativo en las concentraciones de
este mediador con promedios de 1458.5 + 1177.0 en NH y de 1259.6 + 1358.2 en

FPI (P< 0.05 en comparacion con controles).
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Figura 1: Deteccion del TGF-B1 en liquido de lavado bronguioalveolar.
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Los resultados ajustados por proteina se muestran en la figura 2. En los lavados
bronquioalveolares de los sujetos normales se encontré el TGF-B1 en promedio de
41.1 + 37.5, el cual se incrementd significativamente en ambos grupos de

pacientes: 141.6 + 85.6 en NH y 163.6 + 105.1 en FPI (P< 0.05 con respecto a los

controles).
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Figura 2: Deteccion del TGF-p1 en liquido de lavado bronquioalveolar
ajustada por concentracion de proteinas
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Inmunolocalizacion del TGF-B1 en pulmones de pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad

La fuente celular del TGF-B1 se explor6 en pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad y pulmones control por inmunohistoquimica.

En los pulmones de pacientes con NH, una inmunoreaccién positiva se
observo en diferentes estirpes celulares incluyendo, células gigantes multinucleadas
aisladas en los espacios alveolares o en el interior de los granulomas pobremente

formados caracteristicos de este padecimiento (Figura 3).
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Figura 3: Inmunohistoquimica en pulmon con NH para deteccion del TGF-p1.
Se observa intensa positividad adyacente a la membrana citoplasmatica en células
gigantes multinucleadas localizadas en un granuloma intersticial y en espacio alveolar

29




Una intensa tincidén intracitoplasmica se observo también en células del epitelio

bronquiolar y en células reactivas del epitelio alveolar (Figura 4).

Figura 4: Inmunolocalizacion del TGF-1 en cortes de pulmon con NH.
Se observa el factor en celulas epiteliales bronquiales (A y B) y en algunos
neumocitos tipo 2 que se encuentran cuboidalizando el epitelio alveolar (C).
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En el intersticio pulmonar que contenia vasos de pequefio calibre se detecté el
anticuerpo en células de apariencia fusiforme que los revestian y que corresponden

a células endoteliales (Figura 5).

Figura 5: El TGF-B1 se observd tambien en células endoteliales
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Los pulmones normales fueron en general negativos, aunque

ocasionalmente se observé una tenue tincién positiva en células del epitelio alveolar
(Figura 6).
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Figura 6. A: Control negativo, en el que se omitio el anticuerpo especifico.
B: Tincién con TGF-B1 en pulmédn normal.

Los controles negativos (pulmones con NH en los que se omitio el anticuerpo

especifico) no mostraron ninguna reaccion (Figura 6).
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También se realizé inmunohistoquimica para localizar la presencia de
miofibroblastos utilizando un anticuerpo que detecta alfa actina de musculo liso en

cortes seriados de pulmén con NH (Figura 7).

Figura 7: Cortes de pulmén con NH tefiidos con anticuerpo alfa actina de
musculo liso, muestra la presencia de miofibroblastos intersticiales en pacientes
con NH croénica.

Ademas de la tincién esperada en musculo liso de vasos y vias aéreas, se
apreciaron pequefios focos de células alargadas, fusiformes, que corresponden a

miofibroblastos subepiteliales.

33



DISCUSION

La neumonitis por hipersensibilidad es una enfermedad intersticial difusa que
ocurre con frecuencia en México, en especial aquella provocada por la exposicion a
proteinas aviarias.

Los eventos patogénicos iniciales en el desarrollo de esta enfermedad
involucran la activacion de células presentadoras de antigenos (macréfagos y
células dendriticas) relacionadas con la expresion de moléculas clase Il del
complejo principal de histocompatibilidad (2, 62). Esto resulta en la union especifica
de dichas moléculas con el receptor antigénico de células T CD4+, lo cual provoca
la activacion, proliferacion y diferenciacion de diversas clonas en subtipos de
células T que en primera instancia contribuyen a la formacién de anticuerpos por
células B. En esta primera fase, si la concentracion de antigenos es muy elevada,
las reacciones que inician el dafio pulmonar agudo se relacionan con la formacion
de complejos inmunes in situ, resultado de la interaccion del antigeno inhalado con
anticuerpos del tipo 1gG presentes en el tejido pulmonar (63-65). Esta interaccion
desencadena dos eventos criticos: la activacion de la cascada del complemento y la
estimulacion de macrofagos pulmonares intersticiales e intra-alveolares los que
participan principalmente en la patogénesis de la forma aguda de la enfermedad.

Por el contrario, las formas subagudas y cronicas de la NH son mediadas por
células T las cuales son las responsables de la inflamacion intersticial linfocitaria y
granulomatosa que caracteriza a estas fases (1-3).

Diversas quimiocinas y la expresion de moléculas de adhesion facilitan la

llegada y migracion transendotelial de linfocitos T en el tejido pulmonar inflamado.
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En el intersticio y espacios alveolares la interaccion del antigeno, células
presentadoras y los linfocitos T CD4+ de memoria inician la activacion, proliferacion
clonal y diferenciacion de las células T CD4+ en multiples subpoblaciones (66). Las
citocinas proinflamatorias producidas por dichas poblaciones promueven la
activacion y reclutamiento de linfocitos adicionales lo que prolonga la respuesta
inflamatoria. Si la exposicion al antigeno continla, estas reacciones inducen la
formacion de granulomas y posteriormente, si la alveolitis no se resuelve, los
linfocitos T promueven que las células inflamatorias elaboren factores de
crecimiento que estimulan la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colagena
produciendo fibrosis intersticial (67). Los mecanismos involucrados en enlazar el
proceso inflamatorio con la respuesta fibrosante no se conocen con precision. Sin
embargo, se ha sugerido que un cambio de respuesta inmune tipo Thl (T helper-1)
a Th2 puede desempefiar un papel (2, 68).

Sin embargo, la posible participacion del TGF-B en la patogénesis de la NH
humana no ha sido estudiada. Es importante sefalar que este mediador
multifuncional puede tener una funcién dual en la NH ya que por un lado es un
factor inhibidor de la inflamacién mientras que por el otro es un potente agente
profibrético.

En este estudio se examinaron los niveles pulmonares de TGF- asi como su
localizacion celular en el parénquima respiratorio. Nuestros resultados mostraron
que existe un incremento significativo de este mediador en el lavado

bronquioalveolar de los pacientes con NH, a niveles comparables con la fibrosis

35



pulmonar idiopéatica, un padecimiento donde el TGF-B desempefia un papel
fundamental (49, 69, 70). En consideracion a que los pacientes con NH tienen
niveles aumentados de proteinas totales en el liquido de revestimiento epitelial, este
hallazgo fue confirmado tanto por volumen de liquido bronquioalveolar obtenido
como ajustado por proteinas.

El andlisis inmunohistoquimico corroboré el incremento en la expresion de la
proteina en comparacion con pulmones normales. De manera interesante, el TGF-3
se encontro principalmente en células epiteliales bronquiolares, el principal sitio de
impacto de los antigenos inhalados, donde se observd una intensa tincion
intracitoplasmica. En términos generales se considera que las lesiones de la NH
inician en los bronquiolos terminales y respiratorios, por esto y de manera
caracteristica la alveolitis en este padecimiento es fuertemente bronquiolocéntrica
(71).

El TGF-B1 también se expreso en celulas epiteliales alveolares tipo 2, que se
encontraban cuboidalizando los espacios alveolares. Este hallazgo es muy
interesante porque la activacion de estas células desempefia un papel critico en el
desarrollo de fibrosis en otras enfermedades del parénquima pulmonar (49). De
hecho, este mediador se expresa intensamente en las células epiteliales alveolares
de los pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica (72). En este padecimiento, uno de
los principales efectos del TGF-B1 es provocar la diferenciacion de fibroblastos a
miofibroblastos (73, 74). Los miofibroblastos, que de manera caracteristica

expresan la alfa actina de musculo liso (¢AML), son los principales responsables de
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la secrecion de moléculas de matriz extracelular que caracterizan a la fibrosis tisular
(75, 76).

En este contexto, se analizd la expresion de aAML en los pulmones de
pacientes con NH y de controles. En los pulmones normales, esta molécula se
encontré solamente en células de musculo liso que forman parte de vasos y vias
aéreas. En contraste, en los pulmones con NH también se observé en
miofibroblastos intersticiales subepiteliales. Este resultado sugiere que la expresiéon
de TGF-B1 por células epiteliales del parénquima pulmonar podria contribuir al
desarrollo de fibrosis en los casos de NH crénica estimulando la diferenciacion de
fibroblastos a miofibroblastos. Sin embargo, seria necesario hacer estudios de
colocalizacion para determinar si existe correlacion anatomica entre las células
epiteliales que estan produciendo TGF-B1 y la presencia de miofibroblastos
subepiteliales.

Finalmente, un hallazgo muy interesante de este trabajo fue la deteccién del
TGF-B1 en células gigantes multinucleadas que forman parte de las lesiones
granulomatosas. Estas lesiones se observan fundamentalmente en pacientes con la
forma subaguda, la cual es inflamatoria y habitualmente reversible. Aqui, la
expresion de este mediador podria postularse como anti-inflamatoria.

La formacion de las lesiones granulomatosas comienza con la activacion de
linfocitos tipo Thl quienes sintetizan interleucina-2 e interferon-gamma los que
estimulan a los macréfagos a transcribir y secretar grandes cantidades de factor de

necrosis tumoral alfa e interleucina-1. Los macréfagos activados producen ademas
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una amplia variedad de mediadores biologicos, entre otros el factor quimiotactico y
el factor activador de macréfagos los cuales atraen monocitos/macrofagos a las
lesiones y los activan. Esto resulta en la formacion de los granulomas de
hipersensibilidad que consisten fundamentalmente de células epitelioides y células
gigantes multinucleadas (77). Se podria postular que la sintesis de TGF-B1 por
estas Ultimas células podria ser un mecanismo que intenta controlar la respuesta
inflamatoria, como se ha reportado en algunas enfermedades autoinmunes (43, 44).
Asi por ejemplo, se ha demostrado que cuando macréfagos peritoneales se cultivan
con un antigeno y TGF-B, se induce la activacion de células T reguladoras que
median la tolerancia antigeno especifica de largo tiempo y reducen la inflamacion
(43).

Sin embargo, la expresion de TGF-B1 se ha descrito también en granulomas
tuberculosos precediendo a la reaccién fibrotica que acompafia a las lesiones
cavitarias (78). En base a estos hallazgos se podria sugerir que la produccion de
TGF-B por células gigantes multinucleadas podria, en lugar de ejercer un efecto
anti-inflamatorio, inducir una reaccion fibrosante.

La respuesta a estas interrogantes podria contestarse en el futuro en
modelos animales de NH a los que podria manipularse la respuesta del TGF- a

diferentes tiempos de la evolucion del padecimiento.
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CONCLUSIONES

1. El factor de crecimiento transformante beta se encuentra incrementado en el
pulmoén de los pacientes con Neumonitis por Hipersensibilidad.

2. Este mediador se expresa principalmente por las células epiteliales
alveolares y bronquiolares, células endoteliales, macréfagos y células
gigantes multinucleadas.

3. El factor de crecimiento transformante beta puede ser parcialmente
responsable del desarrollo de fibrosis pulmonar en los pacientes con

Neumonitis por Hipersensibilidad.
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GLOSARIO

Alelos: formas alternas del mismo gen.

Anticuerpo monoclonal: anticuerpos producidos por una sola clona de células B.
Anticuerpo: proteina soluble sintetizada por las células B del sistema inmune que
interactda con los antigenos.

Antigeno: cualquier sustancia reconocida por un sistema inmunolégico como
extrafia al organismo.

Citocina: proteinas secretadas por un tipo de célula inmunologica que induce una
respuesta biolégica en otro tipo de célula inmunoldgica. Actuan activando
receptores tipo tirosincinasa.

Colagenas: familia de glucoproteinas que forman parte de la matriz extracelular.
Colagenasas: enzimas de la familia de las metaloproteinasas de matriz que
degradan a las moléculas de colagena.

Complejo mayor de Histocompatibilidad: regién del cromosoma 6 que incluye
genes que codifican un grupo de glucoproteinas de membrana denominada
moléculas MHC.

Complemento: grupo de proteinas plasmaticas que actian de manera conjunta
para atacar formas extracelulares de patégenos. Se activa mediante tres distintas
vias, generando productos con diversas actividades bioldgicas.

Dominio: regiones individuales de las inmunoglobulinas. Algunas se unen entre si
mediante una porcion flexible de la cadena de polipéptidos que sirve como bisagra.
ELISA: prueba inmunoenzimatica de adsorcion ligada a wuna enzima

Espectrofotometro: instrumento empleado para medir la cantidad de luz de una
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longitud de onda especifica absorbida por una solucién la cual es proporcional a la
concentracion.

Estroma: tejido conectivo que sirve para sostener entre sus mallas los elementos
celulares en un 6rgano 0 glandula.

Factor de Crecimiento Transformante Beta: molécula de 391 aminoéacidos
secretada en forma latente por diversas células. Su fragmentacion proteolitica
genera en un péptido activo de 112 aminoacidos que se asocia formando
homodimeros, el cual induce la proliferacion de los fibroblastos.

Factor de crecimiento Derivado de Plaquetas: dimeros de 30 kd formado por
cadenas Ay B. Existe en 3 isoformas, se localiza en granulos alfa de paquetas, y es
producido por macréfagos y células epiteliales entre otras.

Factor de Necrosis Tumoral: citocina producida por leucocitos en respuesta a
agentes infecciosos. Dependiendo de su concentracion sérica favorece la reaccion
inmunologica o bien induce efectos negativos como toxicidad a través de la
apoptosis.

Fibronectina: proteina que participa en la adhesion celular a una serie de matrices.
Glucoproteina de 450 kD formada por dos cadenas unidas por puentes disulfuro y
que es elaborada por fibroblastos, monocitos, células endoteliales. Se une a la
colagena, fibrina y los proteoglicanos.

Fibrosis Pulmonar Idiopatica: enfermedad pulmonar de causa desconocida no
asociada con factores predisponentes. Dafo alveolar difuso organizado causado

por la exacerbacion de la respuesta inflamatoria.
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Fosfatidil inositol 3 hidroxicinasa Pl (3)K: la molécula con dominio SH2 mejor
estudiada. Los productos de la enzima participan como precursores para
numerosos mensajeros celulares que contienen inositol e inducen diversas
funciones en las células.

Fosforilacion: adicion de grupos fosfatos trivalentes por un compuesto organico.
Glucosaminglicanos: polimeros de disacaridos repetidos que contienen un residuo
de sulfato.

Integrinas: familia de proteinas de la membrana compuestas por dos cadenas de
polipéptidos, una cadena alfa y una cadena beta. Median la adhesion con
componentes de la matriz extracelular o con otras células.

Interleucina 1: citocina liberada por macréfagos con actividad proinflamatoria, junto
con el TNF-a favorecen la expresion de las moléculas de adhesion en diversas
células. Favorece la activacion de las células endoteliales lo que favorece la
transmigracion de los leucocitos.

Interleucina 2: citocina que estimula proliferacion de células T por mecanismos
autocrinos y paracrinos.

Interferon Gama: citocina con diversos efectos bioldgicos, potente activador de
macrofagos que estimula la secrecion de IL-12. Mediador extremadamente
importante en la hipersensibilidad retardada.

Isoforma: formas alternas de una molécula.

Ligando: molécula que se enlaza a su receptor debido a que posee una estructura

complementaria.
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Linfocitos B: se originan de la bolsa de Fabricio en aves. Reconocen la estructura
terciaria de los antigenos y requieren de los efectos ayudantes de las células T para
madurar a células que sintetizan anticuerpos.

Linfocitos T: linfocitos dependientes del timo, responsables de la inmunidad
mediada por células. Operan por contacto directo con otras células sintetizando y
liberando mediadores denominados linfocinas. Son los responsables de la vigilancia
contra tumores e infecciones, participan en el rechazo de injertos.

Macrofagos: células que estan estrechamente relacionados con linfocitos T y B,
procesan y presentan antigenos a los linfocitos T Los macrofagos tienen una
funcidon de depuracion de complejos inmunitarios, tienen ademas actividad
bactericida y citotoxica. La liberacion a los tejidos de sus enzimas hidroliticas causa
dafio tisular.

Matriz extracelular: red organizada con materiales extracelulares presentes en la
vecindad inmediata de la membrana plasmatica. Puede tener participacion integral
en la determinacion de la formay las actividades de la célula.

Membrana basal: capa engrosada de la matriz extracelular de 50 a 200 nm
aproximadamente, que da apoyo a las células.

Metaloproteinasa: enzima que degrada la matriz extracelular.

Neumonitis por Hipersensibilidad: enfermedad inflamatoria difusa que afecta el
parénquima pulmonar como resultado de la activacion permanente de la reaccion
inflamatoria.

Nucleo: organelo que contiene su material genético.
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Patdgeno: cualquier agente capaz de causar infeccion o enfermedad a una célula u
organismo.

Proteoglicano: complejo de proteina y polisacarido que consiste en una molécula
proteinica central a la cual se fijan cadenas de glucosaminglicanos. Debido a la
naturaleza acida de estos, los proteoglicanos son capaces de enlazar numerosos
cationes que a su vez arrastran un gran numero de moléculas de agua; como
resultado, los proteoglicanos forman un gel poroso hidratado que actia como
material de empaque para resistir la compresion.

Receptor: molécula de superficie celular que al interaccionar con su ligando genera
sefales intracelulares.

HLA: antigenos de los leucocitos humanos.

Smad: Proteinas que participan en la sefializacion intracelular inducida por la
interaccion del TGF- con su receptor tipo I.

Vitronectina: glucoproteina integrante de matriz extracelular que media la adhesion

a células, participa en reparacion después de la inflamacion.
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