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RESUMEN

Justificacién: La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) es una inflamacion linfocitica del
parénquima pulmonar provocada por la exposicion a una gran variedad de antigenos. La enfermedad
ocurre solo en pocos individuos expuestos, lo que sugiere que algunos factores promotores son
importantes para el desarrollo de la enfermedad. La NH inducida por antigeno aviario ocurre
principalmente en mujeres, con una proporcion de 9:1 mujeres por cada hombre y su frecuencia se
incrementa después de los 40 afios de edad. Por otro lado, algunas evidencias indican que el
microquimerismo (bajos niveles circulantes de células derivadas de otro individuo) puede estar
involucrado en la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes, especialmente en aquellas que
muestran un incremento en su incidencia en mujeres después de la edad reproductiva.

Objetivos: Evaluar la presencia de microquimerismo circulante y microquimerismo local en pacientes
con NH versus controles.

Metodos: La presencia de microquimerismo masculino fue evaluada en 103 pacientes femeninos con
NH, 30 pacientes femeninos con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y 43 mujeres sanas. Todas estas
mujeres habian tenido previamente por lo menos un hijo varon, y no presentaban el antecedente de
otras causas de microquimerismo como hermanos dicigoticos, transfusiones sanguineas ni
transplantes. La presencia de microquimerismo masculino se evalu6 en sangre periférica por Dot-Blot
utilizando una sonda especifica para el cromosoma Y marcada con digoxigenina. En células de lavado
bronquioloalveolar (LBA) se analizd por Dot-Blot e hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)
utilizando sondas especificas para los cromosomas Y y X y en tejido pulmonar el microquimerismo se
evalué por FISH.

Resultados: Se observé un incremento significativo de microquimerismo circulante en las pacientes
con NH. Asi, se encontraron células microquiméricas en la sangre del 33% de las pacientes con NH,
10% de las pacientes con FPI (p=0.019) y 16% de las mujeres sanas (p=0.045). Las pacientes con NH
positivas para microquimerismo mostraron una reduccion significativa de la DLco (53.5£11.9% versus
65.2+£19.7%; p=0.02) asi como una tendencia a presentar mayor porcentaje de linfocitos en el LBA
(64.3+16.7% vs. 54.8+16.3%; p=0.07) en comparaciébn con las pacientes con NH sin
microquimerismo. En las células de LBA se encontrd microquimerismo masculino por Dot-Blot y por
FISH en 9 de los 14 casos de NH estudiados comparados con 2 de 10 casos de FPI (p=0.047). La
separacion por citometria de flujo de los diferentes tipos celulares del LBA revelo que las céelulas

microquiméricas estaban presentes en la poblacion de macréfagos alveolares (CD3'CD14"), asi como



en la de linfocitos T facilitadores (CD3"CD4") y supresores/citotoxicos (CD3"CD8"). Las células
microquiméricas masculinas también se encontraron por FISH en el tejido pulmonar afectado de 5
pacientes con NH.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que las pacientes con neumonitis por hipersensibilidad
presentan un incremento en la frecuencia de microquimerismo masculino y confirman la capacidad
multilinaje de las células microquiméricas lo que sugiere una asociacion de éstas células con la

enfermedad.

ABSTRACT

Rationale: Hypersensitivity Pneumonitis (HP) is a lymphocytic alveolitis provoked by exposure to a
variety of antigens. However, the disease occurs in only a subset of exposed individuals, suggesting
that additional factors may be involved. Microchimerism has been implicated in the pathogenesis of
autoimmune diseases, especially in those showing increased incidence after childbearing age.
Objective: To evaluate the presence of circulating and local microchimeric cells in female patients
with HP.

Methods: Male microchimerism was examined in 103 patients with HP, 30 with idiopathic pulmonary
fibrosis and 43 healthy women. All of them had given birth to at least one son, with no twin siblings,
blood transfusions or transplants. Microchimerism was examined by Dot-Blot hybridization in
peripheral blood using a specific probe for the Y chromosome, and by fluorescence in situ
hybridization (FISH) in bronchoalveolar lavage (LBA) cells and lungs using X and Y specific probes.
Results: Blood microchimerism was found in 33% of the HP patients in comparison with 10% in IPF
(p=0.019) and 16% in healthy women (p=0.045). HP patients with microchimerism showed a
significant reduction of DLco (53.5+11.9% versus 65.2+19.7%; p=0.02) compared with HP patients
without microchimerism. In BAL cells, microchimerism was detected in 9 of 14 HP patients compared
with 2 of 10 from IPF (p=0.047). Cell sorting revealed that microchimeric cells were either
macrophages (CD3'CD14%), T helper lymphocytes (CD3"'CD4") or T cytotoxic lymphocytes
(CD3"CD8"). Male microchimeric cells were also found in the 5 HP lungs examined by FISH.
Conclusions: Our findings demonstrate that HP patients exhibit increased frequency of fetal
microchimerism, confirm the multilineage capacity of microchimeric cells and suggest that they may

increase the severity of the disease.



1. INTRODUCCION

Neumonitis por Hipersensibilidad.

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH), también conocida como alveolitis alérgica extrinseca, es
una enfermedad inflamatoria difusa del parénquima pulmonar provocada por la inhalacion repetida de

1*3,

particulas organicas y que afecta a bronquiolos, alvéolos y espacio intersticia La respuesta

inmunoldgica estd mediada principalmente por una reaccion inflamatoria exagerada que parece ocurrir

en un huésped susceptible, aunque los mecanismos de susceptibilidad no se conocen con precision™**.

Agentes etioldgicos de la NH
Se han descrito una gran variedad de particulas organicas menores a 3 mm de diametro capaces de

provocar NH y en general se trata de esporas de hongos como Aspergillus fumigatus, bacterias

termofilicas como Thermoactinomyces faeni y proteinas de origen animal como el antigeno aviario.

Dentro de las propiedades que pueden influir en la patogenicidad de estas particulas se encuentra la
dificultad para ser digeridas por los macréfagos alveolares, su capacidad para activar la via alternativa
del complemento, su accién como adyuvantes y su actividad enzimatica™3°®.

En México, la causa méas frecuente de NH se relaciona con la exposicion a antigenos aviarios, en
especial provenientes de palomas, pichones, canarios y pericos australianos**"2. Se ha sugerido que
las inmunoglobulinas aviarias, en especial la IgA, asi como la mucina intestinal podrian ser las

principales proteinas sensibilizadoras™*.

Prevalencia de la NH provocada por la exposicion a aves

Aungue no existen datos precisos acerca de la prevalencia de la NH inducida por antigeno aviario, esta
enfermedad parece ser una de las causas mas frecuentes de enfermedad pulmonar intersticial difusa
(EPID). En un estudio colaborativo internacional se encontrd que alrededor del 30% de 661 enfermos
con EPID tenian NH y la mayoria de ellos era por exposicion a aves™:. En México, la NH afecta
predominantemente a mujeres con una proporcion de 9:1 con respecto al sexo masculino. La mayoria

7,12

de estas pacientes desarrollan la enfermedad después de la etapa reproductiva”™ y aproximadamente

en el 17% de ellas la enfermedad aparece entre 5 dias y 6 meses después del puerperio®.



Caracteristicas histopatoldgicas de la NH

La inflamacion intersticial e intraalveolar es de predominio bronquiolocéntrica y estd compuesta
fundamentalmente de linfocitos, células plasmaticas, monocitos y macréfagos, asi como células
gigantes multinucleadas y granulomas pobremente formados***°. En el intersticio la célula dominante
es el linfocito, mientras que en los espacios alveolares la célula mas abundante es el macréfago
espumoso. La presencia de granulomas pequefios, poco compactos y pobremente diferenciados se
considera un rasgo caracteristico de la NH (Figura 1). En las formas crénicas se pueden observar
diferentes grados de fibrosis, siendo este Gltimo el rasgo dominante en los casos muy avanzados de la
enfermedad®”'®. Al respecto se ha reportado una correlacién positiva entre el porcentaje de

neutréfilos en el tejido afectado y el porcentaje de fibrosis pulmonar®*.

Espacio alveolar oo .
Epitelio bronquiolar

Inflamacion
intersticial
mononuclear

Granuloma

FIGURA 1. Caracteristicas histoldgicas de la NH. Se muestra un corte de tejido tefiido con hematoxilina-eosina,

analizado por microscopia de luz a una magnificacion original de 40X.

Lavado bronquioloalveolar (LBA)

El perfil celular del lavado bronquioloalveolar para los pacientes con NH se caracteriza por un
aumento en el nimero absoluto y porcentual de los linfocitos T, con un predominio de la subpoblacion
CD8" citotéxica/supresora y un desequilibrio en la relacion CD4*/CD8* **°. Sin embargo, se ha



reportado que un aumento en la subpoblacion CD4" (facilitadora) se ha asociado a la progresion de la
NH hacia fibrosis®®. También se ha descrito un aumento significativo en el porcentaje de células
cebadas asi como la presencia de células asesinas naturales NK?3. En numeros absolutos, los
macrofagos alveolares se encuentran en niveles normales o elevados, aunque su porcentaje en relacion
a las otras células inflamatorias se aprecia muy disminuido dado el enorme incremento de los
linfocitos®®. Se ha reportado que los macréfagos expresan altos niveles de HLA DQ y DP lo que

sugiere que se encuentran muy activados en su funcién de células presentadoras de antigeno®.

Perfil de expresion génico de la NH

Recientemente se examind el perfil de expresion génico en pulmones de pacientes con NH por
microarreglos de oligonucledtidos. Se encontré que la NH, en comparacion con la fibrosis pulmonar
idiopatica, se caracteriza por la sobreexpresion de genes asociados a inflamacion (quimiocinas y sus
receptores, interleucinas, etc), a la activacion de los linfocitos T (Src-like-adaptor 2, factor de necrosis
tumoral, receptores CD2, CD3-D, -E, y G y CD8) y en general de genes responsables de la activacion

de la respuesta inmune®.

Cuadro clinico de la NH

Las pacientes presentan un cuadro clinico caracterizado por disnea de esfuerzo progresiva, taquipnea,
tos, hiporexia y baja de peso. La enfermedad puede progresar con la aparicion de lesiones fibrosantes
que destruyen el parénquima pulmonar y en este contexto, aproximadamente un tercio de los pacientes
desarrollan una enfermedad progresiva, incapacitante, e irreversible, la cual provoca la muerte en el

29% de estos casos en un lapso de 5 afios después del diagnostico™’ "%,

Patogénesis de la NH

La secuencia de los eventos que generan la NH no se conoce con precision aunque la mayoria de las
evidencias apoyan el concepto de que la forma aguda es provocada por una reaccion de
hipersensibilidad de tipo Il caracterizada por la formacion de complejos antigeno-anticuerpo,
mientras que las formas subagudas y cronicas son inducidas por hipersensibilidad de tipo IV mediada
por células, principalmente linfocitos T**°.

Sin embargo, al menos 2 preguntas no han podido ser contestadas: 1) ¢Por qué sélo un pequefio
porcentaje de los individuos expuestos a la inhalacion de estas particulas organicas desarrollan la



enfermedad? y 2) ;Por qué algunos pacientes mejoran o curan mientras que otros progresan hacia la
fibrosis, atn en ausencia del agente agresor?

Con el fin de contestar éstas y otras interrogantes, se ha propuesto una hipotesis que pretende crear una
propuesta integral acerca de la patogénesis de la neumonitis por hipersensibilidad®. De acuerdo a esta
hipotesis, para que se desarrolle la inflamacion pulmonar difusa secundaria a la exposicion a particulas
organicas, deben concurrir dos eventos de manera sincronizada: la inhalacion del factor inductor, esto
es, el antigeno causal y la presencia de uno o mas factores promotores. La apropiada convergencia
temporal de ambos factores provoca la alveolitis. De acuerdo a la hipdtesis propuesta por Selman y
colaboradores, aunque la inhalacion del agente causal (factor inductor) es esencial, no es suficiente
para generar por si sola el proceso patoldgico en ausencia de factor(es) promotor(es). Un posible
factor promotor se relaciona con susceptibilidad genética y en este sentido, existen algunas evidencias
de que en un subgrupo de pacientes la enfermedad puede estar asociada con algunos alelos de los
antigenos leucocitarios humanos (HLA por sus siglas en inglés), como el HLA-DRB1*1305 y el HLA-
DQB1*0501 en poblacién mexicana®*. Otro factor que podria estar implicado es la infeccién viral
provocada por ejemplo por el virus de la influenza A y el virus sincicial respiratorio®?°. También se
ha sugerido que el exponerse a insecticidas y desparasitantes o el vivir cerca de basureros en donde se
forman tolvaneras son factores de riesgo®. Por otra parte se ha propuesto al tabaquismo como un factor
protector para el desarrollo de la NH puesto que se ha reportado que la enfermedad es
significativamente menos frecuente en sujetos fumadores y aunque la razon de esta observacion se
desconoce se piensa que el humo del tabaco protege de la sensibilizacion al antigeno. Sin embargo
también se ha reportado que en los pacientes con NH que fuman la enfermedad se vuelve cronica, lo

que sugiere que fumar deteriora el desarrollo clinico del padecimiento®>%.

Fibrosis Pulmonar ldiopatica.

La Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) es una forma especifica de neumonia intersticial fibrosante de
causa desconocida, crénica, limitada a pulmon, progresiva y generalmente letal caracterizada por
lesion y activacion de células del epitelio alveolar, proliferacion de fibroblastos y remodelacion de la

matriz extracelular, que resulta en una distorsion irreversible de la arquitectura pulmonar®®22,
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Prevalencia de la FPI

La enfermedad ocurre en 7 de cada 100 000 mujeres y 10 de cada 100 000 hombres, generalmente se
presenta entre los 40 y 70 afios de edad, con un pico maximo a los 60 afios. Clinicamente se comporta
de manera similar a la NH cronica con una sobrevida del 23% a los 5 afios despues del

diagnostico’?%2%33,

Agentes etioldgicos

La FPI es de causa desconocida, sin embargo el reporte de casos familiares con fibrosis pulmonar y la
asociacion de la enfermedad con mutaciones en los genes de la transcriptasa reversa de la telomerasa y
la telomerasa, entre otros, apuntan a que existen factores genéticos potenciales de riesgo®**. De igual
forma se han identificado factores ambientales que parecen incrementar el riesgo, principalmente el
tabaquismo, aunque también hay reportes de exposicion a polvos metalicos y de madera, agentes

infecciosos como el virus Epstein-Barr, influenza y citomegalovirus®’.

Lavado bronquioloalveolar
En las células de LBA se ha descrito un incremento en el porcentaje de neutrofilos (5%) y eosindfilos

(5%), siendo el dato méas indicativo para FPI la neutrofilia®.

Perfil de expresion genético

En cuanto al perfil de expresion genético que caracteriza a los pulmones de pacientes con FPI se ha
reportado la sobreexpresion de genes especificos de células musculares que regulan la motilidad y
contraccion muscular y que desempefian un papel en la remodelacion y reorganizacion de tejido.
También de genes que intervienen en la remodelacion del tejido conjuntivo, en especial colagenas y
metaloproteinasas de matriz, asi como genes especificos de células epiteliales que controlan la

adhesion, migracion, diferenciacion y proliferacion de estas células®.

Caracteristicas Histopatoldgicas

La fibrosis pulmonar idiopatica se presenta en un patron de parches caracterizado por zonas de
arquitectura pulmonar normal, zonas de inflamacidn intersticial moderada, zonas de fibrosis
intersticial caracterizadas por la proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos y acumulacion

excesiva de moléculas de la matriz extracelular, especialmente de las coldgenas fibrilares y zonas con
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cambios tipo panal de abeja que se describen como largos espacios aéreos delimitados por epitelio
bronquiolar o neumocitos alveolares hiperplésicos que estan separados por paredes engrosadas de
colagena y cantidades variables de inflamacidn crénica, lo que da como resultado una distorsion

irreversible de la arquitectura pulmonar®®%**® (Figura 2).
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FIGURA 2. Caracteristicas histologicas de la FPIl. Se muestra un corte de tejido tefiido con hematoxilina-eosina
analizado por microscopia de luz a una magnificacion original de 10X. Se observa el patrén en parche con zonas de
arquitectura pulmonar normal, zonas de inflamacion intersticial moderada, zonas de fibrosis intersticial y zonas con

cambios tipo panal de abeja.

Patogénesis de la FPI

Durante mucho tiempo se considerd que la FPI se debia a un proceso inflamatorio cronico que no se
resolvia y en consecuencia promovia la fibrogenesis. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que
este padecimiento es provocado por multiples microlesiones del epitelio alveolar el cual es seguido de
una inadecuada reepitelizacion alveolar debida a una falla de los neumocitos tipo Il para regenerar este
epitelio. El epitelio alveolar dafiado secreta numerosos mediadores profibrogénicos, en particular
factores responsables de la migracion y proliferacion de células mesenquimatosas en los sitios de
lesion, con la consecuente formacion de focos de fibroblastos/miofibroblastos que finalmente son los

12



responsables de la secrecion exagerada de moléculas de matriz intersticial?>*!. Por otro lado, la FPI se
acompafia con cierta frecuencia de algunos fendmenos autoinmunes como factor reumatoide o
anticuerpos antinucleares circulantes, por lo que algunos autores han sugerido que podria tratarse de

un padecimiento autoinmune®,

Microguimerismo y enfermedades humanas

El termino microquimerismo se usa para indicar que un individuo presenta bajos niveles de células
derivadas de otro individuo®® y éste estado puede tener varias fuentes de origen siendo la principal el
embarazo. En este contexto se ha observado que a partir de la sexta semana de gestacion existe un
trafico bidireccional de células en la interfase materno-fetal, predominando del feto a la madre***
(Figura 3); cabe sefialar que los embarazos no llevados a término también son una fuente importante
de microquimerismo pues existen reportes que muestran que el namero de células fetales antes y
después del aborto aumentan de 19 a 1 500 células/ 16 mL de sangre materna***®. Otras fuentes de
microquimerismo son la transferencia de células fetales entre gemelos dicigéticos* y la transfusion

sanguinea®’.

FIGURA 3. El embarazo como principal fuente de microquimerismo. Se esquematiza el trafico de células fetales

(circulos azules) hacia la circulacién sanguinea materna.
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Fenotipo de las células microquiméricas

Las células fetales que entran en la circulacion sanguinea de la madre son de origen
predominantemente hematopoyético, incluyendo células troncales hematopoyéticas CD34°CD38" o
bien células progenitoras hematopoyéticas CD34"CD38" con capacidad para diferenciarse hacia varios
linajes. En este sentido, se han encontrado en la madre células microquiméricas con fenotipo de

48-52

linfocitos T, linfocitos B, NK y monocitos en porcentajes variables™ . Incluso se ha reportado,

aunque en menor numero, la presencia de trofoblastos, células troncales mesenquimatosas, células

epiteliales y hepatocitos™ .

Estudios funcionales de las células microquiméricas de origen fetal

A la fecha existen pocas investigaciones en torno a la funcién de las células microquimericas. El
estudio mas importante al respecto describe el perfil de citocinas de los linfocitos T CD4"
microquiméricos aislados tanto de sangre como de piel de mujeres con Esclerosis Sistémica Progresiva
(ESP) en el que se demuestra que éstas células eran capaces de activarse en presencia del HLA
materno y producir niveles significativos de interleucina (IL)-4 en comparacion con los niveles
detectados en células microquiméricas de mujeres sanas. Debido a su produccion de IL-4 estos
linfocitos se caracterizaron como CD4" Th2, cuyo fenotipo de manera interesante es uno de los

principales involucrados en la patogénesis de la enfermedad injerto versus huésped®” %,

Estudios funcionales de los linfocitos maternos T CD8" HY especificos

La posibilidad de que los linfocitos T maternos reaccionen en contra de los antigenos expresados por
las células masculinas fetales como el antigeno HY se ha explorado recientemente al encontrar
linfocitos T maternos CD8" HY especificos. Estos linfocitos fueron capaces de producir interferon
gama después de ser estimulados con el antigeno HY y se encontraron entre el 37-50% de las mujeres
que tenian un hijo varén o més de un hijo varén aumentando el porcentaje de linfocitos aloreactivos en
ese orden, lo que sugiere que durante el embarazo la madre puede generar una respuesta inmune en
contra de las células del hijo y que los linfocitos aloreactivos persisten por afios después del parto
conservando su actividad al menos in vitro. Estos hallazgos sugieren que la coexistencia de linfocitos
T CD8" aloreactivos y células fetales masculinas presenten un riesgo potencial inmunopatoldgico,
aunque también es posible que in vivo se encuentre suprimida la reaccion aloreactiva de los linfocitos

maternos®®.
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Microquimerismo como un posible factor de riesgo para desarrollar enfermedades autoinmunes
El paso de células fetales a la circulacion sanguinea de la madre se puede considerar un fendmeno

60,61

coman”™7, sin embargo la persistencia de éstas celulas durante muchos afios después del parto ocurre

entre el 4-50% de las mujeres sanas®?®®

aunque el namero de células microquiméricas en estas mujeres
se encuentra por debajo del que presentan las mujeres con enfermedades autoinmunes®*®+¢"% Estos
hallazgos han sugerido una asociacion del microquimerismo con el desarrollo de varias enfermedades

71-73

autoinmunes incluyendo el sindrome de Sjogren® ™, lupus eritematoso sistémico y principalmente

la esclerosis sistémica progresiva (ESP)**%4%".

La hipotesis que propone que las células microquiméricas podrian estar involucradas en la patogénesis
de algunas enfermedades autoinmunes causando un dafio parecido al que se encuentra en la
enfermedad injerto versus huésped’ esta fundamentada en tres observaciones:

I) Se trata de enfermedades con predominio en el sexo femenino y que generalmente se desarrollan
después de la etapa reproductiva de la mujer, lo que sugiere que algunos eventos relacionados con el
embarazo podrian desempefiar un papel en el desarrollo de dichas enfermedades™.

I1) La similitud en el desarrollo de fibrosis en pulmon, eséfago y piel que se presentan en algunas
enfermedades autoinmunes, en especial la ESP, y la enfermedad injerto versus huésped que es causada
por diferencias en el HLA entre las células del donador y del huésped™.

I11) La presencia de células microquiméricas fetales que por su origen portan genes del HLA paternos
que difieren de los maternos®>®""".

A favor de esta hipdtesis se han reportado varios estudios donde se evalud la presencia de células
microquiméricas masculinas en sangre circulante de mujeres con ESP y Lupus Eritematoso Sistémico,
mediante la amplificacion de secuencias especificas del cromosoma Y, revelando un incremento
significativo en el nimero de células microguiméricas masculinas en éstas pacientes en comparacion

64,67,68

con mujeres sanas Estos hallazgos han sido respaldados por otras investigaciones que

encontraron un aumento significativo en el porcentaje de muestras positivas para células
microquiméricas en pacientes en comparacion al porcentaje en mujeres sanas>>®*"2.

Otra forma de evaluar la presencia de células microquiméricas es mediante la tipificacion del HLA,
este método tiene como ventaja que permite identificar células microquiméricas tanto femeninas como
masculinas, ademas de que al tipificar el HLA de los hijos se puede establecer el origen de las células

microquimeéricas. En este contexto un estudio que tipifico el HLA-Cw reveld que el microquimerismo
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de origen fetal estaba presente en un porcentaje significativamente mayor en las mujeres con ESP con
respecto a los controles. De manera muy importante también se pudo analizar la presencia de
microquimerismo de origen materno en muestras de pacientes masculinos con ESP encontrando que
entre el 50-100% lo presentaban® 8.

También mediante la tipificacion del HLA se encontré que las mujeres que tenian hijos que portaban
el HLA-DQA1*0501 tenian 13.5 veces mas posibilidades de presentar células microguiméricas
fetales’®, aunque este hallazgo no pudo ser corroborado por una investigacion subsiguiente’ por lo que
el papel de este alelo continta siendo controversial. En otro estudio que consistié en la tipificacion del
HLA-DR y HLA-DQ se encontrd que las pacientes con ESP tenian un hijo homocigoto para el HLA-
DRB1 con una frecuencia significativamente mayor a las mujeres control®”. Estas investigaciones
sugieren que si las celulas microquimericas procedentes de un hijo son homocigotas para algunos
alelos del HLA, el sistema inmunoldgico de la madre no podria reconocer como extrafio el HLA del
hijo, sin embargo las células del hijo si podrian reconocer como extrafio al HLA de madre si ésta es
heterocigota para dicho alelo, lo que podria desencadenar una reaccion aloinmune en contra de las
celulas de la madre.

En cuanto a la localizacion de las células microquiméricas masculinas en los tejidos afectados de las
pacientes con ESP, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjogren y Lupus Eritematoso Sistémico se han
reportado varios estudios utilizando hibridacién in situ con fluorescencia (FISH por sus siglas en
inglés) para la deteccion de secuencias especificas de los cromosomas X y Y. En estas investigaciones
se han detectado células masculinas en las zonas de infiltracion inflamatoria de éstas pacientes, no asi

en los tejidos controles o bien el tejido sano de las mismas pacientes®®971:8081,

Las células microquiméricas podrian participar en la regeneracion tisular materna

Si bien hay estudios que parecen apoyar un posible papel de las células microquimeéricas en la
patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes, también existen estudios que muestran que el
porcentaje de pacientes y mujeres sanas con microquimerismo no difiere significativamente®®">52%¢,
Otro hallazgo importante que no parece apoyar el papel de las células microquiméricas en la
patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes es la presencia de estas células en tejidos de
mujeres afectados con enfermedades no relacionadas con autoinmunidad®®.

En este contexto, y dado que la posible implicacion de las células microquiméricas en la patogénesis

de algunas enfermedades es aln controversial, se ha desarrollado una hipdtesis alternativa que propone
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que las células fetales estan asociadas mas bien con una respuesta benéfica al dafio tisular, que
consistiria en la capacidad de estas células de generar células maduras de diferentes linajes en los
organos maternos afectados. Esta hipdtesis sugiriere que durante el embarazo la madre adquiere
células fetales con capacidades de célula troncal que pueden influenciar la salud materna post-parto
pero no promoviendo el desarrollo de enfermedades sino participando en la regeneracion tisular®®’.

A favor de esta hipotesis se han reportado estudios donde se analizaron por FISH biopsias de mujeres
con cancer, hepatitis no autoinmune, lupus eritematoso sistémico, ESP y bocio, encontrandose la
presencia de células microquiméricas masculinas que expresaban citoqueratina en tejido epitelial
normal en tiroides, cervix, intestino y vesicula; asimismo, se han observado células microquiméricas
que expresaban el marcador CD45 propio de leucocitos en nddulos linfaticos y bazo®®, y células que
expresaban heppar-1, un marcador especifico para hepatocitos, en muestras de higado con hepatitis no
autoinmune®, o bien en muestras de hepatitis C*®. Existen otras investigaciones que también
sugieren una asociacion de microquimerismo con enfermedades no autoinmunes como adenoma

benigno de tiroides™, las erupciones polimérficas del embarazo™ vy la pitiriasis liquenoide®.

En resumen, la presencia de celulas microquiméricas tanto en circulacion como en Organos de

individuos afectados, deja dos posibilidades a explorar:

1. Estas células desempefian un papel patogénico en el desarrollo de la enfermedad generando una

reaccion parecida a la que se desarrolla en la enfermedad injerto versus huésped.
2. Estas células llegan al 6rgano como resultado secundario de la enfermedad, migrando como células

diferenciadas o/y células progenitoras a las areas de dafio tisular y participan en la regeneracion del

tejido.
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2. HIPOTESIS

El microguimerismo esté asociado al desarrollo de Neumonitis por Hipersensibilidad.

3. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la frecuencia de microquimerismo masculino en sangre circulante, lavado
bronquioloalveolar y pulmon de pacientes femeninos con Neumonitis por Hipersensibilidad y
compararla con la frecuencia encontrada en pacientes femeninos con Fibrosis Pulmonar Idiopética y

mujeres sanas.

Objetivos especificos

Evaluar la presencia de células microquiméricas masculinas mediante la amplificacion
por PCR seguida de Dot-Blot de una secuencia especifica del cromosoma Y, en células de
sangre circulante de mujeres con NH y FPI, asi como en controles sanos.

Evaluar la presencia de células microquiméricas masculinas mediante la amplificacion
por PCR seguida de Dot-Blot de una secuencia especifica del cromosoma Y, en células de
lavado bronquioloalveolar de pacientes con NH y FPI.

Evaluar la presencia de células con cromosoma Y por hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) en celulas de lavado bronquioloalveolar de pacientes con NH y FPI.

Evaluar la presencia de células con cromosoma Y por FISH en biopsias pulmonares de
pacientes con NH y FPI.

Realizar la inmunofenotipificacion de las células microquiméricas, separando las
células de lavado bronquioloalveolar por citometria de flujo (FACSort) en subpoblaciones de
linfocitos T CD3'CD4" y CD3*CD8" y macréfagos alveolares CD3'CD14" y someter cada
subpoblacion a FISH.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

Puesto que las mujeres portan dos cromosomas sexuales X y los hombres portan un cromosoma
sexual X y otro Y, la presencia del cromosoma Y en muestras de mujeres que han tenido por lo menos
un hijo varon, que no tenian hermanos gemelos dicigoticos, ni habian recibido transfusiones
sanguineas, ni transplantes, nos permitio detectar células microquiméricas masculinas de origen
presuntamente fetal.

Para determinar la frecuencia de células microquiméricas masculinas tanto en el ADN extraido de la
sangre circulante como de las células de lavado bronquioloalveolar (LBA) fue necesario primero
amplificar una region especifica del cromosoma Y (TSPY) mediante una PCR anidada y luego
detectar el amplificado con una sonda marcada con digoxigenina especifica para dicha secuencia. Otra
alternativa para identificar células positivas para el cromosoma Y fue haciendo una hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) con sondas especificas para los cromosomas X y Y (DXZ1y DYZ1) ya sea
en células en suspensién como las de LBA o bien en cortes de tejido de biopsias pulmonares incluidos
en parafina, estos ultimos fueron posteriormente contratefiidos con HE para evaluar el sitio de
localizacion de las células microquiméricas dentro de la arquitectura pulmonar.

Finalmente para identificar el fenotipo de las células microquiméricas fue necesario separar las células
de LBA en poblaciones de linfocitos T CD3'CD4"*, CD3"CD8" 0 macréfagos CD3'CD14" mediante
Fluorescence Activated Cell Sorter (FACSort) utilizando un citometro de flujo para posteriormente
hibridar por FISH cada una de estas poblaciones con el fin de determinar en cual de ellas se detectaban

células positivas para el cromosoma Y.
A continuacién se muestra la Tabla 1 donde se resumen los experimentos realizados para determinar

la frecuencia de células microquimeéricas y su fenotipo en las muestras de mujeres con NH, FPI y

mujeres sanas.
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TABLA 1. Experimentos realizados para determinar la frecuencia y fenotipo de las células

microquiméricas.

Tipo de muestra Anélisis Concentracion Experimentos NH FPI Sanas
independientes

ADN obtenido de sangre | Dot-Blot con sonda 1ny 4 103 30 43

circulante TSPY

ADN obtenido de células | Dot-Blot con sonda 1ny 4 14 10 0

de LBA TSPY

Células de LBA FISH (DXZ1,DYZ1) 15 000 1 6 0 0

ndcleos

Células de LBA FACSort 15 000 1 7 0 0
FISH (DXZ1, DYZ1) ndcleos

Biopsias de pulmon FISH (DXZ1,DYZ1) | Cortesde 5 nm 1 5 3 0
Tincion HE de didmetro

5. MATERIAL Y METODOS

Poblacion en estudio

Se estudiaron 176 mujeres que habian tenido previamente por lo menos un hijo varén, y que no tenian
hermanos gemelos dicigdticos, ni habian recibido transfusiones sanguineas ni transplantes; de este
grupo, 43 fueron mujeres sanas [45.7 £ 9.1 afios y 1.4 £+ 0.7 hijos (promedio + DE)], 30 pacientes con
FPI (60.7 £ 12 afios y 3.1 £ 1.9 hijos) y 103 pacientes con NH subaguda o cronica (48.8 + 12.8 afios y
2.3+1.1 hijos). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) y cada participante otorgd su consentimiento informado.

El diagnéstico de neumonitis por hipersensibilidad se obtuvo como se ha descrito previamente’® con
base en los siguientes criterios: a) exposicion a aves antes del desarrollo de la enfermedad y presencia
de anticuerpos positivos contra antigeno aviario en suero medido por ELISA; b) disnea de esfuerzo,
con mejoria parcial después de evitar la exposicién al antigeno aviario; ¢) hallazgos indicativos de
enfermedad pulmonar intersticial como alteraciones clinicas, radioldgicas y pruebas funcionales con

valores disminuidos en la capacidad vital forzada (FVC), capacidad de difusion de monoxido de
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carbono(DLco), saturacién de oxigeno (StO,), etc. y d) porcentaje de linfocitos mayor al 40% en el
LBA.

Al 46% de las pacientes se les realizd biopsia pulmonar como parte del proceso diagnostico y el
analisis histoldgico mostro alteraciones caracteristicas de NH, incluyendo inflamacién intersticial
difusa de predominio mononuclear, principalmente linfocitos, y presencia de células gigantes
multinucleadas en los bronquiolos terminales y respiratorios, al igual que en las paredes alveolares. En
el intersticio se observaron lesiones granulomatosas. El cultivo de la biopsia fue negativo para
bacterias, micobacterias y hongos.

El diagndstico de FPI se baso en estudios clinicos, funcionales, de lavado bronquioloalveolar y por
tomografia computada de alta resolucién; el diagndstico fue corroborado por biopsia de pulmén en el

36% de las pacientes y se baso en hallazgos microscépicos tipicos de neumonia intersticial usual®®®.

Lavado bronquioloalveolar (LBA)

El LBA se obtuvo como se ha descrito previamente'®®*. El liquido recuperado se filtré a través de
gasa esteril, se cuantificd, y se centrifugé a 1 500 rpm por 10 minutos a 4°C. El boton celular fue
resuspendido en suero fetal bovino con dimetil sulfoxido y congelado en nitrégeno liquido hasta su
uso. Una alicuota fue usada para evaluar el nimero total de células, y otras fueron tefiidas con

hematoxilina-eosina o Giemsa y azul de toluidina para realizar el conteo diferencial de células.

Amplificacion de la secuencia especifica del cromosoma Y en células de sangre periférica y
celulas de LBA

La extraccion del ADN genémico se hizo a partir de 10 mL de sangre periférica y 2 x 10° células de
LBA utilizando el estuche BDtractTM Genomic ADN isolation kit (Maxim Biotech, San Francisco,
CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El microquimerismo masculino se evaluo realizando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) anidada para amplificar una secuencia del cromosoma Y de 198 pares de
bases (pb) que corresponde a un fragmento del gen que codifica para una proteina especifica de
testiculo (TSPY por sus siglas en inglés)®™ . Las condiciones de la PCR anidada e iniciadores fueron
descritas previamente por Lo y colaboradores” y son las que se utilizaron en este trabajo exceptuando
las siguientes modificaciones: se utiliz6 1 ng de ADN gendmico para la primera amplificacion y 2 ni

de la primera amplificacion como templado de ADN para la segunda reaccion de PCR. La mezcla de
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reaccion contenia 50 pmol de cada iniciador (primer) (Invitrogen life technologies, USA), 200 nivi
dNTPs (Invitrogen life technologies, USA), 0.75 Mmol/L MgCl, (Roche Molecular Systems. San
Diego, CA), 1X PCR buffer 1l (Roche Molecular Systems. San Diego, CA,) y 2.5 U/25 ml AmpliTaq
Gold (Roche Molecular Systems. San Diego, CA).

Con el fin de evitar posibles contaminaciones en la PCR se utilizaron areas separadas para la
extraccion del ADN vy la preparacion de la PCR; también se emplearon puntas de pipeta con filtro
(Eppendorf, Westbury, NY) y todos los experimentos fueron desarrollados por mujeres. En cada
experimento se incluy6 un control positivo que consistia en ADN masculino y dos controles negativos:
uno de ellos llevaba todos los componentes de la PCR excepto el ADN y el otro consistié en una
muestra de ADN de una mujer nulipara, la cual fue obtenida de la sangre circulante de una nifia de 8

afios que no tenia antecedentes de transfusiones ni hermanos gemelos.

Preparacion de la sonda TSPY

Se empled una muestra de ADN masculino para amplificar el fragmento del gen TSPY utilizando las
mismas condiciones de la PCR descritas arriba; el producto de la amplificacién fue analizado por
electroforesis en un gel de agarosa junto con el marcador de peso molecular de 50 pb DNA ladder
(GibcoBRL, Grand Island, N.Y.) (Figura 4). Posteriomente, la banda que se correspondia con el
tamano esperado se cortd bajo la luz UV, se recuperd el ADN utilizando el estuche de extraccion de
ADN en gel (Millipore Corporation, Bedford, MA) se marco con digoxigenina-11-dUTP, se cuantificd
y detectdé mediante el estuche de marcado y deteccion de DIG ADN (Roche Molecular Biochemical,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para confirmar la identidad de la sonda, una alicuota fue secuenciada como se ha descrito
previamente® y la secuencia resultante se analizé con el programa GeneBank Search, obteniéndose un
98% de identidad con el gen TSPY humano. Algunos productos de amplificacion del TSPY de
pacientes con NH fueron también elegidos al azar y secuenciados verificAndose que se trataba también
del gen TSPY.
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FIGURA 4. Amplificacion de la secuencia TSPY por PCR anidada. Muestras de sangre periférica de un hombre (XY) y
una mujer con NH (XX) que presentan el tamafio de banda esperado de 198 pb (punta de flecha) como lo indica el

marcador de peso molecular de 50 pb.

Hibridacion por Dot-Blot

Los productos de amplificacion de la PCR anidada fueron desnaturalizados por calor y 2 nl de cada
muestra se fijaron en una membrana de nylon cargada positivamente (Amersham Pharmacia Biotech,
UK) incubando la membrana a 120°C por 30 minutos. Posteriormente, la membrana fue hibridada a
54°C durante toda la noche con 30 ml de DIG Easy Hyb (Roche Molecular Biochemical, Alemania)
que contenian 25 ng/mL de la sonda TSPY marcada con digoxigenina. La sonda fue revelada con un
anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina, contenido en el estuche de marcado y
deteccion de DIG DNA (Roche Molecular Biochemical, Alemania).

Se realizaron cuatro experimentos independientes con cada una de las muestras de ADN y se
consideraron positivos aquellos casos en los que la prueba dio positiva por lo menos dos veces,
estableciéndose como negativas aquellas muestras cuya prueba fue negativa en los cuatro ensayos o
positiva una sola vez y negativa en las otras tres pruebas. La sensibilidad de la prueba de Dot-Blot se
determiné hibridando diluciones seriadas de ADN masculino en alicuotas de ADN femenino con la

sonda para TSPY, pudiéndose detectar una célula masculina en 10 000 células femeninas.

23



Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en células de LBA

El microquimerismo masculino en las células de LBA fue evaluado por FISH utilizando la mezcla
dual XY (Cytocell, Somerville Court, UK) que contenia una sonda especifica del cromosoma X
(DXZ1) marcada con fluoresceina (FITC) y una sonda especifica para el cromosoma Y (DYZ1)
marcada con rodamina. Las células de LBA se incubaron en una solucion hipotonica de 0.05% de KClI,
posteriormente se sometieron a una solucion fijadora de acido acético/metanol 1:3 y fueron fijadas en
portaobjetos y desnaturalizadas en una solucion de 70% formamida/2X SSC a 72°C por 2 minutos para
luego ser hibridadas con las sondas XY siguiendo las condiciones de hibridacidn descritas por Frias y
colaboradores™. Posteriormente las muestras se contratifieron con 0.125 ng/ml 4,6-diamino-2-phenyl-
indole (DAPI) (Cytocell, Somerville Court, UK).

Fenotipificacion de las células microquiméricas del LBA

Las células de LBA fueron separadas en poblaciones de linfocitos T facilitadores (CD3'CD4"),
supresores/citotoxicos (CD3'CD8") y macrofagos alveolares (CD3'CD14") mediante Fluorescence
Activated Cell Sorter (FACSort) utilizando un citémetro de flujo (FACSAria, Becton Dickinson, San
Jose, CA). Las células de LBA se resuspendieron en medio RPMI incompleto para posteriormente
centrifugarse por 10 minutos a 1 300 rpm. Se tomaron 2x10° células y se resuspendieron en 50 ni de
buffer de tincion (BD Pharmigen, EUA) y 20 mi del anticuerpo monoclonal acoplado al fluorocromo
FITC-anti-CD3, APC-Cy7-anti-CD4, PerCp-anti-CD8 y PE-anti-CD14 (Becton Dickinson, San Jose,
CA). Las celulas con el anticuerpo se incubaron por 25 minutos a temperatura ambiente y el
anticuerpo no unido se elimind lavando las células con PBS, se recuperd el boton celular por
centrifugacion y se resuspendié en 300 i de PBS. Una vez separadas las poblaciones celulares, se

procedid a realizar una FISH con cada poblacién bajo las condiciones descritas previamente.

Deteccion por FISH de células positivas para el cromosoma Y en tejido pulmonar

Se utilizaron cortes de 5 mm de espesor provenientes de biopsias de pulmén incluidos en parafina de
cinco pacientes con NH y tres pacientes con FPI. La hibridacion del tejido se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Jonson y colaboradores*® excepto por el uso de la mezcla XY dual marcada
(Cytocell, Somerville Court, UK) que se desnaturalizé junto con el tejido a 80°C por 10 minutos,
incubando las muestras durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, los tejidos se lavaron en 40%
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formamida/2X SSC a 42°C y se contratifieron con 0.125 ng/ml de DAPI (Cytocell, Somerville Court,
UK).

Analisis de la FISH

Los tejidos hibridados fueron analizados en un microscopio de epifluorescencia Olympus BX40
utilizando el filtro triple DAPI, FITC y rojo Texas, asi como cada uno de los tres filtros individuales.
El corte de tejido y las células de LBA de un paciente masculino se utilizaron como controles positivos
de hibridacion. Las células que se consideraron como positivas para el cromosoma Y fueron aquellas
que portaban 2 sefiales fluorescentes distintas dentro del nucleo, representando al cromosoma X
(verde) y al cromosoma Y (rojo).

Para evaluar la localizacién de las células microquiméricas dentro de la arquitectura pulmonar tipica
de la enfermedad, los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y evaluados por microscopia de

luz con el objetivo 100x en el microscopio Olympus BX40.

Anélisis estadistico

Las variables de intervalo fueron analizadas usando la prueba de T de Student, mientras que la prueba
exacta de Fisher se utilizO para analizar las variables categdricas. La correccion de Bonferroni se
aplico cuando se hicieron comparaciones multiples. Se consideré un valor de p a dos colas menor de
0.05 como estadisticamente significativo. El analisis de regresion logistica multivariable con la
presencia de microquimerismo como variable dependiente y el diagndstico y la edad como variables

independientes se analizaron usando el programa SPSS version 10.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

6. RESULTADOS

Caracteristicas de las pacientes con NH y FPI

Todas las pacientes mostraron evidencia clinica, radiolégica y funcional de enfermedad intersticial
pulmonar, con disminucién de los volimenes pulmonares, asi como hipoxemia en reposo que
empeoraba durante el ejercicio. En el grupo de NH el conteo diferencial de células del LBA se

caracterizd por una marcada linfocitosis mientras que en las pacientes con FPI la mayoria de las
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células inflamatorias fueron macréfagos con un ligero aumento en el porcentaje de neutréfilos y

eosinofilos.

Las pacientes con NH muestran un incremento en la frecuencia de microquimerismo masculino
en sangre periférica

La secuencia TSPY fue amplificada de muestras de ADN de sangre periférica y los productos de
amplificacion fueron hibridados con la sonda especifica para TSPY por Dot-Blot (Figura 5). La
frecuencia de microquimerismo masculino fue significativamente mayor en el grupo de NH (34 de 103
pacientes [33%]) comparado con la frecuencia en el grupo de FPI (3 de 30 pacientes [10%]; p = 0.019,
prueba exacta de Fisher) o en mujeres sanas (7 de 43 [16%]; p =0.045, prueba exacta de Fisher).

El andlisis de regresion logistica multivariada descarto la influencia de la edad de las pacientes en la
presencia de microquimerismo y corrobor6 que las pacientes con NH tenian una mayor probabilidad
de presentar microquimerismo en comparacion a las pacientes con FPI y mujeres sanas (OR: 3.1, 95%
intervalo de confianza, 1.4-6.8).

FIGURA 5. Deteccion por Dot-Blot de células positivas para el cromosoma Y en muestras de sangre periférica. Y:
ADN de hombre. N: ADN de mujer nulipara. (-): control negativo sin ADN. Panel A: mujeres sanas. Panel B: mujeres con

FPI1y panel C: mujeres con NH.
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Las pacientes con NH y microquimerismo presentan una disminucién en la capacidad de
difusion de mondxido de carbono (DLco) comparada con las pacientes con NH sin
microquimerismo

Las pacientes con NH se separaron en positivas y negativas para microquimerismo y se compararon
los datos demograficos, las pruebas de funcidn respiratoria, y el conteo diferencial de células en el
LBA, cuyos datos se resumen en la Tabla 2. Los pacientes con NH positivos para microquimerismo
mostraron una disminucion en la capacidad de difusién de mondxido de carbono, una prueba que
evalla la capacidad de transferencia de gases a través de la membrana alveolo-capilar (DLco;
53.5£11.9% vs. 65.2+£19.7%; p=0.02), asi como una tendencia no significativa a presentar mayor
porcentaje de linfocitos en el LBA (64.3£16.7% vs. 54.8416.3%; p=0.07). No se encontraron

diferencias en las otras variables analizadas.

TABLA 2 Caracteristicas demograficas, clinicas, fisiologicas y de LBA en pacientes con NH.

Variable Con Sin p*
Microquimerismo Microquimerismo
(n=34) (n=69)

Edad 48.3+125 49.0 +13 NS
Meses de los sintomas 28.1+220 31.1+236 NS
antes del diagnostico
CVF % predicha 53.8+154 55.5+15.8 NS
PaO, mmHg** 508+7.1 50.2+11.0 NS
DLco % 535+119 65.2 +19.7 0.02
StO; reposo 85.1+6.6 84.6 +9.3 NS
StO, ejercicio 71.3+9.8 74.2+9.6 NS
LBA Macrofagos % 34.0+175 440 +16.2 NS
LBA Linfocitos % 64.3+16.7 54.8+16.3 0.07
LBA Neutrofilos % 11+20 12+31 NS
LBA Eosinofilos % 08+1.0 12+24 NS

* P corregida por comparaciones multiples. ** Valores normales a la altitud de la Ciudad de México: 67 + 3 mmHg. CVF:
capacidad vital forzada. DL¢o: capacidad de difusion de monoxido de carbono. StO,: saturacion de oxigeno. LBA: lavado

bronquioloalveolar. NS: no significativo.
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Microquimerismo en células obtenidas en el LBA

Con el fin de saber si las células microquiméricas se encontraban también en el pulmén de las
pacientes, se amplificé la secuencia TSPY en el ADN obtenido de LBA de 14 pacientes con NH y 10
pacientes con FPI algunas de las cuales habian dado positivo en sangre periférica.

Los productos de amplificacion fueron hibridados con la sonda TSPY y se encontré que 9 de 14 (64%)
pacientes con NH fueron positivos para microquimerismo comparado con solo 2 de 10 (20%)
pacientes con FPI (p = 0.047, prueba exacta de Fisher).

Para confirmar la presencia de células masculinas en las pacientes con NH se analizaron 15 000
nucleos por FISH en 6 muestras de LBA previamente analizadas por Dot-Blot y se corrobord que
todas ellas tenian células masculinas microquiméricas y que la frecuencia de éstas variaba de 1/6 260

a 1/15 000 celulas femeninas (Figura 6).

FIGURA 6. Deteccién por FISH de microquimerismo masculino en células de LBA de dos pacientes femeninos con
NH. Las células masculinas (flecha) se identificaron por la presencia del cromosoma X (verde) y el cromosoma Y (rojo), el
nacleo de la célula se encuentra contratefiido con DAPI (azul). La frecuencia de células masculinas variaba de paciente a

paciente en un rango de 1/6 260 a 1/15 000 células femeninas.

Fenotipificacion de las celulas microquimericas obtenidas de LBA

Con el fin de caracterizar el fenotipo de las células microquimeéricas en el LBA, se separaron por sorter
en un citdmetro de flujo las poblaciones celulares de linfocitos T CD3'CD4", CD3'CD8" vy
macrofagos alveolares CD3'CD14" en 7 pacientes con NH. Cada una de las poblaciones celulares fue

28



sometida a FISH con sondas especificas para los cromosomas X y Y encontrandose la presencia de
células microquiméricas en 5 de los 7 casos (71%) en por lo menos una de las subpoblaciones
(Figura 7). En tres casos las células microquiméricas fueron identificadas en mas de un tipo celular

(macrofagos y linfocitos T CD8" o macrofagos y linfocitos T CD4™).

FIGURA 7. Fenotipificacion de las células microquiméricas. Células de LBA de pacientes femeninos con NH
separadas por citometria de flujo en poblaciones celulares de macréfagos (A) y linfocitos T CD4" (B), donde se detectaron
por FISH células microquiméricas masculinas (flechas) que se identifican por la presencia del cromosoma X (verde) y el

cromosoma Y (rojo) dentro del ndcleo que se encuentra contratefiido con DAPI (azul).

Presencia de células masculinas en tejido pulmonar de pacientes con NH

La presencia de microquimerismo masculino fue evaluado por FISH con sondas especificas para los
cromosomas X y Y en laminillas con tejido incluido en parafina de 5 mujeres con NH que habian dado
positivo en sangre. En todas estas muestras se detectaron células microquiméricas masculinas que
fueron observadas como una sola célula rodeada de células femeninas, formando parte de la
arquitectura del tejido afectado. Cuando estos mismos tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina-
eosina con el fin de identificar la zona en la que se localizaban las células microquimeéricas, éstas se
observaron en areas de inflamacion intersticial y ocasionalmente formando parte del epitelio
bronquiolar (Figura 8).

En contraste no se encontraron células microquiméricas masculinas en el tejido pulmonar de tres

pacientes con FPI que también fueron examinados con la misma técnica (Figura 9).
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FIGURA 8. FISH en tejido pulmonar de tres pacientes con NH. Los tejidos se hibridaron con sondas especificas
para los cromosomas X (verde) y Y (rojo) EIl nicleo de la célula se identifica por DAPI (azul). A: filtro triple DAPI-
Fluoresceina-Rojo Texas. B: filtro doble Fluoresceina-Rojo Texas. C: microscopia de luz con los mismos tejidos pero
tefiidos con hematoxilina-eosina. Magnificacion original 100x. Las flechas indican las células masculinas XY (sefiales
roja y verde) rodeadas por células femeninas XX (sefiales verdes) en un infiltrado inflamatorio (A1 y A2) y en un
epitelio bronquiolar (A3).
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FIGURA 9. FISH con sondas especificas para los cromosomas X y Y en tejido pulmonar de dos pacientes femeninos
con FPI. Solo se observan células femeninas que muestran dos cromosomas X (verde), el nicleo de la célula se encuentra

contratefiido con DAPI (azul). Ay B: Filtro triple DAPI-Fluoresceina-Rojo Texas. Magnificacion original 100x.

7. DISCUSION

Efectos bioldgicos del microquimerismo

Actualmente se reconoce que la placenta no es una barrera estricta que impida el trafico celular lo que
trae como consecuencia que durante el embarazo exista una activa transferencia de células entre la
madre y el feto*’. De hecho, la persistencia de estas células por muchos afios después del parto es un

fendmeno bien descrito®®*

y al parecer esta persistencia se debe a que el feto le transfiere a la madre
células troncales, las cuales pueden alojarse en la médula Gsea y perpetuarse o generar diferentes
linajes celulares quizas por el resto de la vida de la madre'®. Las consecuencias que éste fenémeno
conlleva es que la madre porte células de origen fetal cuyo complemento genético presenta un set
haploide diferente al de la madre.

Sin embargo, los efectos biologicos de la presencia permanente de estas células microquimeéricas en la
madre no se conocen con precision. En este contexto, se han propuesto dos hipoétesis; una de ellas se
basa en la diferencia entre el HLA materno y el de las células microquiméricas y plantea que el
microquimerismo podria estar implicado en la patogénesis de algunas enfermedades, principalmente

autoinmunes, causando un dafio parecido al que se desarrolla en la enfermedad injerto versus

31



huésped’™. Sin embargo, debido al reducido nimero de células microquiméricas se ha sugerido que
otros mecanismos de dafio tisular tendrian que desencadenarse, como por ejemplo el desarrollo de una
reaccion inmune exagerada debido a la presentacion indirecta de antigenos propios por parte de las
células microgquiméricas.

La otra hipdtesis, que se basa en los hallazgos de que las células fetales microquiméricas tienen
capacidad multilinaje, propone que las células microquiméricas estan asociadas con una favorable
respuesta materna al dafio tisular; esto es, que frente a una lesion estas células desarrollan su capacidad
para generar celulas maduras de diferentes linajes en los 6rganos maternos afectados contribuyendo asi

a la apropiada regeneracion del tejido>® '

En la basqueda de factores promotores de la neumonitis por hipersensibilidad

La NH inducida por la exposicion a proteinas de aves ocurre solo en un pequefio porcentaje de las
personas que inhalan antigenos aviarios. Estas observaciones sugieren que la NH es probablemente el
resultado de varios factores que convergen en el individuo expuesto a la inhalacion de particulas
organicas. Algunos estudios indican que una susceptibilidad genética asociada al sistema HLA, o a la
presencia de determinados polimorfismos del factor de necrosis tumoral podrian favorecer el
desarrollo de la enfermedad® %*. Otras investigaciones sugieren que infecciones virales, o la exposicién
a un segundo agente ambiental podrian desempefiar un papel promotor®®#. Sin embargo, atin no se ha
identificado un cofactor que claramente promueva el desarrollo de la enfermedad, por lo que se
desconoce la manera en que la exposicion al antigeno, el ambiente y la genética del individuo
interactian para inducir la NH. De manera interesante, esta enfermedad predomina en el sexo

femenino, y se manifiesta frecuentemente después de la edad reproductiva’*?.

Microquimerismo y neumonitis por hipersensibilidad

Es precisamente en busca de posibles factores promotores para el desarrollo de la NH que se decidio
estudiar la presencia de microquimerismo en mujeres con esta enfermedad indagando inicialmente la
presencia de células masculinas en la sangre circulante. Nuestros resultados mostraron que
aproximadamente una tercera parte de las pacientes con NH estudiadas portaban células masculinas
circulantes, y que esta frecuencia era significativamente mayor que la encontrada en pacientes
femeninos con FPI y en mujeres sanas. Tomando en consideracion que todas las mujeres estudiadas

habian tenido por lo menos un hijo varon y que habiamos excluido del estudio otras fuentes

32



potenciales de microquimerismo, suponemos que el origen de las células masculinas detectadas es
fetal.

La edad y el numero de hijos no influyen en la frecuencia de microquimerismo

Debido a que las pacientes con FPI eran las que presentaban el menor porcentaje de microquimerismo
y tenian en promedio 10 afios mas que las pacientes con NH y las mujeres sanas, se examiné el efecto
de la edad en la presencia de microquimerismo. Nuestros resultados demostraron que las diferencias
en la frecuencia de microquimerismo no estan influenciadas por la edad de las pacientes. Asimismo, el
analisis de la posible influencia del nimero de hijos varones en la frecuencia de microquimerismo
masculino no mostr6 ningun efecto, siendo las pacientes con FPI las que presentaban el mayor nimero
de hijos varones y la menor frecuencia de microquimerismo. Estos hallazgos concuerdan con estudios
previos en otros padecimientos en los cuales también se ha demostrado que no existe correlacion entre
la frecuencia de microquimerismo masculino y el nimero de hijos varones o el lapso de tiempo desde

que se tuvo el altimo hijo®*%.

Las pacientes con neumonitis por hipersensibilidad con microquimerismo muestran un mayor
deterioro funcional respiratorio que aquellas sin microquimerismo

Al separar a las pacientes con NH positivas y negativas para microquimerismo se encontré que las
primeras presentaban una mayor reduccion de la capacidad de difusion de monoxido de carbono DLco
asi como una tendencia a presentar un mayor porcentaje de linfocitos T en las células de LBA,
sugiriendo una asociacion entre el microquimerismo y la respuesta inflamatoria o con un peor curso
clinico de la enfermedad. Estos hallazgos parecen apoyar la hipotesis que propone que las células

microquimeéricas pueden estar implicadas en la patogénesis de esta enfermedad.

Neumonitis por hipersensibilidad y microquimerismo pulmonar

Puesto que nuestro estudio se enfoca a una enfermedad organo especifica, la demostracién de un
aumento significativo de microquimerismo en sangre circulante de pacientes con NH no era suficiente
para demostrar un papel de las células microquiméricas en la enfermedad. Por lo tanto se prosiguio
con el analisis local de microguimerismo en células obtenidas de lavado bronquioloalveolar donde
encontramos que alrededor de dos terceras partes de las pacientes con NH presentaban células
microquimericas masculinas y que éstas se encontraban formando parte de las subpoblaciones de
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linfocitos T facilitadoras y supresoras/citotoxicas, asi como de macrdfagos alveolares. Por el contrario,
las muestras obtenidas de pacientes con FPI eran en su mayoria negativas para microquimerismo
masculino.

De igual manera se analizo la presencia de células microguiméricas en cortes de tejido pulmonar de
pacientes con NH encontrandose por FISH células positivas para el cromosoma Y en zonas de
inflamacidn tisular y formando parte del epitelio bronquiolar. En contraste, los pulmones examinados
de pacientes con FPI fueron negativos. En este contexto, nuestros hallazgos sugieren que las células
masculinas presuntamente de origen fetal pueden migrar de la sangre circulante hasta el pulmén en un

porcentaje importante de las mujeres con NH.

Funciones de las células microquiméricas en el pulmén de las pacientes con neumonitis por
hipersensibilidad

Hasta donde sabemos esta es la primera demostracion de microquimerismo en pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad, aunque el hallazgo de células microquiméricas en pulmén se ha
reportado en algunas enfermas con lupus eritematoso sistémico’®, esclerosis sistémica progresiva® y
sindrome de Sjogren®.

Sin embargo nuestros hallazgos no determinan cual es el efecto de las células microquiméricas en el
pulmén de las pacientes con NH y mas adn, es importante sefialar que en general los efectos del
microquimerismo no se conocen con precision’®. La observacion de que células microquiméricas
también son detectadas en la sangre circulante en un cierto porcentaje de mujeres sanas, resalta la
disyuntiva de si estas células de origen fetal estdn implicadas en la patogénesis de algunas
enfermedades o bien si son solo un fendmeno secundario del embarazo 0 més aun si tienen efectos
benéficos sobre la salud de la madre contribuyendo a la reparacion del dafio tisular.

El hallazgo de células microquiméricas con fenotipo de linfocitos T CD4" y CD8", asi como de
macrofagos y células epiteliales en el pulmén de las pacientes con NH apoya el concepto de la
capacidad multilinaje de las células microquiméricas como se ha propuesto en estudios previos. Asi, se
han encontrado células microquiméricas con fenotipo de leucocitos, celulas troncales
hematopoyéticas, células troncales mesenquimatosas, células epiteliales y hepatocitos®®%8®, Puesto
que la capacidad multilinaje de las células microquiméricas se ha sugerido como indicio de su papel en
la reparacion tisular, nuestro hallazgo de células microquiméricas formando parte del epitelio
bronquiolar podria apoyar esta hipétesis. Sin embargo, las pacientes alveoliticas con microquimerismo
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mostraron un mayor deterioro en las pruebas funcionales de intercambio gaseoso y una tendencia a un
mayor incremento en el porcentaje de linfocitos en el lavado bronquioloalveolar, lo que sugiere un
mayor dafo pulmonar.

En este sentido, nuestros hallazgos parecen por un lado apoyar el papel de las células microquiméricas
en la patogénesis de la NH y por otra parte parecen apoyar el papel de las células microquiméricas en

la reparacion tisular.

El papel de las celulas microquiméricas ya sea en la regeneracion tisular o en la patogénesis de la
NH podria estar determinado por la respuesta inmunoldgica local

Segun la hipdtesis mas aceptada de la patogénesis de la NH para que se desarrolle la enfermedad
deben concurrir en el individuo dos eventos de manera sincronizada: la inhalacion del factor inductor,
que en este caso es el antigeno aviario y la presencia de factores promotores como la susceptibilidad
genetica y las infecciones virales. En este contexto las células microquiméricas que permanecen en la
médula dsea de la madre podrian ser activadas durante el dafio tisular por factores quimiotacticos y
citocinas que las hicieran proliferar y diferenciarse hacia ciertos linajes celulares migrando hacia las
zonas de dafo pulmonar tal como esté reportado que lo hacen algunas células troncales de la médula
6sea en humanos'®. Una vez que las células microquiméricas llegaran al érgano afectado sus
diferencias genéticas con respecto al genoma materno podrian por un lado a) inducir una reaccion
aloinmune capaz de favorecer la inflamacion a nivel local, como lo sugiere la presencia de linfocitos
maternos T CD8" capaces de reaccionar en contra de los antigenos HY de las células masculinas
produciendo interferén gama® y en este contexto las células microquiméricas jugarfan un papel como
factores promotores de la inflamacion pulmonar o b) las células microquiméricas podrian inducir
tolerancia inmunoldgica materna mediante la produccion de un perfil de citocinas tipo Th2; dicho
perfil de citocinas ya se ha reportado como el propio de los linfocitos T microquiméricos®’; si se
lograra inducir la tolerancia de las células microquiméricas entonces éstas podrian cumplir con su
papel en la reparacion tisular. Por lo tanto el efecto final del microquimerismo estaria determinado por
la respuesta inmunoldgica local en torno a las células microquiméricas y este dependeria del perfil de
citocinas que predominara en el microambiente.

En el futuro una mejor caracterizacion funcional de las células microquiméricas podria darnos mas

pistas sobre el papel que estas células juegan en la patogénesis de la NH.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que las pacientes con neumonitis por hipersensibilidad presentan un
incremento en la frecuencia de microquimerismo masculino y confirman la capacidad multilinaje de

las células microquiméricas lo que sugiere una asociacion de estas células con la NH.
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