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INTRODUCCION

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) o alveolitis alérgica extrinseca es un
sindrome pulmonar complejo de intensidad y presentacién clinica variable que resulta de una
respuesta inmune exagerada a una amplia variedad de antigenos inhalados (1, 2). Los agentes
causales incluyen un amplio espectro de proteinas de aves y mamiferos, hongos, bacterias y
algunos compuestos quimicos de bajo peso molecular (Tabla 1). Una de las causas frecuentes
de NH, y de hecho la mas comiUn en México, es la exposicidbn a proteinas de aves como
palomas, pichones, pericos y canarios entre otros, que produce lo que se conoce como el
“pulmdn de los cuidadores de aves” (1).

La presentacién clinica es heterogénea: la NH se puede presentar en forma aguda,
subaguda o crénica, dependiendo, de factores como la intensidad de exposicion al antigeno
6 el tipo de respuesta inmune (1,2). Dadas la gran variabilidad de presentaciones y de curso
clinico, se han propuesto otras clasificaciones, por ejemplo, la que divide a la enfermedad en
activa intermitente no progresiva, aguda intermitente progresiva y cronica tanto progresiva
como no progresiva, (3). Sin embargo, la clasificacion mas utilizada es la de presentacion
aguda, subaguda y cronica.

La forma aguda se produce generalmente después de la exposicidn intensa a
cantidades masivas del antigeno en un corto periodo de tiempo. Los sintomas y signos
clinicos aparecen abruptamente al cabo de 4 a 8 horas de la inhalacién y se caracterizan por
disnea intensa, fiebre, y tos, los que habitualmente desaparecen en pocos dias si no hay
nuevo contacto. Esta forma clinica puede ser dificil de identificar ya que los sintomas pueden

confundirse con una infeccidn bacteriana o viral.



La forma subaguda generalmente ocurre tras inhalaciones continuas pero no masivas
del agente causal. Los sintomas aparecen de forma insidiosa durante unas semanas y
consisten en malestar general, astenia, pérdida de peso, tos seca, pero a veces también
productiva, y disnea que puede llegar a ser severa con clanosis e incluso, requerir
hospitalizacion. Es importante destacar que la forma subaguda puede evolucionar en un
porcentaje variable a la forma crdnica si el paciente sigue teniendo contacto con el antigeno.

Finalmente, la forma crénica se caracteriza por disnea de esfuerzo lentamente
progresiva tos, fatiga y pérdida de peso, con ausencia de episodios agudos. En general ocurre
en individuos que se encuentran expuestos de manera cronica a la inhalacion de pequefas
cantidades de antigenos, como por ejemplo, aquellos que tienen en sus hogares aves de
ornato. En esta fase, la enfermedad es clinicamente indistinguible de la de una fibrosis
pulmonar de cualquier otra etiologia. En este estadio, la eliminacion de la exposicion al
agente causal puede producir la estabilizacién o una discreta mejoria sintomatica, pero la
mayoria progresa y fallece de la enfermedad en un promedio de 5 a 10 afos después del
diagnostico (4-6).
Antigenos responsables

Como se puede apreciar en la tabla 1, existen numerosos antigenos capaces de causar
neumonitis por hipersensibilidad. Estos agentes etiologicos se pueden clasificar en tres
categorias: microorganismos (bacterias, hongos y amebas), proteinas animales y compuestos
quimicos de bajo peso molecular (ej. isocianatos y anhidridos acidos). Entre los
microorganismos, las bacterias termofilicas desempefian un papel importante en el desarrollo
del pulmon del granjero y la bagazosis entre otras NH.

Los antigenos capaces de inducir neumonitis por hipersensibilidad tienen algunas

caracteristicas que los diferencian de aquellos que inducen otras enfermedades como el



asma, tales como su tamano, solubilidad, naturaleza particulada y su capacidad de producir,
ademas de la respuesta inmunoldgica, una respuesta inflamatoria inespecifica. Desde el punto
de vista aerodinamico deben tener un tamafo entre 1 y 3 um de diametro, lo que les permite
alcanzar los espacios alveolares. Ademas, son antigenos que se comportan como potentes
adyuvantes en la respuesta inmunoldgica, pueden activar la cascada del complemento por la
via alterna, estimular a los macrofagos y la respuesta celular retardada. Por ultimo, suelen ser
resistentes a la degradacion enzimatica (ej. mucina intestinal de la paloma).
Como se menciono previamente, en México, la causa mas frecuente de esta enfermedad se
relaciona con la exposicion a diferentes tipos de aves. El padecimiento parece ser frecuente y
aunque la magnitud del problema en el pais no se conoce con precisidn, en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias se atienden en promedio 70 a 80 casos nuevos por
aho, y se reciben solicitudes de interconsulta adicional de un nimero similar de pacientes (7).
De manera relevante, los pacientes con NH aguda o subaguda generalmente responden al
manejo terapéutico mientras que los pacientes con NH en su forma cronica, evolucionan
frecuentemente con una destruccién irreversible del pulmdn por fibrosis.
Epidemiologia

Como se menciono anteriormente, la prevalencia de neumonitis por hipersensibilidad
no se conoce con precision. Las dos formas mas frecuentes de NH son el pulmon del granjero
y el de los cuidadores de aves (Tabla 1). Los estudios epidemioldgicos relacionados con el
pulmon del granjero indican que su prevalencia puede alcanzar el 0.5-3% de los sujetos
expuestos (8). Por otro lado, algunos estudios antiguos sefialan que la prevalencia de NH en
individuos que inhalan proteinas aviarias oscila entre 20 a 40 por 100,000 sujetos en riesgo
(9,10). Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad en personas expuestas a unas pocas aves

en casa, forma muy comun de exposicidn en México, se desconoce.



Es importante sefialar que dada la amplia variedad y ubicuidad de los agentes
etioldégicos, muchos individuos estan en riesgo de exposicidn en sus ambientes laborales,
domeésticos o de recreacién. Dos razones pueden explicar esta observacion: a) La enfermedad
no es reconocida y por lo tanto es subdiagnosticada y b) La presencia de otros factores
ambientales y/o genéticos (factores promotores) es necesaria para provocar el desarrollo de

la enfermedad (11).

Patogénesis
La NH es muy probablemente, resultado de un doble proceso, es decir que, ademas del
antigeno inhalado, existen cofactores que facilitan su desarrollo. Sin embargo estos factores
promotores no han sido identificados.

Factores promotores
Un gran ndmero de individuos estan expuestos a factores de riesgo etiologicos pero sélo
unos cuantos desarrollan la enfermedad, por lo que es evidente que existen factores de riesgo
independientes que deben de estar implicados. Debido a esto, la NH debe considerarse como
una enfermedad multifactorial, resultado del efecto de la exposicion a particulas organicas ast

como a otros factores ambientales o del huésped y a la susceptibilidad genética.

Susceptibilidad genética y NH

Los posibles genes involucrados en el desarrollo de la enfermedad han sido muy poco
explorados, y se han enfocado fundamentalmente al complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) asi como a algunas citocinas. En este contexto, diversos alelos y

haplotipos del CPH clase Il se han relacionado con la susceptibilidad hacia la NH (HLA-



DRB1*1305/HLA-DQB1*0501) o bien con la resistencia a la misma (HLA-DRB1*0802) en
pacientes mexicanos con neumonitis inducida por antigeno aviario (12).

Las secuencias del MHC clase Il muestran un alto grado de variabilidad en la regiéon que
codifica para los aminoacidos que conforman el sitio de unién al péptido. Esto restringe la
presentacién del antigeno a las células T cooperadoras y regula la magnitud de la respuesta
inmune subsecuente. Ademas, los péptidos especificos del CPH clase Il pueden determinar la
extension de la respuesta inmune a través de la activacion de las células T reguladoras
(supresoras). Asi, algunos alelos de la clase Il de este complejo pueden contribuir a la
susceptibilidad hacia la NH induciendo una respuesta inmune exagerada a los antigenos.

Se han estudiado también los polimorfismos del promotor del factor de necrosis tumoral alfa
(Tumoral necrotic factor-a [TNF-a por sus siglas en inglés]) asi como en el intron 1 del gen
del TNF-a en pacientes con NH (9). El alelo TNF-a2, que es un genotipo asociado con el
incremento de la expresién del TNF-qa, se ha encontrado con mayor frecuencia en pacientes
con la enfermedad del granjero comparado con sujetos control o pacientes con la
enfermedad de los cuidadores de paloma. Sin embargo, un estudio mas reciente no confirma
esta asociacion asi como tampoco alguna otra con genes de citocinas incluyendo a la
interleucina 10 [(IL-10) (-592C/A, -819C/T, -1082G/A)], el factor de crecimiento transformante
beta 1 [(Transforming Growth Factor beta (TGF-B1l) por sus siglas en inglés) (-509C/T,
+869T/C)], e IL-6 (-634C/G) en pacientes con la enfermedad de los cuidadores de paloma (13,
14).

Factores ambientales y NH

Se han identificado al menos dos factores de tipo ambiental que pueden contribuir al
desarrollo de la NH como factores promotores: las infecciones virales, y la exposicion a otro

agente agresor. Modelos experimentales de NH han mostrado que animales que han sido



retados con el virus sincitial respiratorio o con el virus de Sendai presentan una respuesta
inflamatoria mas severa secundaria a la exposicion a Saccharopolyspora rectivirgula, la cual
puede persistir tiempo después de que la infeccion viral ha cedido (15,16). Asimismo, estudios
en humanos han revelado que los virus respiratorios comunes, principalmente el virus de la
influenza tipo A, se encuentra frecuentemente en las vias respiratorias bajas en pacientes con
NH (17).

Las razones por las cuales las infecciones virales pueden potenciar el desarrollo de la NH se
desconocen, sin embargo pueden estar relacionadas con la disfuncion mucociliar inducida
por el virus ast como con un incremento en la expresién de moléculas co-estimuladoras por
macrofagos alveolares y en la secrecidon de quimiocinas que a su vez aumentan el
reclutamiento de linfocitos en el pulmon (18,19).

La exposicion a un segundo agente patdgeno puede también tener un papel importante
como un factor promotor. En un estudio antiguo que abarcé a dos familias con varios
miembros afectados por la enfermedad, se observd que antes de desarrollar la enfermedad
ambas familias utilizaban un isémero gamma de hexaclorobenceno para erradicar plagas de
acaros en aves infestadas (19). Recientemente, se ha sugerido que la exposicion a pesticidas
principalmente organocloruros y carbamatos, pueden ser un factor potencial para la
enfermedad del granjero (20).

Algunos procesos propios del hospedero pueden también contribuir como un factor de
riesgo a desarrollar NH. El reconocimiento de células fetales en tejidos y en la sangre materna
(microquimerismo fetal), después del embarazo ha abierto un nuevo campo de investigacion.
A pesar de que las implicaciones del microquimerismo en patologia humana son aun
controvertidas, se ha sugerido que algunas enfermedades autoinmunes que ocurren

comunmente en mujeres en etapa reproductiva o posterior a ella, podrian ser en realidad



enfermedades alo-inmunes (21,22). Un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio
proporcioné evidencia del incremento en la frecuencia de células microquiméricas en
pacientes con NH y su presencia en pulmones (23). Las células microquiméricas eran
principalmente macréfagos y linfocitos CD4+ y CD8+, lo que sugiere que pueden participar
en la reaccion exagerada que caracteriza a esta enfermedad. Sin embargo, el papel especifico
de estas células fetales microquiméricas en NH se desconoce, a pesar de que parece
incrementar la severidad de la enfermedad.
Mecanismos de daro pulmonar
La respuesta local exagerada a antigenos involucra procesos celulares y humorales
(24,25). Se ha sugerido que el dano al tejido epitelial en episodios agudos se debe a la
formacién de complejos inmunes, lo cual puede explicar los sintomas que se presentan entre
4 a 8 horas después de la exposicion al antigeno, situacion similar a la que se observa en la
reaccion de Arthus en pruebas intradérmicas (24, 26). La formacion de complejos inmunes en
el parénquima pulmonar puede activar el sistema del complemento, generando moléculas
C3a, C5a y C3b que se asocian covalentemente con los complejos inmunes, y con el complejo
de ataque a la membrana C5b-9. Adicional a esta activacion del complemento, se ha
observado un incremento en el ndmero de neutréfilos activados en el lavado
bronquioalveolar en pacientes en la fase aguda intermitente de la enfermedad y en aquellos
que han sido estudiados a las pocas horas o dias de la inhalacion del antigeno (27-29).
En contraste con los mecanismos descritos anteriormente, existen numerosas evidencias
clinicas y experimentales que demuestran que una respuesta mediada por células T
exagerada puede ejercer un papel critico en la reaccion inflamatoria que caracteriza a las
formas subaguda y crénica de la enfermedad (29). Esta evidencia incluye las caracteristicas

histopatoldgicas del padecimiento (alveolitis linfocitica con formacién de granulomas), un



notable incremento de linfocitos T en el lavado bronquioalveolar, y la produccion de citocinas
por células T estimuladas por antigeno en el pulmén (30). Del mismo modo, las células T
CD4+ de ratdn sensibilizadas con antigeno pueden inducir NH en modelos murinos
experimentales mientras que las células B y los anticuerpos no consiguen inducir el desarrollo
de la enfermedad en respuesta a la sensibilizacién con antigeno (31-32).

Los mecanismos por los cuales se presenta una alveolitis linfocitica en NH subaguda o cronica
no se conocen con precision, pero parecen incluir un incremento en la migracién y
reclutamiento de células T, un incremento en la proliferacion de éstas células dentro del
microambiente local, en parte causado por un defecto en la habilidad de los macréfagos
alveolares para suprimir la proliferacién de los linfocitos, ast como una disminucién de la
muerte celular programada de los linfocitos T (33-34).

Evidencia experimental reciente sugiere que las citocinas tipo Thl tienen un papel importante
en el desarrollo de la NH; sin embargo, los estudios en humanos son escasos (31, 36, 37). Los
hallazgos experimentales deben tomarse con reservas. Es importante sefialar que la hipotesis
Th1/Th2 se deduce a partir de experimentos en ratones y no en humanos, y esta dicotomia
respecto a los perfiles de citocinas esta de hecho influenciada por muchas variables
experimentales. Ciertamente las células Thl y Th2 se encuentran en enfermedades humanas,
pero casi nunca se observa una polarizacidén tan clara como sucede en ratones (38). Existe un
consenso generalizado que establece que en muchas enfermedades humanas no existe una
clara division entre el perfil Thl o Th2, y que estas células se generan frecuentemente de
manera simultanea. Por otro lado, y quizas la evidencia mas importante, es que la NH no es
una enfermedad homogénea y los mecanismos inmunoldgicos involucrados en un episodio
subagudo o en episodios subagudos recurrentes, o bien en la etapa crénica son

sustancialmente diferentes. Es posible que bajo ciertas circunstancias la actividad de las



células tipo Thl disminuya mientras que la actividad de las células Th2 se incremente
(hipotesis de intercambio Th1/Th2). En este contexto, recientemente se demostréo que los
trabajadores de los hongos, muchos de los cuales presentan precipitinas (anticuerpo
precipitante especifico) especificas en suero y pueden desarrollar NH, muestran un
incremento en la células productoras de citocinas tipo Th2 con una disminucion de interferén
gamma, indicando una inclinacion hacia un patron de secrecidn tipo Th2 (39). Estudios de
seguimiento muestran que las células Th2 se incrementan gradualmente conforme se
incrementa el tiempo en que se tiene contacto con los hongos indicando que los antigenos

de los mismos contienen sustancias inmunogénicas que estimulan la respuesta tipo Th2.

La conexion con la fibrosis
Alrededor del 30-40% de los pacientes con episodios subagudos repetidos o NH crénica
evolucionan hacia una fibrosis intersticial difusa con destruccién del parénquima pulmonar
(24, 40-43). Sin embargo, la secuencia de los mecanismos moleculares implicados en la
resolucion de la alveolitis linfocitica y la regeneracion tisular o bien la remodelacién
extracelular anormaly el progreso hacia la fibrosis, no han sido elucidados
El infiltrado de células mononucleares de una inflamacidon no resuelta puede activar a los
fibroblastos a proliferar y secretar componentes de la matriz extracelular. La observacién de
que el incremento de linfocitos T CD4+ puede estar relacionado con el desarrollo de fibrosis
es cautivante (48). De manera interesante, los ratones a los que se ha repletado de células T
CD4+ muestran una marcada disminucion de la fibrosis subepitelial en las vias aéreas (44).
Del mismo modo, la sobre regulacion de la endotelina-1 en el pulmon resulta en el progreso
de la fibrosis pulmonar y el reclutamiento de células inflamatorias predominantemente CD4+

(45). Sin embargo, debido a la heterogeneidad de células T y de sus multiples funciones



reguladoras durante la estimulacidon antigénica, aun permanecen muchas interrogantes
respecto a su posible conexion con la respuesta fibrotica. En este contexto, una mejor
comprensién de los mecanismos que dirigen la respuesta de las células T en la fibrosis

permitira identificar blancos moleculares potencialmente terapéuticos.

Histolopatologia de la Neumonitis por Hipersensibilidad

El patrén patologico caracteristico de la NH es la presencia de granulomas
bronquiolocéntricos pobremente formados con una alveolitis intersticial principalmente
compuesta de linfocitos, células plasmaticas y macrofagos (46). Sin embargo, en la NH
inducida por micobacteria no tuberculosa, es comun encontrar granulomas bien formados no
necrotizantes (47).

Se han descrito varias alteraciones bronquiolares que incluyen bronquiolitis obliterante
proliferativa en el caso de la enfermedad del granjero (48), inflamacién
peribronquiolar/fibrosis con hipertrofia de musculo liso y estrechamiento extrinseco de las
vias aéreas menores en la enfermedad de los cuidadores de paloma (49), y menos frecuente,
lesiones tipo BOOP [bronquiolitis obliterante con neumontia organizada, (50).

Alrededor del 20 al 30% de los pacientes con NH subaguda o crénica, muestran un patrén
histoldgico diferente, incluyendo neumonitis intersticial no especifica [NSIP por sus siglas en
inglés (51)], o neumonia organizada criptogénica. En el caso de la forma histologica tipo NSIP
muestran lesiones inflamatorias o fibroticas temporal y geograficamente uniformes sin la
caracteristica bronquiolocéntrica de la NH tipica. En pacientes con otros patrones histoldgicos
(por ejemplo NSIP, BOOP, etc.), es extremadamente importante corroborar la causa etioldgica

y hacer un diagnéstico especifico.



La etapa crénica se caracteriza por grados variables de fibrosis intersticial; sobrepuesta a
cambios subagudos como infiltracién intersticial de linfocitos y ocasionalmente granulomas
pobremente formados (52, 53, 54).

Recientemente, se han descrito tres patrones de fibrosis in la NH crénica: a) fibrosis periférica
con un patrén de parches con distorsion de la arquitectura pulmonar y focos de fibroblastos
parecidos microscépicamente a la neumonia intersticial usual, 2) fibrosis intersticial
homogénea parecida a la NSIP; y 3) fibrosis peribronquiolar (55). En estos casos, la presencia
de células gigantes, los granulomas probremente formados, los cuerpos de Schaumann o las
caracteristicas inflamatorias de la NH subaguda son esenciales en el diagnostico de la NH.

En otro estudio con pacientes con la enfermedad de los cuidadores de paloma crénica, se
encontré que la mitad de ellos tenian cambios morfolégicos compatibles con NSIP celular o
filbrotica mientras que otros mostraban un patron de lesiones parecido a la neumonia
intersticial usual caracterizado por cambios fibréticos heterogéneos y temporales aparentes

(50).



RESUMEN

Antecedentes: La neumonitis por hipersensibilidad
(NH) es un sindrome pulmonar complejo de
presentacion clinica variable. La forma subaguda es
generalmente reversible mientras que la forma
crénica puede progresar hacia la fibrosis. Los
estudios son escasos y contradictorios y no existe
ninguno que compare ambas formas clinicas.
Objetivo: Estudiar las posibles diferencias
fenotipicas y funcionales de linfocitos t locales entre
pacientes con la forma subaguda y crénica de NH.
Métodos: Se estudiaron, 25 pacientes subagudos,
30 crénicos y 8 controles. Se analizaron los
linfocitos T de lavados bronquioalveolares por
citometria de flujo, por ensayo de acoplamiento de
anticuerpo a perlas (Cytometric Bead Array (CBA) en
inglés) e inmunohistoquimica.

Resultados: Los pacientes cronicos mostraron
incremento en la relacion CD4/CD8 (mediana: 3.05,
(0.3-15); subagudo, mediana: 1.3 (0.1-10); controles,
mediana: 1.3 (0.7-2.0); p<0.01) y una disminucion de
células T gamma delta (mediana: 2.0 (0.5-3.4);
subagudos: mediana: 10 (4.8-17); controles:
mediana: 15 (5-19); p<0.01).

Los pacientes créncios mostraron un incremento en
las subpoblaciones de células T de memoria
terminales CD4+ y CD8+ comparadas con los
paciente subagudos (p<0.05). Sin embargo, los
crénicos secretaron una menor cantidad de
interferdn gamma. Las células de pacientes cronicos
mostraron un fenotipo Th2 con un incremento en la
expresion del receptor de quimiocinas CXCR4
(p<0.01), ast como una disminucién de la expresién
del receptor CXCR3 (p<0.01).

As{ mismo, los sobrenadantes de cultivo celular
estimulados con antigeno aviario de pacientes
crénicos  produjeron  mayor  cantidad  de
interleucina-4 y menores niveles de interferon
gamma comparado con los subagudos.
Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que las
células de los pacientes con NH crénica disminuyen
o pierden sus funciones efectoras y muestran un
perfil Th2 el cual puede estar relacionado con la
respuesta fibrética que caracteriza esta forma
clinica.

ABSTRACT

Rationale: Hypersensitivity pneumonitis  (HP)
exhibits a diverse outcome. Patients with
acute/subacute HP usually improve while chronic
patients often evolve to fibrosis. However, the
mechanisms  underlying this difference are
unknown.

Objective: To examine the T-cell profile from
subacute (sub-hp) and chronic (chr-hp) patients.
Methods: T-cells were obtained from
bronchoalveolar lavage (BAL) from 25 sub-hp
patients, 30 chr-hp patients and 8 controls. T-cells
phenotype and functional profile were evaluated by
flow cytometry, cytometric bead array, and
immunohistochemistry.

Results: Chr-hp  patients showed  higher
CD4+/CD8+ ratio (median: 3.05, (0.3-15); subacute,
median: 1.3 (0.1-10); controls, median: 1.3 (0.7-2.0);
p<0.01), and a decrease of gamma delta t-cells
(median: 2.0 (0.5-3.4); sub-hp: median: 10 (4.8-17);
controls: median: 15 (5-19); p<0.01). Chr-hp patients
exhibited an increase in the terminally differentiated
memory CD4+ and CD8+ t-cells subsets compared
with sub-hp patients (p<0.05). However, memory
cells from chr-hp showed lower IFN-y production,
and decreased cytotoxic activity by CD8+ T-
lymphocytes. Chr-hp displayed a Th2-like
phenotype with increased CXCR4 expression
[median: 6% (1.7-36) versus controls: median 0.7%
(0.2-1.4) and subacute: median: 2.2% (0.1-5.3;
p<0.01), and decreased CXCR3 expression (median
4.3% (1.4-25) versus median: 37% (4.9-78) from sub-
hp; p<0.01). Likewise, supernatants from antigen-
specific stimulated cells from chr-hp produced
higher levels of IL-4 (80+63 pg/ml versus 25+7
pg/ml p<0.01), and lower levels of IFN-y
(3818+1671 pg/ml vs 100+61 pg/ml p<0.01)
compared with sub-hp.

Conclusions: Our findings indicate that chronic hp
patients lose effector T-cell function and exhibit
skewing towards Th2 activity, which may be
implicated in the fibrotic response that characterize
this clinical form.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neumonitis por hipersensibilidad es un padecimiento intersticial difuso relativamente
frecuente y cuyos mecanismos inmunopatolégicos no se conocen con precisidon. Asimismo,
una proporcidén importante de los pacientes con esta enfermedad desarrollan una fibrosis
pulmonar progresiva y eventualmente fallecen de ella en un periodo breve de tiempo.

En este contexto, este estudio pretendié evaluar las posibles alteraciones cuantitativas y/o
cualitativas de diferentes subpoblaciones de linfocitos T que participan en la regulacion y/o
tipo de respuesta inmune.

Los resultados de este estudio permitiran entender mejor algunos de los mecanismos
involucrados en la respuesta inflamatoria y fibrosante pulmonar y eventualmente serviran

para la busqueda de mejores estrategias terapéuticas.



HIPOTESIS
Los linfocitos T de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad en etapas cronicas
presentan diferencias fenotipicas y funcionales lo cual eventualmente favorece la progresion

hacia la fibrosis.



OBJETIVO GENERAL

Establecer las diferencias fenotipicas y funcionales que presentan las subpoblaciones celulares

en las etapas subaguda y crénica en pacientes con Neumonitis por Hipersensiblidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el fenotipo de las poblaciones celulares obtenidas de lavados
bronquioalveolares de pacientes con neumonitis por hipersensiblidad en etapas
subaguda y cronica ast como en controles sanos seguin su patron de expresion de
superficie.

2. Caracterizar funcionalmente las subpoblaciones en las cuales se encuentren diferencias
fenotipicas.

3. Establecer si las diferencias encontradas se relacionan con el progreso de la

enfermedad.



METODOS
Poblacion en estudio

En este trabajo se incluyeron 55 pacientes con neumonitis por hipersensibilidad provocada
por antigenos aviarios. Los pacientes fueron clasificados como subagudos (25 pacientes, 42.5
+ 11.4 afos) o cronicos (30 pacientes, 50.3 + 8.1 afios). La forma subaguda se definié como: a)
un paciente con menos de 6 meses de sintomas antes del diagnodstico y b) con una
tomografia computada de alta resolucion y/o biopsia pulmonar que mostraba alteraciones
patologicas de tipo inflamatorio y sin fibrosis. La forma cronica se definié como: a) un
paciente con mas de 24 meses de sintomas antes del diagnostico mostrando en los mismos
estudios al menos un 20% de infiltrado de tipo fibrético. Se incluyeron 8 sujetos sanos (37.6+
6.5 afios) los cuales fueron estudiados como controles. Esta investigacion fue aprobada por el
comité de Etica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, y con el consentimiento

informado de cada sujeto.

Los criterios de inclusidon para los pacientes con neumonitis por hipersensibilidad han sido

previamente publicados (56, 57) e incluyeron:

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

2) Presencia de anticuerpos séricos especificos contra antigeno aviario medidos por la técnica
de ELISA.

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

4) Lavado bronquioalveolar con > 40% de linfocitos.



5) Tomografia axial computada de alta resolucion que mostraba imagenes micronodulares
bronquiolocéntricas bilaterales, imagenes en vidrio despulido y mosaico. Los pacientes
cronicos mostraban ademas opacidades reticulares compatibles con fibrosis.
6) Biopsia pulmonar a cielo abierto (56% de los pacientes) con alteraciones morfoldgicas
pulmonares compatibles NH.

Lavado bronquioalveolar (LBA)
EL LBA se llevd a cabo utilizando una técnica estandarizada (58). El fluido del LBA se filtro y
centrifugd a 250 X g por 10 minutos a 4°C. El paquete celular se resuspendié en 1 ml de
solucion de fosfatos (PBS) y se utilizé un alicuota para realizar un conteo de células totales y
viabilidad. Una alicuota de células se fij6 en carbowax y se tind con hematoxilina y eosina,
para realizar el conteo diferencial. Las células restantes, se resuspendieron en dimetil
sulfoxido (DMSO) al 10% y suero fetal bovino (SFB) al 90% a una concentracién de 10° células
por mililitro y se conservaron en nitrogeno liquido hasta su uso.

Anticuerpos

En este estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales dirigidos contra
marcadores de superficie de linfocitos humanos: anti CD3-Isotiocianato de fluoresceina (FITC)
clona UCHT1, anti-CD3-aloficocianina (APC) clona SK7, anti-CD4-ficoeritrina cianina 5.1 (PE
Cy5) clona SK3, anti-CD4-APC Cy7, clona SK3, anti-CD8-PE Cy5 clona SK1, anti-CD8 APC Cy7
clona SK1, anti-CD45RA PE Cy7 clona HI100, anti-CD62L-FITC clona DREG-56, anti-CD62L-APC
clona DREG-56, anti-CD16 clona 3G8, anti-CD56-PE clona B159, anti CD103-PE clona Ber-
ACTS, anti-TCR y3-APC clona B1, anti-TCRy3-PE clona 11F2, anti-CCR7-PE clona 3D12, anti-
CXCR3-FITC clona 1C6, anti-CCR4-PE clona 1G1, anti-CCR5-FITC clona 2D7; intracelulares,
anti-interleucina-2 (anti-IL-2)-FITC clona 5344.111, anti-IL-4-PE clona 3010.211, anti-IL-10-PE

clona JES3-9D7, anti-interferon gamma (anti-INF-y)-FITC, clona 25723.11 y anti-perforina-PE



clona 8G9 Todos los anticuerpos fueron obtenidos de BD Pharmingen (San José, California
EUA).
Determinacion de los fenotipos de superficie de linfocitos T por citometria de flujo
La preparacidon de las muestras se realizo de la siguiente manera: 1) Se lavaron las células
obtenidas con buffer PBS-BSA 1% durante 10 minutos a 400 x g; 2) Se resuspendieron en 50
ul del mismo buffer; 3) Se incubaron con cada uno de los anticuerpos (1 pug/ millon de
células) en las combinaciones adecuadas durante 30 minutos; 4) Se lavaron con el mismo
buffer dos veces, 5) Se resuspendieron en el amortiguador citofix/cytoperm por 30 minutos,
6) Se lavaron dos veces con el amortiguador perm/Washy 7) Por ultimo se resuspendieron en
0.5 ml de amortiguador PBS con paraformaldehido al 1%. Las células fueron analizadas en el
citometro de flujo FACSAria con el software FACSDiva 4.1.
Tincion intracelular
Al término de cada cultivo segun el protocolo apropiado, las células se cosecharon y se
lavaron dos veces con PBS y fueron tefiidas con anticuerpos de superficie como se describid
anteriormente. Después de esto, se fijaron y permeabilizaron con una solucién que contiene
parafolmadehido y saponina (cytofix/cytoperm, BD Pharmingen, San José CA), por 20 minutos
a 4°C. Al terminar el periodo de incubacion, las células se lavaron dos veces con una solucion
que permite mantenerlas permeables (Perm/Wash, BD Pharmingen, San José CA). Las células
fueron posteriormente tefiidas por 30 minutos a 4°C con los anticuerpos intracelulares (1 ug/
millén de células) Finalmente, se lavaron dos veces con PBS y resuspendieron en

paraformaldehido al 1%, después de lo cual fueron adquiridas en el citémetro de flujo.



Cultivo celular
Las células de LBA fueron resuspendidas en medio de cultivo (RPMI 1640, GIBCO Invitrogen,
USA), suplementado con suero fetal bovino al 10% (GIBCO Invitrogen, USA), glutamina 2 mM,
100 unidades de penicilina por mililitro, y 100 pg de estreptomicina por mililitro (todos de
GIBCO Invitrogen, USA), a una densidad de 10° células/mly se colocaron en placas de cultivo
de 96 pozos de fondo plano (FALCON Becton Dickinson Labware, NJ). Las células fueron
cultivadas durante 6 horas en presencia o ausencia de: 1) Forbol miristato acetato (PMA) (10
ng/ml) e ionomicina (1 uM) para evaluar la expresion de superficie del marcador CD107 a/b
ast como perforina intracelular y 2) suero total de paloma (100 pg/ml) para la determinacion
de INF-y, IL-4 e IL-10.
Para la deteccion intracelular de citocinas, se afadié el inhibidor de transporte de proteinas,
brefeldina (GolgiPlug BD Pharmingen, San José Calif. [LuM]), durante las Ultimas 4 horas de
cultivo.
Determinacion de citocinas y quimiocinas
Se utilizé un estuche para la deteccion de citocinas acoplado a perlas (Cytometric bead array)
(16) (BD Pharmingen, San José, CA), tipo Thl o Th2 (IL-2, IL-10, IL-4 e INF-y) o bien para las
siguientes quimiocinas: proteina 10 inducida por interferén gamma (IP-10/CXCL10), monocina
inducida por interferon gamma, (MIG/CXCL9), quimiocina activada y regulada por el timo
(TARC/CCL17), y RANTES/CCLS5 (del inglés regulated upon activation, normal T cell expressed
and secreted). Con este método se determinod la concentracidn de citocinas presentes en el
sobrenadante del cultivo celular, y para las quimiocinas en fluido de lavado bronquioalveolar
de los distintos grupos estudiados. Los resultados se analizaron con el programa BD CBA (BD

Pharmingen San José, CA).



El factor transformante beta (TGF-B) se cuantificé por la técnica de ELISA utilizando un

estuche comercial (/mmunoassay quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN).

Inmunohistoquimica.
La localizacion celular de IP-10/CXCL10 y MIG/CXCL9 se analiz6 por inmunohistoquimica
siguiendo el método reportado previamente para otras proteinas (57, 59). Brevemente, los
tejidos se desparafinaron en xilol 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 eliminar la
peroxidasa enddgena, los tejidos se incubaron por 30 minutos en peroxido de hidrogeno al
3% preparado en metanol. Después de lavar dos veces durante 10 minutos con PBS se
procedio a revelar el antigeno incubando las muestras en buffer de citratos 10 mM pH 6,
calentando en un horno de microondas por 5 min. Después de bloquear con suero normal de
borrego a una dilucién de 1:100 en PBS por 30 minutos, los tejidos se incubaron durante toda
la noche a 4°C con anticuerpos policlonales contra IP-10 y MIG (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. CA). Como controles negativos se utilizaron muestras en donde el anticuerpo primario fue
reemplazado con suero no inmune. Posteriormente, las preparaciones se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado y después con estreptavidina acoplada a peroxidasa (Dako,
Carpinteria, CA) y se revelaron con 3-amino-9-etil-carbazol (AEC, Biogenex, San Ramon CA)
en buffer de acetatos con 0.05% de H,0,. Finalmente las preparaciones fueron contratefiidas
con hematoxilina acuosa para revelar los nucleos.
Determinacion de la expresion del marcador CD107 a/b
Para determinar la expresion del marcador CD107 a/b, se cultivaron células mononucleares de
sangre periférica y de lavado bronquioalveolar de 5 pacientes subagudos y 5 cronicos. A los

cultivos se les ahadid el anticuerpo CD107 a/b (1 pg/millon de células) y posteriormente se



estimularon con PMA (10 ng/ml) e ionomicina (1 puM). Los cultivos fueron incubados por 5
horas en presencia de monesina y brefeldina-A (1 uM) (BD Biosciences). Cada hora se
recuperd una alicuota, la cual fue marcada con los anticuerpos de superficie que permitieron
identificar las subpoblaciones CD4+ y CD8+ asi como aquellas que liberaron perforina
durante el cultivo.

Citometria de Flujo
Todas las muestras fueron analizadas en el citémetro de flujo FACSAria (Becton Dickinson,
San José, CA), utilizando el programa de analisis FACS Diva. Se adquirieron 10,000 eventos a
partir de las ventanas de las subpoblaciones CD3"CD4" o bien CD3"CD8" para tinciones de
superficie. Para las tinciones intracelulares en las que se determind la presencia de citocinas,
se adquirieron 40,000 eventos a partir de las mismas ventanas.

Anadlisis estadistico
Los resultados se expresaron como la media + D.E, y las diferencias entre grupos fueron
analizadas por medio del andlisis estadistico ANOVA seguido de la prueba de Tukey. Los
datos que no mostraron una distribucién normal se reportaron como la mediana y rango, las
diferencias fueron evaluadas por la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Dunn. Los datos se consideraron significativos con

una p < 0.05.



RESULTADOS
Caracteristicas demograficas de los grupos de
pacientes subagudos y cronicos.
En la tabla 2 se resumen los datos demograficos clinicos, y funcionales respiratorios ast como
las caracteristicas del conteo diferencial de las células inflamatorias recuperadas del LBA.
Todos los pacientes mostraron evidencia clinica, radioldégica y funcional de enfermedad
pulmonar intersticial difusa con diversos grados de disnea, disminucién en la capacidad vital
forzada e hipoxemia en reposo que empeoraba durante el ejercicio. Los pacientes con NH
cronica fueron en promedio de mayor edad (50.3 + 8.1 versus 42.1 + 10.9; p<0.01), y
mostraron una hipoxemia mas severa (PaO,: 48.8 + 8.9 versus 53.2 + 8.2 mmHg; p< 0.05);
asimismo, practicamente la mitad de ellos presentaba hipocratismo digital, un signo clinico
asociado a fibrosis, en comparacion con el 12% de los pacientes con la presentacion
subaguda. Ambos grupos se caracterizaron por una marcada linfocitosis, sin embargo se
observaron niveles significativamente mas altos en los pacientes subagudos (71.2 + 13.1%
versus 56.7 + 17.3%; p<0.01).

Seguimiento de pacientes con NH

Todos los pacientes recibieron 3 bolos de metilprednisolona (1lgr/dia) y posteriormente
fueron tratados con: (1) prednisona (0.5 mg/kg/dia), reduciéndola hasta lograr una dosis de
mantenimiento diario de 10 mg/dia, o bien, (2) corticosteroides inhalados (beclometasona,
100 pg dos veces al dia). Posteriormente, los pacientes fueron seguidos por 2 afos y la
respuesta clinica y funcional se clasific6 como:
a) Curacion, (ausencia de sintomas y normalizacion de las pruebas funcionales
respiratorias).

b) Mejoria (aumento > 10% de la capacidad vital forzada y > 4mmHg en PaOy),



¢) Estabilizacion (sin cambios)
d) Empeoramiento (disminucién >10% en la capacidad vital forzada y > 4 mmHg en
Pa0?2), o fallecidos.
Después de dos afios de seguimiento, la mayoria de los pacientes con NH subaguda mejor6 o
se mantuvieron estables, mientras que el 40% de los pacientes cronicos empeoraron o

inclusive fallecieron como consecuencia de la enfermedad (Tabla 2).

Analisis de la relacion CD4+/CD8+
La relacién de las subpoblaciones de linfocitos T CD4"/CD8" se evalud en las células del
lavado bronquioalveolar en 25 pacientes subagudos, 30 pacientes crénicos y 8 sujetos sanos.
La relacion CD4*/CD8" en los controles oscild entre 0.7 a 2 (mediana = 1.3). En los pacientes
con NH, esta relacion fue muy variable y estuvo en el rango de 0.1 a 10 en los enfermos
subagudos (mediana = 1.3), y de 0.3 a 15 en los pacientes con NH crénica (mediana = 3.05)
(Figura 1). A pesar de esta heterogeneidad, se observd un incremento significativo de la
relacion CD4"/CD8" en los pacientes cronicos comparado con los subagudos y controles
(p<0.01). De manera interesante, los tres pacientes subagudos que empeoraron (tabla 1)
mostraron una relacién CD4*/CD8" incrementada (4.1, 6.0 y 10 respectivamente).
El cambio en la relacion CD4*/CD8" se debid al incremento del nimero absoluto de células T

CD4" por mililitro.



Linfocitos T CD4 y CD8 de memoria
Las subpoblaciones de células T de memoria se examinaron tanto en células mononucleares
de sangre periférica como en lavado bronquioalveolar de 8 controles, 21 pacientes
subagudos y 20 pacientes cronicos. Para este analisis se usaron de manera simultanea los
anticuerpos de superficie CD45RA, CD62L, CD4 6 CD8 y CD3. Los linfocitos CD4 o CD8
positivos fueron evaluados en base a sus propiedades de dispersion de luz lateral tomando
como referencia la tincion para CD3 y posteriormente para CD4 o bien CD8 y finalmente
fueron analizadas para la expresién de CD45RA y CD62L. De este modo fue posible definir
tres subpoblaciones: a) células de memoria central, aquellas que expresaban
CD45RA*/CD62L%"; b) células T de memoria efectoras, aquellas que mostraron un fenotipo
CD45RA/CD62LP¥% ¢) células de memoria efectoras terminales (TEMRA), aquellas que
expresaron CD45RA*/CD62L°". Como se muestra en la figura 2 los pacientes con la
enfermedad crénica mostraron un incremento en células efectoras terminales (TEMRA) CD4" y
CD8" en el LBA comparados con subagudos (CD4": 6.7 + 1.4 versus 1.8 + 1% p<0.05), CD8":
5.0 £ 3.3 versus 2.4 £ 0.8 p<0.05).
Por otro lado, la mayoria de los linfocitos de memoria que se encontraban en las células
mononucleares de sangre periférica, tanto de pacientes subagudos como crénicos fueron
efectoras y efectoras terminales sin mostrar diferencias significativas entre ambos tipos de
pacientes. Sin embargo estas subpoblaciones se encontraron significativamente

incrementadas comparadas con las células obtenidas de controles. (Tabla 3).



Anlisis funcional de células T de memoria CD4" y CD8"
La caracterizacion funcional de las subpoblaciones de memoria se realizd en células
mononucleares de sangre periférica y LBA de 5 pacientes subagudos y 5 cronicos mediante la
estimulacion en cultivo con PMA (10 ng/ml) e ionomicina (1 pM) durante 6 horas. Como se
muestra en las figuras 3A y 3B, los pacientes con NH subaguda mostraron un incremento
significativo en el porcentaje de células CD4" y CD8" efectoras y TEMRA que producian IFN-y
comparados con los pacientes cronicos. En contraste, las subpoblaciones de memoria
obtenidas de células mononucleares de sangre periférica expresaron bajos niveles de IFN-y
tanto en pacientes subagudos como crénicos.
Para evaluar la actividad citotédxica de las células T CD8* de memoria obtenidas del LBA y de
sangre periférica tanto en pacientes subagudos como cronicos, se analiz6 de manera
simultanea la pérdida de perforina intracelular y el incremento en la expresion del marcador
de superficie CD107a/b. Los resultados mostraron que Unicamente las células de LBA de
pacientes con NH subaguda presentaron una correlacién entre el incremento en la expresiéon
de CD107a/b y la pérdida de perforina intracelular, indicando que existe actividad funcional
en las células T CD8" (Figura 4). No se encontraron diferencias en las células de memoria

TCD8" de sangre periférica.

Linfocitos T y5, NK y NKT en lavados bronquioalveolares
Como se muestra en la figura 5, los pacientes con NH crénica (n=20) mostraron una
disminucion significativa en el porcentaje de células T y8" comparada con los pacientes
subagudos (n=21) y controles (n=8), [mediana: 2.0% (rango, 0.5-3.4) versus subagudos,

mediana: 10% (rango, 4.8-17) y controles, mediana: 15% (rango, 5-19), p< 0.01].



Por otro lado, las células Ty8+ intraepiteliales (CD103") se encontraron incrementadas
significativamente en pacientes con NH subaguda (n=21) cuando se compararon con
controles (n= 8) y pacientes con NH cronica (n=30) [mediana: 7.0% (rango, 3.4-12) versus
controles, mediana 2.6% (rango, 1-3.4) y cronicos, mediana 1.0 (rango, 0.3-3.4) (p<0.01)].

La proporcién de células NKT convencionales (CD3'CD16°CD56") se encontro
significativamente disminuida tanto en pacientes subagudos como cronicos en comparaciéon
con los sujetos sanos (controles (n=8): 13.1 + 3.0%; subagudos (n=21): 2 + 2.6%; cronicos
(n=20): 7.3 £ 4.1% p<0.01 y p<0.05 respectivamente).

También se cuantifico la subpoblacion de células NKT que expresan la cadena invariante Va.24
(VouNKT) en tres controles, 5 pacientes subagudos y 15 crénicos. Se encontré6 que una
pequefa subpoblaciéon de células NKT expresaron dicha cadena y no se observaron
diferencias significativas entre los grupos estudiados (controles: 0.5 + 0.1%, subagudos: 0.5 +
0.4%, cronicos: 0.5 + 0.8%).

Finalmente, no se encontraron diferencias en el porcentaje de células NK (controles: 54 +

1.5%, subagudos: 4.0 + 3.0%, cronicos: 4.8 + 2.7%).

Perfil Th1/Th2 en células obtenidas en lavados bronquioalveolares
Con el objetivo de investigar el perfil Thl o Th2 en las células T CD4+ se realizaron diversas
determinaciones fenotipicas y funcionales en las células T provenientes de LBA. Se ha
propuesto que la expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 caracterizan a las
células tipo Th1l mientras que los receptores CCR4 y CXCR4 se expresan en células tipo Th2
(60, 61) por lo que decidimos investigar la proporcién de células T CD4" que expresaban
estos receptores de quimiocinas en 5 controles, 14 pacientes subagudos y 23 crénicos. Como

se muestra en la figura 6, las células T CD4" que expresaron el receptor CXCR3 se



encontraron significativamente incrementadas en pacientes subagudos [mediana: 37% (rango,
4.9-78%) versus controles: mediana 1.7% (rango, 1.4-2.3) y cronicos: mediana 4.3% (rango,
1.4-25); p<0.01)], mientras que las células que expresaron CXCR4 se encontraron
significativamente aumentadas en pacientes cronicos [mediana: 6% (rango, 1.7-36%) versus
controles: mediana 0.7 (rango, 0.2-1.4) y subagudos: mediana: 2.2 (rango, 0.1-5.3 p<0.01)]. No
se encontraron diferencias significativas en la expresién de CCR5 y CCR4 en células T CD4+
entre pacientes subagudos y crénicos; sin embargo, ambos grupos mostraron un incremento
en el porcentaje de estos linfocitos en comparacién con los controles.

Posteriormente se evalud la presencia de los ligandos de CXCR3, IP-10/CXCL-10 y MIG/CXCL9,
el ligando de CCR4, TARC/CCL17 ast como el de CCR5, RANTES/CCL5 en liquido de LBA de los
mismos pacientes a los cuales se midio la expresion de los receptores. Los ligandos de CXCR3
se encontraron significativamente incrementados en pacientes subagudos comparados con
los pacientes cronicos y controles (IP-10/CXCL10: 1147 + 837 versus 265 + 181 (cronicos) y
27.1 + 10.2 (controles) pg/ml, p<0.01; MIG/CXCL9: 646 + 389 versus 237 + 182 pg/mly 24.7 +
5.63, p<0.01. En contraste, la quimiocina TARC (ligando de CCR4) se encontré marginal pero
significativamente incrementada en pacientes cronicos comparados con el grupo de
pacientes subagudos (controles 25 + 13.6 pg/ml; subagudos: 17.4 + 7.2 pg/ml; cronicos: 49.3
+ 29.1 pg/ml, p<0.05). No se encontraron diferencias en los niveles de RANTES/CCL5 entre
pacientes subagudos y cronicos, sin embargo los pacientes subagudos mostraron un
incremento comparado con controles (controles: 19.8 + 9 pg/ml; subagudos: 337.8 + 181.6
pg/ml; crénicos: 199.3 + 161.3 pg/ml) (Figura 7).

La identificacién de las células que expresaban los ligandos de CXCR3 se realizd por
inmunohistoquimica en tejidos pulmonares obtenidos por biopsia. Se encontré que

MIG/CXCL9 se localizé preferentemente en células endoteliales y células musculares lisas de



vasos (Figura 8A), mientras que IP-10/CXCL10 se observo en células del epitelio alveolar y
macréfagos alveolares (Figuras 8B y 8C). Ninguno de los dos ligandos fue observado en
pulmones normales como se ejemplifica para IP-10 en la figura 8D.

El perfil Th1/Th2 se evalud también a través de la expresion de citocinas intracelulares [IFN-0,
(Thl) e IL-4, (Th2)] en células de LBA estimuladas con suero de paloma. Se observo que los
pacientes con la forma subaguda de la enfermedad mostraron porcentajes mayores de
linfocitos T CD4" que expresaron INF-y (mediana: 6.0%, rango 4.1-19) comparado con los
pacientes cronicos (mediana: 2.2%, de 0.4 a 5.2; p<0.01); (Figura 9). Por otro lado, no se
encontraron diferencias en el porcentaje de células T CD4+ que expresaron IL-4 (subagudos:
mediana: 1.8%, rango, 0-2.8; crénicos: mediana 2.8%, rango 0.4-5.1).

Se midié también el INF-y intracelular en células T CD8" no encontrando diferencias
significativas entre pacientes subagudos y cronicos (subagudos: mediana: 12%, rango, 7.6-
22.4; cronicos: mediana 7.8% rango 1.7-13.7). Sin embargo, los pacientes cronicos mostraron
porcentajes significativamente mayores de linfocitos T CD8+ que expresaron IL-4 (crénicos:
6.3%, rango, 1.4-9-7: subagudos: 0.1% 0-1.7) (Figura 9).

Finalmente se evalud la produccién de citocinas en el sobrenadante de cultivo de las mismas
células en las que se llevd a cabo la determinacién de citocinas intracelulares. Los
sobrenadantes de los pacientes cronicos mostraron niveles significativamente mayores de IL-
4 comparado con aquellos que se obtuvieron de pacientes subagudos (80+63 pg/ml vs 25+7
pg/ml p<0.01). En relacion a la produccion de INF-y, ésta se encontré significativamente
incrementada en pacientes subagudos comparada con pacientes cronicos (INF-y: 3818+1671

pg/mlvs 100£61 pg/ml; p<0.01; p<0.05).



Cuantificacion del factor de crecimiento transformante beta
El TGF-B1 total (activo y latente), un potente mediador pro-fibrético fue medido en el liquido
de LBA de 5 controles, 15 pacientes subagudos y 26 cronicos. No se encontraron diferencias

entre los grupos (controles: 43.4 + 3.3; subagudos: 57.1 + 15.9; crénicos: 67.6 + 43.8 pg/ml).



DISCUSION

La neumonitis por hipersensibilidad es causada por la inhalacién repetida de diferentes
antigenos ambientales en individuos susceptibles. Puede presentarse en sus formas clinicas
aguda y subaguda o bien evolucionar hacia una forma cronica potencialmente letal (1,2, 7). La
enfermedad se caracteriza por una reaccidon inmunopatoldgica que afecta a las vias aéreas
periféricas y el parénquima pulmonar y parece ser mediada, en especial en las formas
subaguda y cronica por una hiperreactividad mediada por linfocitos T. Sin embargo, los
mecanismos potenciales responsables de la evolucion hacia la cronicidad no se conocen con
precision. En particular, la actividad funcional y la caracterizacién fenotipica de las diferentes
subpoblaciones de células T dentro de las distintas formas clinicas no habian sido
previamente estudiadas.

Los resultados de este estudio revelan un nimero importante de diferencias asociadas las
distintas subpoblaciones de células T entre pacientes con neumonitis por hipersensibilidad
subaguda y crénica. Los pacientes cronicos muestran un nimero menor de linfocitos T en el
lavado bronquioalveolar, asociado con un incremento en la relacion CD4+/CD8" en
comparacion con los pacientes que presentaron una forma clinica subaguda de la
enfermedad. Mas aun, los pacientes subagudos que empeoraron, también mostraron un
incremento significativo de la relacion CD47/CD8". Estos hallazgos sugieren que el
predominio de linfocitos CD4" se asocia con cronicidad mientras que el predominio de las
células T CD8+ previamente reportado en esta enfermedad, se relaciona principalmente con
la fase activa de ésta (predominantemente inflamatoria y potencialmente tratable) (62).
Apoyan esta hipodtesis los reportes que indican que los linfocitos T CD8+ se encuentran
significativamente incrementados en pacientes con NH aguda, mientras que en la etapa

fibrética se ha observado un aumento en los linfocitos T CD4+ en liquido de LBA (63). La



razon por la cual el incremento de células T CD4+ se asocia a etapas cronicas/fibréticas de la
NH es incierta. Resultados similares han sido descritos en algunos modelos experimentales de
lesidon pulmonar. Por ejemplo, recientemente se reportod que ratas agredidas con la instilacién
traqueal de contenido gastrico desarrollaron bronquiolitis linfocitica y obliterativa ast como
fibrosis y en el LBA el hallazgo mas importante fue el aumento de células T con un
incremento en la relacion CD47/CD8" (64). Sin embargo, los mecanismos moleculares se
desconocen. El efecto profibrosante podria estar relacionada con un cambio de polaridadThl/
Th2. En este contexto, un incremento de la relacion CD4"/CD8" y el cambio en la respuesta
inmune de Thl a Th2 en pacientes crénicos parecen ser parte del patron inmunopatologico
que caracteriza a la etapa tardia de la enfermedad.

Adicionalmente, los pacientes con NH crénica mostraron una disminucion en el porcentaje de
linfocitos T y3, sin cambios en el nimero de células T yd intraepiteliales, mientras que se
observd un incremento de estas ultimas en pacientes con enfermedad subaguda. Los
linfocitos T y3 constituyen un linaje de células T que difieren de los linfocitos convencionales
ap en que se distribuyen en tejidos de manera especifica. De manera importante, las células T
vd poseen diferentes actividades reguladoras y son parte integral de los mecanismos
epiteliales de defensa (65-68).

Las células epiteliales (en piel, intestino, aparato respiratorio) son constantemente renovadas
con el fin de mantener una barrera protectora y de defensa del huésped contra los desafios
ambientales (69). En este contexto, la importancia de las células v en la homeostasis tisular
ha sido demostrada en diferentes estudios realizados en ratones deficientes en los cuales la
ausencia de de linfocitos T vd intraepiteliales provoca alteraciones en la funcién de barrera de

las células epiteliales y en la capacidad de restringir la transmigracion de agentes infecciosos



(70). Ademas, estas células pueden expresar la molécula de superficie NKG2D, la cual particpa
en mecanismos de citotoxicidad y se ha relacionado con la defensa contra tumores (71).

En este estudio se encontré que las células yd intraepiteliales en pacientes cronicos no se
incrementan como sucede en los subagudos cuando se compara con controles, lo cual
sugiere que en los pacientes subagudos existe un mecanismo de reparacion activo, lo cual no
ocurre en los pacientes con NH cronica, y que se traduce en un deterioro en los mecanismos
de re-epitelizaciéon del pulmon como se ha reportado previamente en fibrosis pulmonar
idiopatica (72). Por otro lado, las alteraciones en la actividad de esta subpoblacion celular
pueden ejercer un efecto sobre las funciones de las células T CD4+ y CD8+. En este contexto,
ensayos funcionales en ratones normales y deficientes de células y8 han demostrado que la
exposicion crénica a antigenos bacterianos resulta en el desarrollo de inflamacion
peribroncovascular, con incremento en células T CD4+ y CD8+. Ademas, los ratones
deficientes en células v, tratados con B. subtiliss, mostraron un depdsito acelerado de
colagena, lo cual sugiere que estas células tienen un papel protector antifibrético (72).

Por otro lado, existen evidencias clinicas y experimentales recientes que sugieren que las
citocinas tipo Thl desempefian un papel importante en el desarrollo de la NH (73-74).
También se ha sugerido, aunque no habia sido consistentemente demostrado, que una
disminucién de la actividad tipo Thl con incremento de la actividad tipo Th2 en NH puede
provocar el desarrollo de fibrosis pulmonar (36). En este sentido, se ha demostrado que las
citocinas IL-4 e IL-13, tipicas de una respuesta tipo Th2, tienen un efecto profibrosante ya que
inducen la proliferacion de fibroblastos e incrementan la sintesis de colagena (75), mientras
que el INF-y, que es una citocina tipo Thl, inhibe estos procesos (74). En relacién a patologias
que afectan al aparato respiratorio se ha demostrado recientemente que los ratones que

sobre-expresan GATA-3, un factor de trascripcion que dirige la respuesta Th2 (76-79),



desarrollan una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina mucho mas grave que los ratones
normales lo que se acompafa de una disminucion significativa de la produccién de IFN-y (36).
Con esta hipétesis en mente evaluamos, utilizando diferentes aproximaciones metodologicas,
que tipo de respuesta inmune relacionada con la polarizacion hacia Thl o Th2 predominaba
en los pacientes con NH subaguda y cronica. Nuestros resultados mostraron que en los
pacientes con la enfermedad subaguda predominaba una respuesta tipo Thl mientras que los
cronicos expresaban una respuesta predominantemente tipo Th2. Asi, los linfocitos obtenidos
de los lavados bronquioalveolares de pacientes con enfermedad subaguda estimulados in
vitro con suero de paloma expresaron y liberaron niveles significativamente mayores de
citocinas tipo Thl (IFN-y) asi como niveles menores de citocinas tipo Th2 (IL-4) en
comparacion con los pacientes con NH crénica. También encontramos un incremento
significativo en el numero de linfocitos que expresaron el receptor CXCR3 asi como los
niveles de sus ligandos, IP-10/CXCL10 y MIG/CXCL9, en el liquido de los LBA de pacientes
subagudos. Estas quimiocinas pueden contribuir a dirigir la migracion y activacién de células
T ast como la acumulacion de linfocitos T en el pulmén en etapas tempranas de la
enfermedad. En contraste, las células que expresaron CXCR4 (Th2) y TARC se encontraron
incrementadas en pacientes cronicos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que el cambio en
el perfil funcional tipo Thl a Th2 puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de
la respuesta fibrética que caracteriza a la NH crénica.

Para tener un perfil mas completo del tipo de respuesta inmune e inflamatoria en ambos
grupos de pacientes, se analizaron también las subpoblaciones de células NK y NKT. No se
observaron diferencias en el numero de células NK obtenidas en los lavados
bronquioalveolares. En cambio, tanto los pacientes subagudos como crénicos mostraron una

disminucién en el porcentaje de células NKT en comparacidon con los sujetos sanos sin



mostrar ningun cambio en la subpoblacién de células NKT (Va24i). El papel fisioldgico de las
células NKT es incierto, sin embargo, se han asociado a un nimero importante de respuestas
benéficas, incluyendo la proteccion del hospedero frente a una gran variedad de agentes
infecciosos, ast como la prevencidon de enfermedades autoinmunes y el mantenimiento de la
tolerancia (80). Ademas, se ha descrito un papel modulador para las células NKT en la
respuesta tipo Thl o Th2, incrementando o favoreciendo en cada caso una respuesta anti-
inflamatoria (81, 82). De este modo, la disminucion de este subtipo celular podria estar
implicada en el desarrollo de la reaccidon inmune desordenada que caracteriza a la NH.
Fortalecen esta hipdtesis estudios recientes que demuestran que las células NKT atendan la
inflamacion y fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, ast como el hallazgo de que la
deficiencia de «células NKT y (NKT en ratébn agravan la alveolitis inducida por
Saccharopolyspora rectivirgula. (83, 84). En este modelo los autores inducen la NH por
inhalacién repetida del antigeno en ratones deficientes en NKT y CD1d ast como en ratones
B6 que desarrollan la NH en respuesta a la agresion. Las lesiones que mostraron los ratones
NKT”" o CD1d”" fueron més intensas y extensas atn después de la transferencia adoptiva de
células NKT funcionales provenientes de ratones B6, lo que indica que la presencia de CD1d
es indispensable para la activacién y proliferacion de las células NKT.

Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron diferencias en la subpoblacién Va24:/ NKT
entre controles y ya sea pacientes subagudos o cronicos. Esta subpoblacién reconoce
glucolipidos (a-GalCer) presentados por CD1ld. Por el contrario, las células NKT
convencionales son células restringidas a la presentacion via complejo principal de
histocompatibilidad clase | 6 Il y regulan positivamente la activacion de marcadores de
células NK (85). Las células NKT parecen regular la vigilancia inmunolégica y otros procesos

inmunopatolégicos aunque los mecanismos y ligandos involucrados en dichos procesos se



desconocen. Se requieren entonces, estudios mas amplios para determinar si la disminucién
en el numero de células NKT contribuye al desarrollo de la NH.

Por otro lado también exploramos las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células
de memoria. Se ha observado que éstas poseen distintas vias de diferenciacion después de
una infeccién viral aguda y cronica (85). Las células de memoria que se generan después de
una infeccion aguda poseen caracteristicas funcionales importantes, y constituyen también
un componente fundamental de la respuesta inmune protectora. En contraste, las infecciones
cronicas, se caracterizan por una variedad de respuestas funcionales alteradas que impiden la
eliminacién del patdgeno. Se ha sugerido que a pesar de que las células T efectoras se
generan inicialmente durante las etapas tempranas de la infeccidén, éstas pierden
gradualmente su funcion durante el desarrollo de la etapa cronica. Este agotamiento
funcional de células T especificas para un virus en particular, se ha observado durante la
infeccion en ratones a los que se les provoca coriomeningitis linfocitica (86). También se ha
descrito en otros modelos animales ast como en enfermedades humanas (87-89).

En este contexto, los datos obtenidos en este estudio demuestran diferencias cuantitativas y
cualitativas en la distribucion de estas subpoblaciones de memoria entre pacientes con NH
subaguda y crdnica. Los pacientes con NH crdnica mostraron un incremento en el porcentaje
de células de memoria efectoras terminales (TEMRA) CD4+ y CD8+ comparados con los
pacientes con enfermedad subaguda. Sin embargo se observo que las células TEMRA CD4+
mostraban una disminucion en la expresion de IFN-y.

Este resultado sugiere que a pesar del incremento en el nUmero de las células TEMRA, estas
son funcionalmente deficientes.

Se evaluo también la capacidad de las células T CD8+ para degranular monitoreando la

expresidn en la superficie de las células del marcador CD107 a/b asi como la pérdida



intracelular de perforina después de estimulacién antigeno especifica. Esta correlacién
Unicamente se observd en las células de LBA de pacientes con NH subaguda. Un
comportamiento similar se ha descrito en un modelo en ratén del virus de la coriomeningitis
el cual se atribuye la disfuncién a la sobre regulacion del receptor de muerte programada 1
(PD-1) (86).

Nuestros datos sugieren que los pacientes cronicos (> 2 afios de sintomas), pueden presentar
esta disminucidn o declinacion de la respuesta de las células T CD8+, lo cual se puede atribuir
a la cronicidad del proceso patoldgico o bien a que los pacientes contintan expuestos al
antigeno aviario. Desafortunadamente, a pesar de las recomendaciones para retirar el
contacto con el antigeno agresor (usualmente aves), algunos pacientes contintan con la
exposicidn. También, existen muchos espacios publicos en México donde las aves llegan y se
establecen, incrementando la exposicion de los pacientes con el antigeno.

Estudios experimentales han demostrado que tras la clonacién de células T citotoxicas y su
posterior cultivo y estimulacion, éstas son incapaces de controlar o eliminar infecciones
virales perdiendo su actividad citotoxica y de secrecion de citocinas (90).

Estas observaciones en infecciones cronicas y los resultados obtenidos en este estudio
pueden ayudar a entender la dinamica entre las subpoblaciones de células T citotdxicas y la

exposicidon crénica a antigenos en la enfermedad pulmonar humana.



Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que los pacientes con neumonitis por hipersensibilidad
cronica poseen subpoblaciones de células T pulmonares que son fenotipica y funcionalmente
diferentes comparadas con las subpoblaciones de pacientes con la enfermedad crénica.

Estas diferencias incluyen un incremento en la relacion de linfocitos CD4+/CD8+, una
disminucion en las células T 8, un cambio del perfil de citocinas hacia una respuesta tipo Th2
ast como una declinacion funcional de las células T CD8+ efectoras. Estos hallazgos pueden
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas como por ejemplo, la inhibicion del
factor de transcripcion GATA-3 que modifica la respuesta Th1l/Th2 o bien el bloqueo del
receptor PD-1 para restaurar la funcion de células T, que sean de utilidad para el tratamiento

de la NH crénica.
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ANEXOS



Tabla 1

Fuentes y antigenos involucrados en Neumonitis por Hipersensibilidad

FUENTE DEL
ANTIGENO

ANTIGENO

ENFERMEDAD

HONGOS Y BACTERIAS

Heno enmohecido

Micropolyspora faeni

Neumonitis alérgica por M. faeni
o pulmén del granjero

Termoactinomyces vulgaris

Neumonitis alérgica por 7.
vulgaris o pulmon del granjero

Bagazo enmohecido

Termoactinomyces vulga-ris

Neumonitis bagazética o
bagazosis

Abono para
champifones

Micropolyspora faeni

Neumonitis alérgica por M. faent
o pulmén del cultivador de setas

Termoactinomyces vulga-ris

Neumonitis alérgica por 7.
vulgaris o pulmon del cultivador
de setas

Corcho enmohecido

Penicillium frecuentan

Neumonitis alérgica por polvo de
corcho o suberosis

Corteza de arce himeda

Cryptostroma corticale

Neumonitis alérgica por corteza
de arce o enfermedad de los
descortezadores de arce

Esparto

Aspergillus fumigatus

Pulmon de los trabajadores de
esparto o Estipatosis

Serrin de sequoia

Graphium, Pullularia pullu-
lans

Neumonitis alérgica por
Graphium o sequoiosis

Pulpa de madera

Alternaria

Neumonitis alérgica por pulpa de
madera o enfermedad de los
trabajadores de la pulpa de
madera

Cebada enmohecida

Aspergillus clavatus,
Aspergillus fumigatus

Aspergilosis alérgica o pulmén de
los trabajadores de la malta

Paja enmohecida

Aspergillus versicolor

Aspergilosis alérgica

Harina de trigo

Sitophilus granarius

Neumonitis alérgica por S.
granarius o enfermedad de los
molineros

Soja

Polvo de soja

Neumonitis alérgica por polvo de
soja

Grano de café

Polvo de grano de café

Neumonitis alérgica por polvo de
grano de café

Pimentén molido

Mucor

Neumonitis alérgica por polvo de
pimenton




Moho de queso

Penicilium casei Acaro siro

Pulmon de los lavadores de
queso

Tabaco Aspergillus Enfermedad de los procesa-dores
de tabaco
Basura de plantas Streptomyces albus Enfermedad de los trabajado-res

de fertilizantes

Embutidos humedecidos

Penicillium. Aspergillus

Pulmon de los limpiadores de
embutidos

Harina de pescado

Harina de pescado

Pulmon de los trabajadores de
harina de pescado

Acondicionadores y Termoactinomyces Alveolitis por acondicionadores
humidificadores. de aire
Proteinas de protozoos
Cafa de azucar Termoactinomyces Pulmon de los cultivadores de

cafa de azucar

PROTEINAS ANIMALES

Excremento de paloma,
loro y otras. Sueros,
proteinas y excrementos
aves

Termoactinomyces vulgaris

Neumonitis alérgica por
antigenos aviarios o pulmon del
cuidador de aves

COMPUESTOS
QUIMICOS

«Mezcla de Burdeos»

Solucion de sulfato de cobre

Pulmén de los rociadores de vifas

Pieles de astracany
zorro

Polvo de la piel

Pulmon de los peleteros

Detergentes enzimaticos

Bacillus subtilis

Pulmon de los detergentes

Pinturas, espumas y

Isocianatos, colofonia,

Neumonitis alérgica del pintor

adhesivos Anhidridos ftalicos y
trimetilico
Plasticos Plasticos, colofonia Pulmén de trabajadores de

plastico




Tabla 2

Caracteristicas demograficas clinicas y funcionales de los pacientes estudiados

Variable NH subaguda NH crénica P

(n=25) (n=30)
Edad 421 + 109 50.3 + 8.1 < 0.01
Sexo (F/M) 22/3 28/2
Tiempo de sintomas 38+16 464 + 16.6 < 0.01
antes del diagnostico
(meses)
Tabaquismo 3/25 5/30
Hipocratismo 3/25 14/30 <0.01
CVF % 61.9 + 18.7 59.6 + 17.9
VEF1 % 645+ 174 61.8 + 16.0
VEF./CVF % 92.2+6.9 86.6 + 15.6
PaO, 53.2 + 8.2 488 + 89 < 0.05
LBA macrofagos % 269 + 129 415+ 17.2 <0.01
LBA linfocitos % 71.2 + 131 56.7 + 17.3 <0.01
LBA neutrofilos % 09+12 10+1.8
LBA eosinéfilos % 09+20 06 +11
Seguimiento (2 afios):
Curacidn/mejoria 16 5
Estables 6 13

3
Empeoraron
0 4

Defuncidn

CVF= capacidad vital forzada
VEF;= volumen espiratorio forzado en el primer segundo
LBA= lavado bronquioalveolar




Tabla 3

Distribucion de las subpoblaciones virgenes y de memoria en las células T de lavado
bronquioalveolar y sangre periférica en controles y pacientes con NH subaguda y

cronica
Controles NH Subaguda NH Crénicait

(n=38) (n =21) (n = 20)
Subpoblacién CD4*
LBA % células % células % células
Virgenes 18+11 16+13 20+18
Centrales 41+28 14+09 21+1
Efectoras 934 + 89 95+ 8.0 90 + 93
TEMRA* 0.65+0.1 18+1.0 6.7 £ 1.4**
PBMC
Virgenes” 526 + 3.7 730 13.0 £ 40
Centrales” 20.8 £ 4.0 2322 34+26
Efectoras” 103+ 15 56 + 10.4 50 + 8.7
TEMRA’ 161+ 18 35.0 + 8.0 340 +13.0
Subpoblacién CD8*
LBA
Virgenes 0 04 +0.3 1+04
Centrales 03=x01 11+£09 1.8 £ 0.6
Efectoras 978 £ 21 % £ 7 92 £ 34
TEMRA* 18+17 24 +0.38 50+33
PBMC
Virgenes” 53.0+6.1 50+ 24 6.2 +3.0
Centrales” 217 £ 3.8 1009 16+12
Efectoras” 105+ 31 48.0 £ 11.0 450+ 6.0
TEMRA* 152+ 18 47.0 £ 11.0 48.0 £ 5.0

4L Neumonitis por Hipersensibilidad
* Efectoras terminales CD45RA+
** p<0.05, pacientes cronicos comparados con pacientes subagudos y controles




* p< 0.01, controles versus subagudos y NH crénica
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Figura 1. Relacion CD4'/CD8" de controles, pacientes subagudos y crénicos.

Panel A: Andlisis por citometria de flujo representativa de linfocitos T de LBA. Se muestra el
porcentaje de células CD4 y CD8 positivas. Panel B: Relacion CD4+/CD8+ en controles y los grupos
de pacientes subagudos y crénicos. Las lineas representa la mediana. * p<0.01.
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Figura 2. Perfil fenotipico de las subpoblaciones de memoria en células T CD4+ y CD8+
determinado por citometria de flujo

Se tifieron células de LBA (A) PBMC (B) de 8 controles, 21 pacientes con NH subaguda y 20
cronicos con anticuerpos monoclonales contra CD3, CD4, CD8, CD45RA, y CD62L en un
experimento de 5 colores para citometria de flujo. La identificacion de las subpoblaciones se baso
primero en sus propiedades de dispersion lateral de luz (SSC) contra CD3, posteriormente se realizd
un ventana en las células CD4" o bien CD8". Por Ultimo se analizé la abundancia relativa de cuatro
subpoblaciones basada en la presencia de los marcadores CD62L y CD45RA: células T virgenes
(CD45RA+CD62L+), células T de memoria central (CD45RA-CD62L+), células T efectoras (CD45RA-
CD62L-) y células T de memoria efectoras terminales (TEMRA) (CD45RA+CD62L-). Se analizaron al
menos 10° eventos por experimento. Se muestra un ejemplo representativo de cada uno de los
grupos analizados.
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Figura 3. Ensayo funcional de células T de LBA efectoras y TEMRA

A) Las subpoblaciones de células efectoras y TEMRA se analizaron con respecto a su expresion de
INF-g después de 6 horas de estimulacion con PMA/lonomicina. Las células INF-g positivas se
expresan como porcentaje de las células T CD4+ o CD8+ efectoras y TEMRA. Las barras de error
indican la desviacién estandar (D.E.) de cinco experimentos. B) grafica de puntos representativa que
muestra el incremento de las células INF-g positivas en pacientes con NH subaguda y cronica.
*p<0.001; ** p<0.01; *** p<0.05



A) LBA B) PBMC

Subagudo

50 50
45 45 4

20 - {
{{+ _________ ;

20 A
15
10 -

% células positivas

54 5 |
0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Cronico
45 o
40 {
60 - i
w351 { -------- { ....... { ..... {
2 30 50 i
2 5 20 i
2 i
v 30 + {
8 151
= 20 -
5 10 A
o 51 101 T % Z/E-/{
X — * &
0 0 |
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Tiempo (horas)

—— CD107a/b+
...... |- Perforina+

Figura 4: Liberacion de perforinay su correlacién con la expresion del marcador de superficie
CD107 en células de LBA (A) y PBMC (B). Las células T de pacientes con NH subaguda y cronica
se estimularon con PMA/lonomicina in vitro durante 5 horas en presencia de anti-CD107a/b y
brefeldina/monesina. En cada tiempo que se muestra en la figura, se obtuvieron alicuotas de células
de cultivo que se lavaron y permeabilizaron para posteriormente tefiirlas con perforina, CD3 y CD8.
Se muestran los datos promedio de cuatro experimentos diferentes.
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Figura 5. Células T ydy ydintraepiteliales de LBA.
Paneles A y B: Gréfica de puntos representativa de las subpoblaciones de células T y6 y CD103+ de
8 controles, 25 pacientes con NH subaguda y 30 cronicos. Panel C: Gréfica vertical que muestra los

porcentajes individuales de células T y6+ y CD103+. Las lineas horizontales representan la mediana;
*
p< 0.01.
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Figura 6. Expresion de CXCR3, CCR5, CXCR4 y CCR4 en células T de LBA de controles,
pacientes con NH subaguday crénica.

Las células de LBA fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales especificos y fijadas en
paraformaldehido al 1% en un experimento de 6 colores por citometria de flujo. Las lineas
horizontales representan las medianas. *p< 0.01; **p< 0.05.
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Figura 7. Concentraciones de IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9, RANTES/CCL5y TARC/CCL17.
Gréfica vertical que muéstralas concentraciones de las diferentes quimiocinas medidas en liquido de
LBA en controles, pacientes con NH subaguda y crénica. Los niveles de las quimiocinas se midieron

por ELISA como se describe en los métodos. Los datos se representan como medias y D.E. *P, 0.01;
**P 0.05
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Figura 8. Inmunolocalizacién de IP-10/CXCL10 y MIG/ CXCL9 en pulmones con NH. Las quimiocinas
CXCL9 y CXCL10 inmunoreactivas se tifien con 3-amino-9-etil-carbazol y hematoxilina. (A) La
quimiocina CXCL9 se observa principalmente en la células endoteliales (flecha). (B) La quimiocina
CXCL10 se tifie en macrofagos (flecha). (C) Se observa una fuerte tincion de CXCL10 en células
epiteliales alveolares (flecha). (D) En el pulmén normal no se observa marcaje de CXCL10.

(E) Control negativo en pulmén con NH donde se omitié el anticuerpo primario durante el marcaje.
Aumento original, 340.
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Figura 9. Expresién intracelular de citocinas en células T de LBA de pacientes con NH

subaguday crénica.

Panel A: Gréfica de puntos representativa de la produccion de INF-g e IL-4 por linfocitos T CD4+ y
CD8+ de pacientes con NH subaguda y cronica. Se presentan los resultados como porcentajes de
linfocitos T CD4+ dobles positivos para cada citocina. Panel B y C: Porcentaje de linfocitos T CD4+ y
CD8+ que produjeron INF-g e IL-4 tras la estimulacion antigeno especifica con suero de paloma
durante 6 horas. Cada simbolo representa un paciente individual. Las lineas representan las

medianas; *p<0.01; **p<0.05
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