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RESUMEN

La interaccion de varios mecanismos de defensa a lo largo del tracto
respiratorio permite la eliminacion o neutralizacion de particulas y/o
microorganismos que son permanentemente inhalados. Estos mecanismos
comprenden barreras mecanicas, secrecion de anticuerpos, asi como células de
defensa: neutrofilos, macréfagos, células cebadas, baséfilos, eosindfilos y células
asesinas naturales (del inglés natural killer [NK]). Estos eventos son importantes
para la respuesta inmune innata y para la capacidad de las células dendriticas y
macrofagos de estimular la respuesta de las células T antigeno-especifica. Los
macrofagos alveolares y los linfocitos tienen la capacidad para producir moléculas
como citocinas y factores de crecimiento con el fin de inducir o regular el proceso
inflamatorio.

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad inflamatoria
provocada por la exposicidon a una gran variedad de particulas organicas las
cuales provocan una respuesta inmune exagerada mediada por linfocitos T. Se ha
sugerido que la enfermedad esta mediada principalmente por respuesta inmune
tipo Th1. Sin embargo, el papel de un posible desbalance Th1/Th2 en la
patogénesis y en la progresion de NH asi como el papel de otras subpoblaciones

del sistema inmune no se conocen con precision.



En este trabajo se estudiaron 138 ratones de diferentes cepas [48 C57BL/6
(respuesta inmune Th1), 69 BALB/c (respuesta inmune Th2) y 21 BALB/c STAT6-
/-] como modelos experimentales de NH inducida por Saccharopolyspora
rectivirgula (SR). Los ratones experimentales fueron tratados con SR y los ratones
control con solucion salina durante 1 y 3 semanas y posteriormente fueron
sacrificados 1 y 4 dias después de la ultima administracion del antigeno. Las
subpoblaciones de células T aisladas de pulmon se caracterizaron por citometria
de flujo. Adicionalmente, se determin6 la extension del dafo pulmonar por
microoscopia, las concentraciones de citocinas Th1 y Th2 en lavados
bronquioalveolares (LBA) por el método de luminex-bioplex y su expresién relativa
en tejido pulmonar por RT-PCR en tiempo real.

Se observd un incremento progresivo en la extension de dano pulmonar en
ratones C57BL/6 tratados con SR (29.0 + 7.4% a la semana versus 44.0 £ 5.5% a
las 3 semanas; p < 0.05) cuando se sacrificaron 4 dias después de la ultima
instilacién. Por el contrario, los ratones BALB/c silvestres tratados bajo el mismo
esquema mostraron una disminuciéon del dafio pulmonar (36.9 + 11.3% a la
semana versus 20.0 £ 0.0% a las 3 semanas; p < 0.05).

El andlisis celular diferencial del LBA mostré un incremento de neutréfilos
en el lavado bronquioalveolar de los ratones C57BL/6 y BALB/c tratados con SR.
También se observé linfocitosis en los ratones BALB/c tratados con SR durante 3
semanas y sacrificados a 4 dias. De manera interesante, se observd un

incremento significativo de células NKT CD4+ en los ratones C57BL/6, mientras



que las células NKT DN, NK y Tyd aumentaron significativamente en ratones
BALB/c tratados 3 semanas, sacrificados a 1y 4 dias.

El analisis de las concentraciones de citocinas en el LBA mostré6 un
incremento significativo de IFN-y en C57BL/6 con NH (81.8 + 16.5 pg/ml versus
33.5 £ 27.5 pg/ml, p < 0.05), mientras que los BALB/c mostraron un incremento de
IL -4 (145.6 £ 30.5 pg/ml versus 17.7 = 9.0 pg/ml, p < 0.01) tratados durante 1
semana y sacrificados un dia después de la ultima administracion de SR. Se
observo un incremento significativo en las concentraciones de IFN-y en ratones
BALB/c (72.8 £ 25.1 pg/ml) en comparacién con ratones C57BL/6 (3.9 £ 7.7 pg /
ml, p <0,01) tratados con SR durante 3 semanas y sacrificados 1 dia después de
la ultima administracion de antigeno. Se observdé un incremento en las
concentraciones de citocinas Th1 y Th2 en ambas cepas expuestas a SR durante
3 semanas y sacrificados 1 dia después de la ultima administracion, las cuales
regresaron a sus concentraciones basales sacrificados a los 4 dias.

Los ratones BALB/c STAT6-/- (deficientes de Th2) mostraron caracteristicas
similares a los ratones C57BL/6. Esencialmente, se observdé un incremento
progresivo en la extension de dafo pulmonar. De manera interesante, en ratones
STAT6-/- controles y experimentales se encontré un incremento en las células NK
y NKT. Asimismo, se observo que los ratones STAT6-/- tienen una alta expresion
de IFN-y tanto basal como después de la estimulacion con SR. Los cambios en la

cuantificacion relativa de IL-4 fueron indetectables en ambas cepas (silvestre y



knockout), sin embargo, la expresion de GATA-3 fue mas elevada en ratones
STAT6-/-.

Los resultados sugieren que las alteraciones en el balance Th1 y Th2
contribuyen al daio pulmonar asociado a NH. Adicionalmente se concluye que los
ratones con una respuesta predominantemente Th2 (BALB/c) tienen una
tendencia a controlar el dafo pulmonar y por el contrario las cepas con un perfil
Th1 (BALB/c STAT6-/- y C57BL/6) tienden a aumentar el dafio y desarrollar

formas mas severas de la enfermedad.



ABSTRACT

The interaction of several mechanisms of defense along the respiratory tract
allows the clearance or neutralization of particles and/or microorganisms that are
usually inhaled. These mechanisms include mechanical barriers, secreting
antibodies as well as defense cells such as neutrophils, macrophages, mast cells,
basophils, eosinophils and natural killer cells (NK). These events are important for
the innate immune response and the capacity of dendritic cells and macrophages
to stimulate antigen-specific T cell responses. Alveolar macrophages and
lymphocytes have the capacity to produce different mediators such as cytokines
and growth factors in order to induce or regulate the inflammatory process.

Hypersensitivity pneumonitis (HP) is an inflammatory disease provoked by
the exposure to a wide variety of organic particles and mediated by an
exaggerated immune response of T-cells. It has been suggested that the disease
in primarily mediated by a Th1 response. However, the role of a possible
unbalance of Th1/Th2 in the pathogenesis and progression of the disease, as well
as, the role of other subsets of the immune system are unclear.

In this study, we analyzed the inflammatory response and the dynamics of
lung derived T cell subpopulations of 138 mice from different strains [48 C57BL/6
(Th1 response), 69 BALB/c (Th2 response) and 21 BALB/c STAT6-/-] in a HP
model where mice were treated with Saccharopolyspora rectivirgula (SR) or saline

during 1 and 3 weeks, and sacrificed 1 and 4 days after the last administration.



Lung isolated T cell subpopulations were analyzed by FACS and the extent of the
lung damage was quantified by light microscopy. Th1 and Th2 cytokines
concentrations in BAL were measured by luminex and mRNA expression of IFN-y,
IL-4 and GATA-3 in lung tissue by RT-PCR.

C57BL/6 wt mice exhibited a significant increase in the extent of lung
damage (29.0 £+ 7.4% at 1 week versus 44.0 £ 5.5% at 3 weeks; p < 0.05) when
sacrificed at 4 days after the last SR administration. In contrast, BALB/c wt mice,
under the same treatment conditions, showed a progressive decrease in the extent
of lung damage (36.9 £ 11.3% at 1 week versus 20.0 + 0.0% at 3 weeks; p < 0.05).

BAL cellular analysis showed an increase in neutrophils in both C57BL/6
and BALB/c mice treated with SR, while an increase of lymphocytes was also
observed in BALB/c mice under SR treatment for 3 weeks and sacrificed 4 days
after last SR administration. Interestingly, an important increase of NKT CD4+ was
noticed in C57BL/6 mice, whereas a significant increase in NKT DN, NK and Tyd
subpopulations were observed in BALB/c mice under SR treatment for 3 weeks
and sacrificed at 1 and 4 days after last SR administration. The analysis of cytokine
concentrations in BAL showed a significant increase of IFN-y in C57BL/6 with HP
(81.8 £ 16.5 pg/ml versus 33.5 + 27.5 pg/ml; p < 0.05), whereas BALB/c exhibited
an increase of IL-4 in (145.6 £ 30.5 pg/ml versus 17.7 £ 9.0 pg/ml; p < 0.01) treated
for 1 week and sacrificed 1 day after last SR administration. A significant increase
of IFN-y concentrations in BALB/c mice (72.8 + 25.1pg/ml) in comparison with

C57BL/6 mice (3.9 £ 7.7 pg/ml; p < 0.01) under SR treatment for 3 weeks and



sacrificed 1 day after last antigen administration was observed. An increase in Th1
and Th2 cytokines concentrations was observed in both strains exposed to SR for
3 weeks and sacrificed 1 day after last administration, but return to basal
concentrations in mice sacrificed at 4 days.

The BALB/c STAT6-/- mice showed similar features that observed in
C57BL/6 mice, that is, a progressive increase of lung damage. Interestingly,
STAT6 deficient mice both controls and experimental showed an increase in NK
and NKT cells. Increase of IFN-y expression in BAL of BALB/c treated with SR was
observed whereas in Th2-deficient mice the expression remains constantly high.
IL-4 expressions were undetectable in both BALB/c WT and knockout mice.
However, expression of GATA-3 was higher in STAT6-/- mice.

This results demonstrate that alterations in Th1 and Th2 balance contribute
to the lung damage associated to HP. Additionally, it was concluded that Th2
biased mice (BALB/c) have a tendency to control the extent of the lung damage
whereas Th1 biased mice (BALB/c STAT6-/- and C57BL/6) have a trend to

increase the damage and develop more severe forms of disease.



1. INTRODUCCION

El pulmdén es un organo involucrado directamente con el intercambio
gaseoso y posee estrategias de defensa ante el posible desarrollo de infecciones y
otras agresiones. Los mecanismos de defensa actuan protegiendo las vias aéreas
a través del reflejo tusigeno, eliminacibn mucociliar y las propiedades

antimicrobianas de la superficie de la mucosa.

Los avances en el estudio de los mecanismos moleculares y celulares de la
respuesta inmune, han permitido entender mas acerca de los procesos
regulatorios y efectores de la inmunidad innata y adquirida. En este contexto, un
avance importante fue la descripcion de los receptores tipo Toll o TLR (del inglés
Toll like receptor), los cuales promueven una respuesta rapida ante una gran
variedad de agentes patégenos. Adicionalmente la identificacion de receptores
inhibitorios MHC-clase | especificos en células NK, receptores de activacion y
correceptores que reconocen los ligandos que se expresan en las células blanco,
ha permitido conocer los mecanismos de regulacion de la funcién de las células
NK, asi como su capacidad para discriminar entre células normales y aquéllas
potencialmente dafiinas (Moretta et al., 2001). Actualmente se sabe que la
inmunidad innata y adaptativa no son mecanismos independientes y que en
realidad estan estrechamente relacionados. En este contexto, la inmunidad innata

no solamente precede a la adaptativa, sino que ademas de la eficacia de sus



mecanismos de respuesta, ejerce un control importante en el tipo y calidad de las

respuestas que llevan a cabo los linfocitos T y B.

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) o alveolitis alérgica extrinseca es
una enfermedad inflamatoria difusa del parénquima pulmonar que resulta de una
respuesta inmune exagerada provocada por la inhalacién de una gran variedad de
antigenos que afecta a bronquiolos, alvéolos y espacio intersticial. Los agentes
causales incluyen proteinas de aves y mamiferos, hongos, bacterias y algunos
compuestos quimicos de bajo peso molecular. Una de las principales causas de
NH en México es la exposicion a proteinas de aves como palomas, pichones,
pericos y canarios entre otros, que produce lo que se conoce como el pulmon de

los cuidadores de aves (Selman, 2004; Laccase et al., 2003).

Existen diferentes formas clinicas de NH: aguda, subaguda y crénica, las
cuales dependen entre otros factores de la intensidad de exposicion al antigeno y
del tipo de respuesta inmune (Selman, 2004; Laccase et al., 2003). Debido a 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 crénica tanto progresiva como no
progresiva, (Selman et al., 1993). Sin embargo, la clasificacion mas utilizada es la

de presentacion aguda, subaguda y cronica.

Aunque la patogénesis de NH no se conoce con precision, se considera

que estd mediada principalmente por linfocitos T y existen evidencias que indican



que diferentes subpoblaciones de estas células desempefan un papel importante
en el desarrollo y curso clinico de la enfermedad (Barrera et al., 2008; Yamasaki et
al., 1999; Pardo et al., 2000; Denis 1995). Adicionalmente, datos derivados de la
enfermedad humana y modelos experimentales sugieren que las citocinas tipo Th1
(del inglés, T-helper 1) también contribuyen a la patogénesis de NH (Schuyler et

al., 1997; Gudmundsson and Hunninghake, 1997; Butler et al., 2002).

Sin embargo, el desarrollo de formas crénicas de NH y la progresién a
fibrosis pulmonar parece estar asociada a una polarizacion tipo Th2 (del inglés, T-
helper-2). Asi por ejemplo, los linfocitos aislados LBA de pacientes con NH
subaguda estimulados in vitro con antigeno especifico producen cantidades altas
de interferon-gamma (IFN-y) y bajas de interleucina-4 (IL-4) en relacién con los
linfocitos de pacientes con NH cronica (Barrera et al., 2008). Estudios en ratones
con NH inducida por la exposicion a Saccharopolyspora rectivirgula (SR) han
demostrado que la respuesta inflamatoria es principalmente mediada por IFN-y y
posiblemente interleucina-12 (IL-12) (Gudmundsson and Hunninghake, 1997;
Gudmundsson et al., 1998; Pan et al., 2000). En contraste, los ratones tipo Th2
muestran una respuesta inflamatoria moderada después de la exposicién a SR en
comparacion con una respuesta mas severa en cepas Th1, como la C57BL/6
(Schuyler et al., 1997; Ghadirian and Denis 1992). Es importante mencionar que la
regulacion de estos mecanismos inflamatorios se deben en buena medida a la
sobre-expresion de IL-4 y GATA-3 [(Trans-acting T-cell-specific transcription

factor, por sus siglas en inglés) (Matsuno et al., 2007)].
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Por otro lado, estudios recientes han sugerido un efecto protector de las
células NKT (Natural Killer T, por sus siglas en inglés), particularmente las
productoras de IL-4, en el desarrollo de NH en modelos experimentales (Hwang et
al., 2006). Las células NKT constituyen una poblacion de leucocitos que poseen
caracteristicas de linfocitos T y células NK (Natural Killer T, por sus siglas en
inglés; Godfrey, 2000). Estas células reconocen antigenos presentados por una
molécula semejante al MHC, el CD1d (Thomas, 2003; Godfrey, 2004).

Sin embargo, en un estudio reciente de analisis de citocinas en pulmén
cuantificadas a diferentes tiempos de exposicion a SR no se observé una
polarizacion clara hacia una respuesta Th1 o Th2 (Simonian et al., 2009).
Adicionalmente, en los modelos animales de NH se ha planteado que los
neutréfilos son una fuente importante de IFN-y (Nance et al., 2005) por lo que los
cambios en la celularidad que infiltra el pulmoén de ratones con NH puede influir de
manera determinante con el desarrollo de una respuesta inflamatoria. A la fecha
no se conocen con claridad los mecanismos que influyen en el mantenimiento de
un adecuado balance Th1/Th2 y su impacto en la patogénesis y progresion clinica

de la NH.

El objetivo de este trabajo fue analizar la dinamica de la respuesta
inflamatoria y de las diversas subpoblaciones de linfocitos T en cepas de ratones
con diferentes caracteristicas de polarizacion de la respuesta Th1 [(C57BL/6,
BALB/c y BALB/c STAT6-/-, (signal transducer and activator of transcription 6 -/-,

por sus siglas en inglés)] expuestas a la inhalacion de SR.
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2. ANTECEDENTES

Inmunologia en el pulmoén

El sistema inmune, tanto innato como el adquirido tiene la capacidad de
distinguir lo propio y lo extrafio. La capacidad para detectar de manera eficiente la
presencia de patdgenos es fundamental para la defensa del huésped. Una de las
principales diferencias entre la respuesta innata y la adquirida radica en los

mecanismos Y receptores que utilizan para el reconocimiento.

Los receptores de la respuesta innata identifican estructuras moleculares
llamados patrones moleculares asociados a patdégenos (del inglés pathogen
associated molecular patterns [PAMPs]); ejemplos: glucanos, lipopolisacarido,
peptiglicano, acido lipoteicoico, mananos, DNA bacteriano, RNA de doble cadena,
entre otros. Se ha sugerido que estos mecanismos son primitivos desde el punto
de vista evolutivo, que también se encuentra en plantas y animales (Hoffman et
al., 1999). La inmunidad innata esta directamente relacionada con la respuesta
inflamatoria, la cual es mediada en primer término por macréfagos, leucocitos

polimorfonucleares y células cebadas.

Los receptores que actuan en los mecanismos adaptativos usualmente
tienen una enorme variabilidad y que implica el re-arreglo de ciertos segmentos de
genes, mecanismo que proporciona una capacidad de reconocimiento especifico

de antigenos. Otra caracteristica fundamental de la respuesta adaptativa es el
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desarrollo de memoria inmunoldgica ante un reto especifico como una infeccion o
la exposicion de antigenos especificos derivados de patdgenos y otras estructuras
organicas. Finalmente es importante mencionar que las células centrales en el

desarrollo de una eficiente respuesta adaptativa son los linfocitos T y B.

Sistema inmune de la mucosa

El pulmédn y el intestino son érganos que estructuralmente tienen grandes
extensiones de mucosa en la cual se encuentran muchas estructuras del sistema
inmune. En estos tejidos una capa de células epiteliales separa el interior del
exterior del cuerpo y es aqui es donde ocurre una integracion de la respuesta
inmune en diferentes sitios anatomicos de la mucosa, particularmente con
respecto a la respuesta por inmunoglobulina A (Brandzaeg and Pabst, 2004).
Existen linfocitos locales asociados al pulmén, algunos promueven funciones
altamente especializadas, mientras que otros desempenan funciones comunes en
diversos sitios de la mucosa pulmonar. En el pulmén, los ganglios linfaticos
mediastinales que drenan el tracto respiratorio inferior son los principales sitios de
activacion de linfocitos T. También es posible desarrollar tejido linfoide de novo
como consecuencia de una infeccion o inflamacion. Un ejemplo de ello es el tejido
bronquial pulmonar asociado a tejido linfoide inducido por una infeccién viral
respiratoria (Draytom et al., 2002; Delventhal et al 1992). Dichas estructuras

parecen ser los sitios donde se inicia 0 mantiene la respuesta inmune. Una vez
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activados en los organos linfoides secundarios, los linfocitos T son capaces de
dejar dichos sitios inductivos y migrar a tejidos no linfoides. Esos linfocitos entran a
los tejidos no linfoides durante una respuesta inmune primaria, convirtiéndose en

las células efectoras de dicha respuesta.

Por otro lado, el microambiente en el que se lleva a cabo la presentacion de
antigenos parece ser exclusivo de cada sitio efector. En el pulmén, las células T
efectoras se localizan principalmente en el parénquima pulmonar y en las vias
aéreas, el cual contiene una estructura de unidades alvéolo-capilares donde se
realiza el intercambio gaseoso y esta constituido por una capa de células
epiteliales y endoteliales, ademas de un intersticio compuesto por tejido conjuntivo
y fibroblastos que contienen también células T, células presentadoras de antigeno
y otros tipos celulares de origen hematopoyético. Las células T presentes en el
parénquima o lamina propia pulmonar expresan fenotipos efectores o de memoria,
similares a aquéllos descritos en el intestino. Por ultimo, en el tracto respiratorio,
los mecanismos de defensa participan a diferentes niveles e incluyen defensa

mecanica y los propios de la inmunidad innata y adquirida (Masopust et al., 2004).

Macroéfagos alveolares

Los macrofagos alveolares (MA) son células especializadas que
desempenan un papel fundamental en procesos como homeostasis, respuesta a

agentes externos (particulas organicas o inorganicas) y a patdgenos, re-
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modelacidn tisular mediante la produccion de factores de crecimiento, citocinas y
quimiocinas que estimulan la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de moléculas
de matriz extracelular, la produccion de colagena y metaloproteasas de matriz y la
infiltracion de células inflamatorias al pulmoén. Otra funcidn importante de los MA

es mantener la homeostasis del surfactante pulmonar.

Una de sus principales caracteristicas funcionales de estas células es que
poseen plasticidad fenotipica, la cual puede variar dependiendo de su estado de
diferenciacion y del microambiente pulmonar. Adicionalmente, expresan diferentes
TLR para el reconocimiento de estructuras asociadas a patdogenos. Los MA son
células efectoras fundamentales en el control de infecciones pulmonares

(Droemann et al., 2003; Muijsers et al., 2001).

Células NK y dendriticas

La interaccidén de las células NK con las células dendriticas tiene un papel
importante, tanto en la inmunidad innata como adaptativa en respuesta a
patdgenos. En procesos inflamatorios, la union de los receptores TLR que
expresan las células NK y dendriticas inducen la activacion y adquisicion de
propiedades funcionales necesarias para controlar y, posiblemente, eliminar de
manera rapida microorganismos patdégenos por mecanismos efectores innatos.
Este programa de maduracion de células dendriticas mediado por las NK esta

regulado por citocinas producidas durante las etapas tempranas de la respuesta
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inflamatoria (como IL-12, IFN-y, IL-4). Ambos tipos celulares continuan dichas
interacciones en los organos linfoides donde determinan en buena medida la
activacion de células T (Sivori et al., 2004; Schmidt et al., 2004; Pisegna et al.,

2004).

Células T CD8 vy T vd

Otra poblacién celular que desempefa un papel importante en la inmunidad
innata son los linfocitos T yd. El concepto que se tiene de esta subpoblacion
celular como "primera linea de defensa", "célula regulatoria" o "puente entre la
inmunidad innata y adquirida", ha dejado claro su importancia dentro de la
respuesta inmune. Las células T yd maduras se dividen en distintos subtipos
funcionales, los que parecen tener multiples actividades en la inmunidad innata.
En la inmunidad pulmonar, las células T yd intraepiteliales participan en la

reparacion del tejido pulmonar dafado y su capacidad como presentadoras de

antigeno.

Estudios realizados en modelos murinos de infeccion con Listeria
monocytogenes revelaron que las células T yd controlan el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. En su ausencia, las lesiones al tejido persisten por un
periodo mas largo de tiempo y son mas severas (Skeen et al., 2005). También se
ha demostrado que los monocitos que responden al proceso inflamatorio maduran

una vez que han llegado al sitio de la lesion, proceso que se ve alterado en
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ausencia de las células T yd. Se ha sugerido que estas células no sélo tienen un
papel importante en el reclutamiento de monocitos, sino también en la respuesta

inflamatoria que acompafia la lesién del tejido.

Adicionalmente se ha demostrado que las células T yd intraepiteliales de
piel son capaces de reconocer e inducir la proliferacion de queratinocitos por
medio de la secrecidén de un factor de crecimiento después del dafio tisular, o que

favorece la re-epitelizacion del tejido (Jameson et al., 2005).

Un estudio reciente mostré6 la capacidad altamente efectiva de la
subpoblacién de células yoVy9+Vd2+ para presentar antigenos. A diferencia de
las células dendriticas, las células T yd necesitan ser activadas antes de capturar
el antigeno. Las células T yd activadas expresan de manera transitoria el receptor
de quimiocinas CCR7, lo que potencialmente permite relocalizarlas en los ganglios
linfaticos de modo similar a las células dendriticas. En este estado de activacion la
expresion de moléculas MHC de clase Il y moléculas coestimuladoras como
CD40, CD80 o CD86, se incrementa en las células T yd, induciendo respuestas
primarias de células T CD4+ a3 a antigenos que requieren o no procesamiento.
Las células T yd activadas también inducen la proliferacion y diferenciacion de

células T CD8+ af en células citotdxicas (Brandes et al., 2005).

17



Células NKT

Las células NKT constituyen una poblacion de leucocitos que poseen
caracteristicas de linfocitos T y células NK (Godfrey, 2000). Sin embargo, se han
definido como: Linfocitos T semejantes a células NK (Godfrey, 2004). Estas
células reconocen glucolipidos [por ejemplo: alfa-galactosilceramida, [a-GalCer])
presentados por una molécula semejante al MHC, el CD1d (Thomas, 2003).

En humanos, expresan una cadena invariante del TCR que consiste en una
cadena Va24-Ja18 asociada con VB11. A éstas se les denomina células Va24i
NKT (Thomas, 2003). En raton expresan una cadena invariante del TCR que
consiste en una cadena Va14-Ja18 asociada con VB8.2, VB7, VB2. A éstas se les
denomina células Va14i NKT (Thomas, 2003). Expresan marcadores de células
NK: por ejemplo NK1.1 para ratéon y su homoélogo CD161 en humanos. También
expresan receptores como: DX5, CD16, CD56, CD122, CD95L y Ly49 entre otros

(Johnston, 2003).

Se le atribuyen funciones de citotoxicidad, donde la citolisis esta mediada
por granzimas, perforinas, granulisina y el ligando de Fas. El mecanismo de lisis
por perforinas acopladas a granzimas se inicia por el reconocimiento de la célula
blanco (por ejemplo, ausencia de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase ), seguida de la fusién de las membranas y por ultimo la
liberacidon de los granulos que polimerizan la membrana de la célula blanco para
dar paso a la entrada de granzimas las cuales activan caspasas inductoras de

apoptosis (Lieberman, 2003; Johnston et al., 2003; Chatenoud, 2002); y
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regulacion, a través de la produccion de citocinas tanto Th1 como Th2 (Lieberman,
2003; Chatenoud, 2002). En este contexto, desempefian un papel importante en el
control de infecciones microbianas, tumores, induccién de tolerancia y supresion
de procesos autoinmunes (Johnston, 2003). Las células NKT han sido detectadas
en numerosos tejidos aunque en proporciones diferentes. En condiciones
normales se han reportado 30-50% en higado, 20-30% en médula 6sea, 10-20%
en timo, 3.0% en bazo, 4.0% en sangre, 0.3% en nodulos linfaticos y 7.0 % en
pulmén (Godfrey, 2000). Sin embargo, al menos en relacion a pulmon, existen
resultados contradictorios que muestran proporciones del 0.5-0.7% (Kawakami et

al., 2001).

Diversos grupos han reportado una gran heterogeneidad de las células NKT
Va24i en cuanto a su expresion de CD4/CD8 y en su capacidad para la produccion
de citocinas. En general las células NKT se caracterizan por su rapida y alta
produccion de IFN-y e IL-4. Las células CD4" Va24i son productoras eficientes de
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IFN-y, TNF-a y GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor, por sus siglas en inglés), perfil Th-0;
mientras que las células CD4" Va24i, asi como las DN son productoras de IL-2,
IFN-y y TNF-a y las CD8" productoras de IFN-y y TNF-a, perfil Th1. En contraste,
ambas subpoblaciones (CD4" /CD4") producen altas concentraciones de IFN-y y
TNF-a. Estos datos sugieren que las células CD4" Va24i pueden dirigir respuestas
tanto Th1 como Th2, mientras que las CD4" Va24i NKT inducen preferentemente

una respuesta tipo Th1. Esto sugiere un posible mecanismo para separar
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respuestas inmunorregulatorias inducidas por las células Va24i NKT mediante el
reclutamiento diferencial de las CD4" y CD4 Va24i, lo cual puede afectar la
direccion de la respuesta inmune. Sin embargo, aun no se conocen las razones
por las cuales estas subpoblaciones pueden producir uno u otro patron de
citocinas (Thomas, 2003; Akbari, 2003; Nakamura, 2003; Godfrey, 2004).

Como se menciond anteriormente la NH esta mediada por una respuesta
inmune de tipo Th1. Se ha descrito que las células NKT regulan la respuesta
inmunitaria modulando el balance Th1/Th2. Por lo tanto, se ha sugerido que las
células NKT desempefian un papel critico en el desarrollo de la NH. En un estudio
reciente se analizé la distribucion de subpoblaciones de células NKT en pacientes
con sarcoidosis y en pacientes con neumonitis por hipersensibilidad y se observo
un incremento significativo en la frecuencia de células NKT en lavados
bronquioalveolares de pacientes con NH. Estudios en ratones deficientes de
células NKT con NH se ha observado que la transferencia pasiva de células NKT
productoras de IL-4 promueve una disminucién significativa del dafio pulmonar.
Esto sugiere que las células NKT podrian estar involucradas en la patogénesis de
la enfermedad por la modulacion del balance Th1/Th2 (Hwang et al., 2006;

Korosec et al., 2007).
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Neumonitis por hipersensibilidad

La neumonitis por hipersensibilidad, también conocida como alveolitis
alérgica extrinseca, es una enfermedad inflamatoria difusa del parénquima
pulmonar provocada por la inhalacion a una gran variedad de antigenos y que
afecta a bronquiolos, alvéolos y espacio intersticial. La respuesta inflamatoria esta
mediada principalmente por una reaccion inmune exagerada que parece ocurrir en
un huésped susceptible. Aunque los mecanismos de susceptibilidad no se
conocen con precision (Selman, 2004; 1998; 1997), se ha demostrado en
poblacion mexicana que parte de la predisposicidon genética para desarrollar esta
enfermedad se encuentra relacionada con el complejo principal de
histocompatibilidad (CPH), polimorfismos del TNF-a (Tumor necrosis factor-alpha,
por sus siglas en inglés) y polimorfismos en el proteosoma (PSMB8 KQ), molécula
encargada del procesamiento de antigenos (Selman et al., 1987, Camarena et al.,

2001; 2010).

Agentes causales

Los agentes etioldgicos 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 desempenan un papel importante en el

desarrollo del pulmén del granjero y la bagazosis entre otras NH.
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Se ha descrito una gran variedad de particulas menores a 5 um de diametro
lo que les permite alcanzar los espacios alveolares e inducir NH; entre ellas se
encuentran esporas de hongos como Aspergillus fumigatus, bacterias termofilicas
como Thermoactinomyces faeni y proteinas de origen animal como las proteinas
de aves. Dentro de las propiedades que pueden influir en la patogenicidad de
estas particulas se encuentra la dificultad para ser digeridas por los macrofagos
alveolares, su capacidad para activar la via alterna del complemento, su accion
como adyuvante y su actividad enzimatica (Selman, 1998; 1997; Hasleton et al.,
1996; Girard et al., 2010). Otra fuente importante son algunos compuestos
quimicos de bajo peso molecular como los di-isocianatos de difenilmetano y di-
isocianatos de tolueno, estos tienen la capacidad de unirse a proteinas humanas,
tal como albumina, los cuales actuan como haptenos (Selman, 2004; Hara et al.,

2009).

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

sensibilizadoras (Selman, 1998; 1997; Pérez et al., 1993; 1996).
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Formas clinicas

Se han descrito diversas formas clinicas de NH, siendo la clasificacién mas
aceptada en: aguda, subaguda y crénica. 1) La forma aguda se produce
generalmente después de la exposicidon a grandes cantidades del antigeno en un
corto periodo de tiempo. Los sintomas y signos clinicos aparecen al cabo de 4 a 8
horas de la inhalacién y se caracterizan por disnea intensa, fiebre, y tos los que
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 infeccién
aguda bacteriana o viral. 2) La forma subaguda generalmente ocurre después de
exposiciones continuas a pequefas cantidades 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 cianosis e incluso requerir
hospitalizacion. Es importante destacar que la forma subaguda puede evolucionar
a la forma crénica si el paciente sigue teniendo contacto con el antigeno. 3) La
forma crénica se caracteriza por disnea de esfuerzo progresiva, tos, fatiga y
péerdida de peso, con ausencia de episodios agudos. En general ocurre en
individuos que se encuentran expuestos de manera cronica a la inhalacion de
pequenas 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 eliminacidon de la exposicion al agente causal puede producir la
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estabilizacidon o una discreta mejoria sintomatica, pero la mayoria progresa y
fallece de la enfermedad en un promedio de 5 a 10 afos después del diagndstico

(Pérez-Padilla et al., 1993; Ohtani et al., 2003; Vourlekis et al., 2004).

La NH provocada por exposicion a proteinas de aves que se observa en
México se caracteriza por formas clinicas subagudas o crénicas y afecta
predominantemente a mujeres entre la segunda y sexta década de vida (Pérez et

al., 1993; Ramirez et al., 1998).

Caracteristicas histopatolégicas

El patron patologico caracteristico de la NH es la presencia de inflamacion
intersticial compuesta fundamentalmente de linfocitos, células plasmaticas,
monocitos y macrofagos, asi como células gigantes multinucleadas y granulomas
pobremente formados. En el intersticio, las células que predominan son los
linfocitos, mientras que en los espacios alveolares se observan muchos
macrofagos espumosos. La presencia de granulomas pequenos, poco compactos
y pobremente diferenciados se considera un rasgo caracteristico de la NH (Figura

1; Selman, 2004; 1997; Pérez-Padilla, 1993).

Se han descrito varias alteraciones bronquiolares que incluyen bronquiolitis
obliterante proliferativa en el caso de la enfermedad del granjero (Reyes et al.,
1982), inflamacién peribronquiolar/fibrosis con hipertrofia de musculo liso y

estrechamiento extrinseco de las vias aéreas menores en la enfermedad de los
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cuidadores de paloma (Pérez-Padilla et al., 1996) y menos frecuente, lesiones tipo
bronquiolitis obliterante con neumonia organizada (BOOP; Ohtani et al., 2005).

Alrededor del 20 al 30% de los pacientes con NH subaguda o crénica,
muestran un patron histologico diferente, incluyendo neumonitis intersticial no
especifica (NSIP, por sus siglas en inglés; Vourlekis et al., 2002), o neumonia
organizada criptogénica. En el caso de la forma histologica tipo NSIP muestran
lesiones inflamatorias o fibréticas temporal y geograficamente uniformes sin la
caracteristica bronquiolocéntrica de la NH tipica. En pacientes con otros patrones
histolégicos (por ejemplo NSIP, BOOP, etc.), es extremadamente importante
corroborar la causa etiologica y hacer un diagnéstico especifico.

La etapa cronica se caracteriza por grados variables de fibrosis intersticial;
sobrepuesta a cambios subagudos como infiltracion intersticial de linfocitos y
ocasionalmente granulomas pobremente formados (Ohtani et al., 2005; Pérez-
Padilla et al., 1993; Hayakawa et al., 2002).

Recientemente, se han descrito tres patrones de fibrosis en la NH crénica:
1) fibrosis periférica con un patron 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. En estos casos, la presencia de células gigantes, los granulomas
pobremente formados, los cuerpos de Schaumann o las caracteristicas

inflamatorias de la NH subaguda son esenciales en el diagndstico de la NH.

25



En otro estudio con pacientes con la enfermedad crénica de los cuidadores
de paloma, se encontr6 que la mitad de ellos tenian cambios morfologicos
compatibles con NSIP celular o fibrética mientras que otros mostraban un patron
de lesiones parecido a la neumonia intersticial usual caracterizado por cambios

fibréticos heterogéneos y temporales aparentes (Ohtani et al., 2005).

Figura 1. Micrografia de pulmén de un paciente con
neumonitis por hipersensibilidad. Se observa una
lesion granulomatosa (panel A, 40X) e inflamacion
intersticial mononuclear difusa (panel B, 10X).
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La conexion con la fibrosis

Es bien conocido que alrededor del 30-40% de los pacientes con episodios
subagudos repetidos o NH cronica evolucionan hacia una fibrosis intersticial difusa
con destruccién del parénquima pulmonar (Selman et al., 2003). Sin embargo, la
secuencia de los mecanismos moleculares implicados en la resolucion de la
alveolitis y la regeneracion tisular o bien la remodelacioén extracelular anormal y el
progreso hacia la fibrosis, no ha sido elucidada.

El infiltrado de células mononucleares de una inflamacién no resuelta puede
activar a los fibroblastos a proliferar y secretar componentes de la matriz
extracelular. Se ha observado que el incremento de linfocitos T CD4+ puede estar
relacionado con el desarrollo de fibrosis (Reyes et al., 1982). De manera
interesante, los ratones a los que se les reconstituyeron las células T CD4+
muestran una marcada disminucion de la fibrosis subepitelial en las vias aéreas
(Foster et al., 2002). Del mismo modo, la sobre regulacién de la endotelina-1 en el
pulmén resulta en el progreso de la fibrosis pulmonar y el reclutamiento de células
inflamatorias predominantemente CD4+ (Hocher et al., 2000). Sin embargo,
debido a la heterogeneidad de células T y de sus multiples funciones reguladoras
durante la estimulacion antigénica, aun permanecen muchas interrogantes
respecto a su posible conexion con la respuesta fibrética. En este contexto, una
mejor comprension de los mecanismos que dirigen la respuesta de las células T
en la fibrosis puede sin duda resultar importante para la identificacion de blancos

moleculares potencialmente terapéuticos.
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Caracteristicas del lavado bronquioalveolar en la NH

El perfil celular del LBA para los pacientes con NH se caracteriza por un
aumento en el numero absoluto y porcentual de los linfocitos T, con un predominio
de la subpoblacién CD8+ en los casos agudos y de CD4+ en los casos subagudos
y crénicos, con un desequilibrio en la relacion CD4/CD8. El aumento en la
subpoblacién de linfocitos T CD4 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 NK. En numeros absolutos, los
macrofagos alveolares por lo general se encuentran en concentraciones normales
o ligeramente elevadas, aunque su porcentaje en relacidn a las otras células
inflamatorias disminuye dado el enorme incremento en el numero de linfocitos T.
En pacientes con NH aguda y en etapas tempranas de la enfermedad se observa
un incremento de neutréfilos y un aumento modesto de células plasmaticas y

mastocitos (Selman, 2004; Hasleton, 1996).

Epidemiologia

Aunque no existen datos precisos acerca de la prevalencia de la NH se le
considera una de las causas mas frecuentes de enfermedad pulmonar intersticial
difusa (EPID). En un estudio se encontré que alrededor del 30% de 661 enfermos
con EPID tenian NH y la mayoria de ellos era por exposicion a aves (Lacasse et

al., 2003). Las dos formas mas frecuentes de NH son el pulmén del granjero y el
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de los cuidadores de aves. El pulmon del granjero afecta al 0.4-7% de todos los
granjeros (Salvaggio, 1995). 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 (Christensen et al., 1975; Hendrick et al., 1978).
Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad en personas expuestas a aves en

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

Es importante destacar, que alrededor del 40-50% de los pacientes con
enfermedad crénica desarrollan fibrosis pulmonar con una mortalidad estimada del
30% a los 5 afios y una supervivencia media de 10-12 afios (Pérez-Padilla et al.,
1993; Simonian et al., 2009). En México, la NH afecta predominantemente a
mujeres con una proporcion de 9:1 con respecto al sexo masculino (Pérez et al.,
1993; Hill et al., 2004). En los ultimos 20 afnos mas del 90% de los casos de NH
atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) han sido

mujeres.

El padecimiento parece ser frecuente y aunque la magnitud del problema en
el pais no se conoce con precision, en el INER se atienden en promedio 70 a 80
casos nuevos por afno, y se reciben solicitudes de interconsulta adicional de un
numero similar de pacientes. 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

destruccion irreversible del pulmén por fibrosis.
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Patogénesis

El origen de la neumonitis por hipersensibilidad (NH) esta asociado a una
amplia variedad de antigenos relacionados con el estilo de vida y caracteristicas
ocupacionales, sin embargo unicamente un pequeno porcentaje de las personas
expuestas desarrollan la enfermedad. Esta observacion sugiere que para que se
facilite el desarrollo de NH deben ocurrir dos eventos de manera sincronizada: la
inhalacion del factor inductor, esto es el antigeno causal y la presencia de uno o
mas factores promotores, estos estan relacionados con la susceptibilidad genética

y factores ambientales.

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) y 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 de la
misma (HLA-DRB1*0802) en pacientes mexicanos con neumonitis inducida por

antigeno aviario (Camarena et al., 2001).

Se han estudiado también los polimorfismos del promotor del TNF-a asi
como en el intron 1 del gen del TNF- B en pacientes con NH (Christensen et al.,
1975). El alelo TNF-a 2, que es un genotipo asociado con el incremento de la
expresion del TNF-a, se ha encontrado con mayor frecuencia en pacientes con la

enfermedad del granjero comparado con sujetos control o pacientes con la
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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 [(TGF-B1; Transforming Growth Factor
beta, por sus siglas en inglés; (-509C/T, +869T/C)] e interleucina-6 [(IL-6) (-
634C/G)] en pacientes con la enfermedad de los cuidadores de paloma (Schaaf et

al., 2001; Kondoh et al., 2006).

Al menos dos factores de tipo ambiental pueden contribuir al desarrollo de
la NH como factores promotores: las infecciones virales, y la exposicién a otro
agente agresor. Modelos experimentales de NH en animales que han sido retados
con el virus sincicial respiratorio o con el virus de Sendai presentan una respuesta
inflamatoria mas severa secundaria a la exposicibn a Saccharopolyspora
rectivirgula, la cual puede persistir tiempo después de que la infeccidén viral ha
cedido (Cormier et al. 1996; Gudmundsson et al., 1999). 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 (Dakhama et al., 1999).

Las razones por las cuales las infecciones virales pueden potenciar el
desarrollo de la NH se desconocen, sin embargo pueden estar relacionadas con la
disfuncién mucociliar inducida por el virus, con un incremento en la expresién de

moléculas co-estimuladoras por macréfagos alveolares y en la secrecion de
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quimiocinas que a su vez aumentan el reclutamiento de linfocitos en el pulmén

(Israél-Assayag et al., 1999; Allen et al., 1975).

La exposicion a un segundo agente patdogeno 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 observé que ambas
familias utilizaban un isémero gamma de hexaclorobenceno para erradicar plagas
de acaros en aves infestadas antes de desarrollar la enfermedad (Allen et al.,
1975). Recientemente, se ha sugerido que la exposicion a pesticidas
principalmente 6rganocloruros y carbamatos, pueden ser un factor potencial para

la enfermedad del granjero (Hoppin et al., 2007).

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 controvertidas, se ha sugerido que
algunas enfermedades autoinmunes que ocurren comunmente en mujeres en
etapa reproductiva o posterior a ella, pueden ser en realidad enfermedades alo-
inmunes (Lapaire et al., 2007; Bustos et al., 2007). Un estudio reciente realizado
en nuestro Instituto proporcioné evidencia del incremento en la frecuencia de
células microquiméricas en pacientes con NH y su presencia en pulmones (Bustos
et al.,, 2007). Las células microquiméricas eran principalmente macréfagos vy

linfocitos CD4+ (linfocitos T cooperadores) y CD8+ (linfocitos T citotoxicos), o que
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corroboré que éstas pertenecen a diversos linajes celulares relacionados con la
respuesta inmune, 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.

Inmunopatogénesis

Evidencias experimentales, apoyan la nocién de que la forma aguda de NH
es provocada por una reaccion de hipersensibilidad de tipo lll caracterizada por la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo, mientras que las formas subagudas
y crénicas son mediadas por una hipersensibilidad de tipo IV mediada por
linfocitos T (Selman, 1998; Selman et al.,, 1993; Hasleton, 1996). Como se
menciond, la NH subaguda o cronica puede progresar provocando una respuesta
fibrosante progresiva que destruye el parénquima pulmonar y en este contexto,
aproximadamente el 40-50% de los pacientes con la enfermedad cronica
desarrollan una enfermedad incapacitante e irreversible, lo cual provoca la muerte
de la mayoria de los casos en un lapso cercano a 5 afios (Pérez et al., 1993;

Selman et al., 2003; Feng, 2009).

La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por la formacion de
inmunocomplejos antigeno-IgG que activan la cascada del complemento,

liberando C5 que a su vez induce la activacion de macréfagos. Una vez activados,
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los macrofagos secretan una variedad de citocinas y quimiocinas que atraen al
area de la lesion neutrdéfilos y posteriormente linfocitos y monocitos. En las formas
subagudas y cronicas se ha observado que algunas de estas quimiocinas (MIP-1q;
Macrophage Inflammatory Proteins, por sus siglas en inglés, IL-12) promueven la
diferenciacion de linfocitos CD4+ ThO a Th1, los cuales liberan IFN-y, considerado
esencial en la formacién de granulomas por parte de macréfagos. Por otro lado, la
IL-6 promueve la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas y la

maduracion de las células CD8+ a citotoxicas (Patel et al., 2001).

Estudios previos han sugerido que el tabaquismo confiere proteccion a
desarrollar NH, lo que parece estar relacionado con un efecto inmunosupresor del
humo del cigarrillo (Furuiye, 2007). En macrofagos alveolares de pacientes
fumadores se ha observado una disminucion de moléculas co-estimulatorias CD80
y CD86 comparados con pacientes con NH activa. Algunos componentes como la
nicotina inhiben la expresién y liberacion de citocinas como TNF-a, MIP1-q, IL-12
e IFN-y y de Oxido nitrico. Por otra parte, aunque la enfermedad es
significativamente menos frecuente en sujetos fumadores, cuando éstos la
desarrollan es habitualmente cronica y progresiva (Selman, 2004; Furuiye, 2007).
Como se mencion6 anteriormente, en las formas subagudas y cronicas la
respuesta mediada por linfocitos T desempefia un papel crucial en el desarrollo de

NH, principalmente por su capacidad de producir citocinas tipo Th1 (Figura 2).
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Figura 2. Modelo del desarrollo de Thl en pulmén. Las células T CD4 virgenes son activadas por células presentadoras

de antigeno (CPA) y el microambiente de citocinas determina el tipo de respuesta inmune.
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Estudios en modelos experimentales

En modelos de ratones C57BL/6 (respuesta de predominio Th1) expuestos
a S. rectivigula se ha observado la presencia de infiltrados mononucleares
(constituidos principalmente por células T, B y macréfagos) y depdsito de colagena
en pulmon, semejante a lo que se observa en humanos. Los ratones atimicos
desarrollan una NH menos severa, pero la transferencia de células T CD4+ de
memoria desencadena un proceso inflamatorio (Butler et al., 2002; Simonian et al.,
2009). No obstante de que citocinas de tipo Th1 y Th2 estan implicadas en la
inflamacion pulmonar desarrollada en ratones expuestos a SR, se han detectado
bajas cantidades de IFN-y (Th1) e interleucina-5 (IL-5; Th2) y altas
concentraciones de interleucina-17A (IL-17A) e interleucina-22 (IL-22; Th17),

expresadas por células T CD4+.

Ratones expuestos a SR deficientes de IL-17 o su receptor muestran una
disminucién de la inflamacion pulmonar, lo cual indica que las citocinas Th17 son
criticas en el desarrollo de infiltrados mononucleares (Cua et al., 2003). Asi
mismo, los ratones C57BL/6 con NH por B. subtilis desarrollan infiltrados
mononucleares compuestos por células T CD4+, T CD8+, células B, macréfagos y
neutrofilos. En este modelo de NH se ha observado un aumento en la poblacion
de células T yd (Vy6/Vd1) y en su ausencia, los ratones presentan mayor
inflamacion y desarrollan fibrosis pulmonar. Esto sugiere que las células T yd

pueden tener un efecto protector (Simonian et al., 2006). En este trabajo se

36



expusieron ratones transgénicos Vy6/Vé1 a B. subtilis y se encontré en pulmén
una disminucién del contenido de colagena comparado con el raton C57BL/6
silvestre. Adicionalmente, en ratones silvestres expuestos a B. subtilis se observo
incremento en la concentracion de IL-17A la que estuvo expresada principalmente
en células T Vy6/Vé1, lo cual sugiere un papel importante de las células T y3 que
expresan IL-17A en la eliminacion de la bacteria, en la prevencién de la
inflamacion excesiva y en el desarrollo de fibrosis pulmonar. Por el contrario, en
modelos de ratones expuestos a C. neoformans, o P. carinii o B. Pertussis se
observa un incremento de células T y6 y en ausencia de ellas el patéogeno es
eliminado rapidamente del pulmon. Por lo tanto el papel de las citocinas asociadas
con una respuesta Th17 y las células T y3 en la patogénesis de las enfermedades

pulmonares es aun contradictorio (Roark et al., 2009).

Por otro lado, se ha descrito recientemente que el TLR6 desempefia un
papel fundamental en el desarrollo y la gravedad de NH a través de la induccién
en la produccion de IL-17. En ratones TLR6-/- expuestos a SR muestran una
disminuciéon en la inflamacién pulmonar y una disminucion de la relaciéon
CD4+/CD8+, IL-17A, interleucina-21 (IL-21) e interleucina-23 (IL-23) comparado

con el raton silvestre (Fong et al., 2010).

En ratones deficientes de células T regulatorias (CD4+CD25+FOXP3+)
tratados con SR se ha observado una NH mas severa con elevadas cantidades de

IFN-y y TGF-B. Por otro lado, los ratones silvestres muestran una reduccién en la
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produccion de IFN-y debida a la produccién de IL-10 por las células T regulatorias

(Park et al., 2009).

Durante la NH en ratones CD1d-/- se ha detectado una alta produccion de
IFN-y en el pulmon, producido principalmente por neutréfilos. La transferencia
adoptiva de células NKT a ratones IL-4 -/- no atenuan la gravedad de las lesiones
pulmonares en NH, mientras que en ratones silvestres y en ratones IFN-y -/- las

células NKT suprimen la progresion de NH (Hwang et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

La neumonitis por hipersensibilidad es una enfermedad relativamente
frecuente cuyos mecanismos patogénicos no se conocen con precision. Las
células T desempeian un papel importante en la patogénesis de la enfermedad,
pero se ignoran los mecanismos regulatorios, la dinamica de la respuesta
inflamatoria y la relevancia del balance Th1/Th2 en la patogénesis y la progresion
del dafio pulmonar. Un mejor conocimiento de los mecanismos celulares vy
moleculares que participan en el desarrollo de esta enfermedad permitira en el

futuro mejores aproximaciones terapéuticas.

4. HIPOTESIS

Existen diferencias en la dinamica de la respuesta inflamatoria (celular y en
la produccion de mediadores inflamatorios) entre las cepas de ratones, C57BL/6
(Th1) y BALB/c (Th2), que determinan el desarrollo y progresiéon del dafo

pulmonar en NH.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la dinamica de la respuesta inflamatoria (extension del dafo
pulmonar, cinética de las subpoblaciones de células T y la produccién de
mediadores inflamatorios) en un modelo experimental de NH inducida por SR en

dos cepas de raton que difieren en la respuesta Th (C57BL/6 y BALB/c).

Objetivos especificos

a) Desarrollar un modelo experimental de NH inducida por SR en cepas de
ratones con diferentes perfiles inflamatorios (C57BL/6 y BALB/c).

b) Caracterizar secuencialmente la dinamica del dafio pulmonar y la respuesta
inflamatoria.

c) Caracterizar y cuantificar los cambios en las subpoblaciones de células T (T
16, TCD4, TCD8, NKT) y NK'y correlacionarlos con el dafio pulmonar.

d) Cuantificar el patrén de expresion y secrecion de citocinas Th1/Th2.

e) Mediante el uso de ratones BALB/c deficientes de STATG6, evaluar el efecto

de la deficiencia de la respuesta Th2 en el desarrollo de la NH.
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6. MATERIAL Y METODOS

Poblaciéon de estudio

Se estudiaron ratones de 6 a 8 semanas de edad hembras BALB/c,
C57BL/6 (Harlan Sprague Dawley, México) y ratones deficientes de STAT6
(Stat6tm1Gru/Stat6tm1Gru homocigoto) con fondo BALB/c; esta mutacion provoca
un defecto en la generacién de células Th2 (Bar Harbor, Maine). Los ratones
fueron mantenidos en un ambiente libre de patdégenos, en condiciones normales
de alimento y agua en el Bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER, México). Los ratones fueron tratados de acuerdo a los
lineamientos del Comité Institucional Cientifico y de Bioética para el cuidado y
manejo de animales de laboratorio y en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-

062-2Z00-1999.

Induccion de neumonitis por hipersensibilidad

La NH fue inducida con Saccharopolyspora rectivirgula (gentilmente donada
por el Dr. Yvon Cormier; Laval University, Quebec City, Canada). Se utilizaron
ratones silvestres C57BL/6 (n = 48), BALB/c (n = 69) y el knockout (KO) STAT6-/-
(n = 21) los cuales recibieron, previa anestesia con éter dietilico, 100 ug de SR en
50 pl de solucion salina (0.9%) por instilacion intranasal. Esta dosis se repitidé por
tres dias consecutivos, durante una y tres semanas. Los ratones se sacrificaron

uno o cuatro dias después de la ultima administracion de SR. Los animales control
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recibieron 50 ul de solucion salina (0.9%) bajo las mismas condiciones de
tratamiento y sacrificio que las de los ratones experimentales tratados con SR. Los
ratones KO STATG6-/- se expusieron a SR por tres semanas y se sacrificaron a uno

y cuatro dias después de la ultima administracion (Figura 3).

Lavado bronquioalveolar (LBA)

Se introdujo una canula en la traquea de los ratones y los pulmones fueron
lavados con 0.5 ml de solucién salina (0.9%) por triplicado. El LBA se centrifugd a
1500 rpm por 10 min a 4 °C; se recuperd un volumen promedio de sobrenadante
de 800 pl tanto en los ratones que recibieron SR como de los controles tratados
con solucién salina el cual se congelé a -80 °C. Las células totales de LBA se
contaron en una camara de Neubauer con azul de tripano (cuenta viable) y
posteriormente se tineron con azul de toluidina para la cuenta diferencial usando

un estandar morfolégico para neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos y macrofagos.

Cuantificacion de citocinas Th1/Th2 en LBA

Las concentraciones de citocinas Th1 (IL-2, IFN-y y TNF-a, IL-12), Th2 (IL-
4, IL-5, IL-10) y GM-CSF se determinaron en los sobrenadantes de LBA por un
inmunoensayo multiple con el equipo Bioplex-Luminex 200 (Bio-Rad. Laboratories,
Inc., CA). En una placa comercial de 96 pozos previamente humeda se agregaron
perlas recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos para las diferentes

citocinas.
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Posteriormente, se afiadieron los estandares y 50 pl de cada muestra.
Después de 30 min de incubacidn se agregd el anticuerpo de deteccién y
posteriormente estreptavidina-ficoeritrina. Finalmente, se realizé la lectura de la
placa con la medicion de la intensidad media de fluorescencia. Se elaboraron
curvas estandar para cada una de las citocinas con un intervalo de sensibilidad de
5 pg/ml a 20,000 pg/ml. Los resultados fueron analizados en un equipo Bioplex

200, Logistic 5PL version 4.1 (BioRad).

Analisis histolégico

El pulmén derecho se perfundié y fijo con formaldheido al 10% amortiguado
con fosfato de sodio monobasico y dibasico a pH 7.0. El pulmén fue embebido en
parafina, cortado en secciones de 5 pm y tefiido con hematoxilina y eosina (H&E)
y tricromica de Masson. Las secciones fueron evaluadas por microscopia de luz y
se determind la extension y severidad de la inflamacién y la formacién de

granulomas (Pardo, et al., 2003).

Aislamiento de células de pulmén y citometria de flujo

El pulmédn izquierdo se sometié a una digestion enzimatica con colagenasa
(Clostridium histolycum, tipo VIII; Sigma-Aldrich) a 37 °C durante 20 min y
posteriormente se disgrego el tejido y se hizo pasar por un colador celular (40 pm;
BD Falcon). Finalmente, se separaron las células mononucleares por un gradiente

de densidad con Percoll TM (1.130 g/ml; GE Healthcare) al 75 y 40%, se contaron
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células viables con azul de tripano y se dividieron en tubos, cada uno de ellos con
250,000 células. Las células fueron tefidas con anticuerpos monoclonales
conjugados: anti-CD3-APC, anti-CD4-APC-Cy7, anti-CD8-PE-Cy5, anti-NK/NKT-
PE, anti-TCRB-PE-Cy5, y anti-Tyo-PE. Para evitar la union inespecifica por
regiones Fc se agregd un anticuerpo monoclonal purificado: anti-CD16/CD32
24G2 (BD PharMingen, San Diego, CA). Posteriormente, las muestras se
resuspendieron en 300 pl de paraformaldehido 0.5%, se adquirieron 50 000
eventos y se analizaron en un citdmetro de flujo FACSAria, mediante el programa

FACSDiva versién 6.1 (BD Biosciences, San Jose, CA).

Expresion de RNA mensajero de citocinas en tejido pulmonar

Se midieron las expresiones de RNA mensajero (RNAm) de IFN-y, IL-4 y
GATA-3 por RT-PCR en tiempo real de un solo paso, empleando sondas TagMan,
a partir de 200 ng de RNA total, obtenido de tejido pulmonar y siguiendo las
indicaciones del equipo comercial RNAeasy Kit, recomendado por el fabricante

(Qiagen).

La reaccién de RT-PCR se realizé en un termociclador para PCR en tiempo
real modelo 7500 (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:
transcripcion reversa a 48°C por 30 minutos, activacion para la AmpliTaq a 95°C
por 10 min, desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, alineamiento y extension a
60°C por 1 minuto, durante 40 ciclos. Los valores umbrales Cr fueron analizados

por el método comparativo AACyt. Los datos fueron analizados con el programa
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SDS (Applied Biosystems). Para el analisis estadistico los valores se normalizaron
utilizando como referencia los valores de expresion del gen endogeno
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Applied Biosystems) vy
presentados como el cambio relativo en comparacién con la muestra no tratada

(calibrador) en la cuantificacion relativa (unidades RQ).
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Figura 3. Modelo experimental de induccion de neumonitis por hipersensibilidad. Caracterizacién histopatolégica y
funcional de la respuesta inmune en ratones tratados con SR. Como se describe en material y métodos.
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Analisis estadistico

Los valores se expresan en dispersiones y medias + desviaciones estandar.
Para la comparacion entre cada grupo experimental los valores de p < 0.05 se

consideraron significativos aplicando la prueba de U de Mann-Whitney, programa

SPSS version 15 y GraphPad Prism version 5.
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7. RESULTADOS

Cuenta total y viabilidad de las células obtenidas en los LBA

La exposicion a los antigenos de SR indujo un incremento en el numero
total de células inflamatorias en los LBA obtenidos de los ratones silvestres
C57BL/6 y BALB/c. En general el incremento fue mas marcado en la cepa BALB/c
que en la C57BL/6.

Después de una semana de tratamiento con SR, y sacrificio un dia después
de la ultima instilacion, los ratones BALB/c tuvieron un promedio de células
recuperadas de 13.8 + 1.5X10° células/ml en relacidn con 4.5 + 0.4X10° células/ml
obtenidos en los ratones C57BL/6 (p < 0.01). A las 3 semanas de tratamiento y
sacrificio 1 dia después de la ultima administracion los resultados fueron muy
similares BALB/c 13.7 + 1.8X10° células/ml; C57BL/6: 4.4 + 0.2X10° células/ml.
Como puede observarse en la Figura 4, no se detectdé un incremento en el
numero de células en los ratones control tratados con solucion salina.

En términos generales, los ratones sacrificados 4 dias después de la ultima
instilacién presentaron una disminucién del numero de células inflamatorias en
comparaciéon con los resultados obtenidos cuando se sacrificaron 1 dia después

(figura 4).
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Figura 4. Namero de células inflamatorias obtenidas en los LBA. A) C57BL/6;
B) BALB/c. La exposicidon a SR en ambas cepas induce un incremento significativo
en el numero total de células inflamatorias en los LBA. Cada simbolo representa

un animal y los datos son expresados en medias y dispersiones. Cont = control y
SR = Saccharopolyspora rectivirgula.
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Cuenta diferencial de las células inflamatorias obtenidas en los LBA

La cuenta celular diferencial de LBA revel6 un incremento en el numero de
neutrofilos en ratones C57BL/6 (56.9 + 24.3% vs 2.5 £ 3.4%; p < 0.05) y BALB/c
(30.3 £ 25.3% vs 2.8 £ 1.1%; p < 0.05) tratados con SR durante una semana y
sacrificados un dia después de la ultima administracion (Tabla 1). Esta respuesta
neutrofilica desaparecié en los ratones de ambas cepas cuando se sacrificaron 4
dias después de la ultima instilacion.

Un resultado similar (respuesta neutrofilica) se aprecid en los ratones
expuestos a SR por 3 semanas, a lo que se agregoé un aumento significativo de
linfocitos en los ratones BALB/c cuando se sacrificaron 4 dias después de la ultima
instilacion (31.6 £ 5.9% ratones tratados vs 10.7 + 1.8% en ratones control; p <
0.01) y en los C57BL/6 cuando se sacrificaron 1 dia después (Tabla 2). El
aumento en el porcentaje de los neutrofilos y linfocitos en ambas cepas de ratones

fue principalmente a expensas del decremento del porcentaje de macréfagos.
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Tabla 1. Perfil celular diferencial en LBA de ratones C57BL/6 y BALB/c, estimulados durante 1 semana con

Saccharopolyspora rectivirgula.

Macrofagos (%)
Neutrdfilos (%)
Eosindfilos (%)

Linfocitos (%)

Cepa C57BL/6 Cepa BALB/c
1dd 4 dd 1dd 4 dd

Control SR Control SR Control SR Control SR

n==6 n=28 n=5 n=>5 n==6 n=28 n=>5 n=>5
92.0+5.3 31.4+22.0* 94.4+4.7 91.84+6.9 85.849.1 59.3+22.6** 96.2+3.7 89.0+8.0
2.5+3.4 56.9+24.3* 1.4+1.7 2.2+2.2 2.8+1.1 30.3+25.3* 1.0+0.8 2.0+1.4
0.0+0.0 0.1+0.4 0.0+0.0 0.0+0.0 0.6+0.5 0.1£0.4 0.0+0.0 0.0+0.0
5.545.9 11.6+8.9 4.2+4.3 6.0+4.9 10.8+7.3 10.3+8.4 2.7+3.0 9.0+£7.3

*p < 0.05, **p < 0.01
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Tabla 2. Perfil celular diferencial en LBA de ratones C57BL/6 y BALB/c, estimulados durante 3 semanas con

Saccharopolyspora rectivirgula.

Macréfagos (%)
Neutrofilos (%)
Eosindfilos (%)

Linfocitos (%)

Cepa C57BL/6 Cepa BALB/c
1dd 4 dd 1dd 4 dd
Control SR Control SR Control SR Control SR
n==6 n=28 n=5 n=>5 n==6 n=28 n=5 n=>5

96.3+2.7 75.0+10.7* 97.0+2.7 86.0+10.7 90.8+9.1 30.2+18.6* 88.2+1.8 66.8+6.1*
1.0+2.0 12.6+10.1* 0.8+0.4 1.6+x1.5 0.5+0.8 60.4+24.4* 0.2+0.4 1.6+1.1
0.3+0.5 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.3+0.5 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
2.3x0.5 12.4+4 .2** 2.2+2.6 12.4+10.0 8.3+8.2 9.4+7.0 10.7£1.8 31.6+5.9*

*p < 0.01, **p < 0.05
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Cuantificacion de citocinas Th1/Th2 en LBA

En los ratones C57BL/6 tratados durante 1 semana, se observd un
incremento significativo en el concentraciones de IFN-y 81.8 + 16.5 pg/ml mientras
que en los ratones BALB/c fueron significativamente menores 33.5 + 27.5 pg/ml; p
< 0.05. Como se esperaba se detectaron concentraciones importantes de IL-4 en
los ratones de las cepa BALB/c expuestos a SR 145.6 £ 30.5 pg/ml en relacion

con los ratones de la cepa C57BL/6 17.7 £ 9.0 pg/ml; p < 0.01.

En ratones C57BL/6 expuestos a SR durante 3 semanas y sacrificados a 1
dia se observé un aumento significativo de IL-12, GM-CSF, TNF-q, IL-2, IL-4 e IL-
10, asi como una disminucion de IFN-y; mientras que en los ratones BALB/c se
aprecio un aumento significativo de IL-12, GM-CSF, IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-5 e
IL-10, y en los animales sacrificados 4 dias después de la ultima instilacion con el

antigeno, todas las citocinas regresaron a sus concentraciones basales (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones de citocinas Th1/Th2 en LBA de ratones C57BL/6 y BALB/c, estimulados durante 3 semanas con

Saccharopolyspora rectivirgula.

Cepa C57BL/6 Cepa BALB/c
Control SR 1dia SR 4 dias Control SR 1dia SR 4 dias
Citocina
pg/ml n==6 n=8 n=5 n==6 n=28 n=5
IL-12 6.8+3.7 23.848.9* 5.9+4.2 4.8+3.8 30.1£12.5 3.7+2.8
GM-CSF 12.0+3.3 22.2+11.5 1.0£0.0 1.0£0.0 40.5+14.3 1.0£0.0
IFN-y 33.3+29.9 3.9+7.7* 9.9+15.4" 7.6+11.4 72.8425.1 1.0£0.0
TNF-a 87.5£12.8 476.1+552.8 56.9+33.4 207.8+138.9 667.41621.5 56.9+40.7
IL-2 1.8+2.4 21.4+20.2" 0.1+0.0 0.3+0.3 17.0+11.6° 0.5+0.4
IL-4 9.9+8.9 21.9+12.6° 1.2+0.3 1.0%0.0 21.9+10.1 4.0%0.9
IL-5 51.4+39.8 64.7+23.0 7.1+£3.6° 10.8+1.8 85.4+53.2" 12.2+4.9
IL-10 26.2+0.7 91.6+45.4" 23.946.9 50.5+31.4 108.9+37.6° 18.7+25.1

*p < 0.05



Inflamacion pulmonar inducida por SR

En ambas cepas se observo infiltrado inflamatorio en el parénquima
pulmonar con la formacion de lesiones granulomatosas después de la instilacion
de SR. En general, la inflamacioén se caracterizé por la presencia de un infiltrado
celular predominantemente polimorfonuclear en ratones sacrificados a 1 dia y una
mezcla de células polimorfonucleares y mononucleares (principalmente linfocitos)
en ratones sacrificados 4 dias después de la ultima instilacion (Figura 5). Sin
embargo, el analisis semi-cuantitativo de las lesiones histologicas reveld
diferencias importantes en la extensién de dafo pulmonar en las cepas de ratones
C57BL/6 y BALB/c (Figura 6). Los ratones C57BL/6 mostraron un incremento en
la extensién de las lesiones cuando fueron sacrificados 4 dias después de la
ultima instilaciéon comparado con los animales sacrificados 1 dia después. Asi, en
los ratones instilados 1 semana la extensién de las lesiones se increment6 de 8.1
1+ 8.0% a 29.0 £ 7.4% (p < 0.01) y en los tratados 3 semanas, de 26.3 £ 10.3% a
44.0 £ 5.5% (p < 0.01). En contraste, los ratones BALB/c mostraron una marcada
disminucién en la extension de dafo pulmonar cuando los animales fueron
sacrificados 4 dias después, tanto a 1 semana (36.9 £+ 11.3% vs 8.0 £ 2.7%; p <
0.01) como a 3 semanas (45.0 + 10.7% vs 20.0 + 0.0%, p < 0.01). Estos
resultados indican que los ratones de la cepa BALB/c (Th2) tienden a resolver el
dafio pulmonar inducido por el antigeno SR mientras que los ratones C57BL/6

muestran una progresion de la lesion pulmonar (Figura 6).
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Figura 5. Alteraciones morfoldgicas pulmonares en ratones sometidos a la
inhalacién de S. rectivirgula. A) Ratén BALB/c tratado con solucion salina; B)
Raton BALB/c tratado con S. rectivirgula durante 3 semanas y sacrificado 1 dia
después de la ultima administracion del antigeno; C) Ratén BALB/c tratado con S.
rectivirgula durante 3 semanas y sacrificados 4 dias después de la ultima
exposicion; D) Raton C57BL/6 tratado con solucidon salina; E) Ratén C57BL/6
tratado con S. rectivirgula durante 3 semanas y sacrificado 1 dia después de la
ultima administracién del antigeno; F) Ratén C57BL/6 tratado con S. rectivirgula
durante 3 semanas y sacrificado 4 dias después de la ultima exposicidn.
Secciones histologicas representativas tefiidas con hematoxilina-eosina, 10X.
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Figura 6. Evaluacion semicuantitativa de la extension del dafio pulmonar
inducido por la exposicion a SR. A) C57BL/6; B) BALB/c. Los ratones fueron
tratados con S. rectivirgula o solucion salina durante 1 y 3 semanas, y sacrificados
a 1 y 4 dias después de la ultima exposicion al antigeno. No se observaron
lesiones en ratones tratados con solucién salina (datos no representados en los
graficos). Se observa un incremento en el porcentaje de dafio pulmonar en ratones
C57BL/6 sacrificados a los 4 dias, mientras que los ratones BALB/c muestran una
disminucion. Cada simbolo representa un animal y los datos son expresados en

medias y dispersiones.
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Caracterizacion fenotipica de subpoblaciones celulares aisladas de pulmon

Las células pulmonares totales de ratones C57BL/6 y BALB/c tratados con
SR y con solucion salina (controles) fueron aisladas por digestion enzimatica con
colagenasa y se caracterizaron usando diferentes anticuerpos monoclonales, CD3,
CD4, CD8, TCR ap, TCR yd, NK/NKT para su analisis por citometria de flujo. En
los ratones control, la relacion CD4/CD8 fue siempre mayor en la cepa BALB/c
comparada con la C57BL/6. No se observaron cambios en la relaciéon CD4/CD8 en
ninguna de las dos cepas tratados 1 semana y sacrificados a 1 y 4 dias después
de la ultima administracion de SR. En contraste, en los ratones expuestos a SR
por 3 semanas y sacrificados 1 dia después de la ultima administraciéon, se
encontré un incremento significativo en la relacion CD4/CD8 en ambas cepas
C57BL/6 = 56 y BALB/c = 11.3 (Tablas 4 y 5). La relacion continud
significativamente incrementada en los ratones C57BL/6 sacrificados 4 dias

después.
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Los porcentajes de células NKT pulmonares se muestran en la Figura 7 y
en las Tablas 4 y 5. Se observd un incremento significativo de las células NKT
tanto en los ratones C57BL/6 como en los BALB/c tratados por 1 semana y
sacrificados 1 y 4 dias después de la ultima exposicién al antigeno, aunque con
una tendencia a la disminucion a los 4 dias. EI mismo comportamiento se observo
en los animales tratados durante 3 semanas, aunque en este caso, los porcentajes
de células NKT en los ratones BALB/c tendieron a normalizarse (Figura 7). Sin
embargo, se apreciaron algunas diferencias en la distribucién de las
subpoblaciones de células NKT (Tabla 4). Los ratones C57BL/6 tratados por 1
semana Yy sacrificados a 1 dia, mostraron un incremento de células NKT DN
comparado con ratones control (26.2 + 1.5% vs 47.7 + 2.7%; p < 0.01). Lo mismo
se observo en los ratones de la cepa BALB/c (9.0 £ 1.3% vs 35.5 + 4.0%; p <
0.01). En ambas cepas se conservo esta diferencia cuando los animales fueron
sacrificados a los 4 dias post-instilacion de SR. En cambio, a las 3 semanas y 1
dia los ratones C57BL/6 mostraron un incremento de células NKT CD4+ en
relacion con ratones control (54.9 £ 7.0% vs 83.6 £ 6.9%; p < 0.01), lo mismo se
observo a los 4 dias (59.8 + 4.6% vs 75.5 = 7.8%; p < 0.01). Por otro lado, la
subpoblacién de células NKT CD8+ disminuyo en los ratones C57BL/6 y BALB/c
tratados durante 3 semanas y sacrificados 1 dia en relacidén con controles como se
observa en la Tabla 5.

En relacion a las células NK, en ambas cepas se observd un incremento de

esta subpoblacién cuando recibieron SR por una semana y fueron sacrificados ya
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sea a 1 6 4 dias post-instilacién (Figura 8 y Tabla 4). Los ratones C57BL/6 que
recibieron 3 semanas el antigeno, no mostraron ninguna diferencia en el
porcentaje de células NK en comparacion con sus respectivos controles. Por el
contrario, los ratones BALB/c tratados por 3 semanas y sacrificados 1 dia (2.3
0.2% vs 15.8 + 2.6%; p < 0.01) o 4 dias (3.1£0.1% vs 15.1£0.6%; p < 0.01)
después de la ultima administracion del antigeno conservaron el aumento de las
células NK observado en la semana 1 (Figura 9).

Finalmente, se observo un incremento significativo de los linfocitos Tyd en
ambas cepas de raton cuando fueron tratadas con SR. La distribucion de las
células Tyd en las dos cepas de raton C57BL/6 y BALB/c se muestran en las

Figura 9.

60



A) Cepa C57BL/6

101 p <0.01
1
8.
=61 p<oo01
z 1
S 4 p <0.05 p < 0.01
T
2.
0 L] L] L] L] L]
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 dia 4 dias 1 dia 4 dias
1 semana 3 semanas

B) Cepa BALB/c

101

81 p < 0.01
v 61 p<0.01
zZ I ]
L 4 p <0.05

p<0.01
2. | '|
0 L] L] L] L] L] l
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 dia 4 dias 1 dia 4 dias
1 semana 3 semanas

Figura 7. Porcentaje de células NKT obtenidas de tejido pulmonar. A)
C57BL/6; B) BALB/c. Los ratones fueron expuestos a solucién salina y S.
rectivirgula durante 1 y 3 semanas y sacrificados a 1 y 4 dias después de la ultima
exposicion al antigeno. Las células totales fueron aisladas del pulmén izquierdo
por digestion enzimatica, tefiidas y analizadas por citometria de flujo. Los datos
son expresados en medias y desviaciones estandar.

61



A) Cepa C57BL/6

20
p<0.01
15+
N
<10+ p <0.05
5- - — —— ——
0 ._
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 dia 4 dias 1 dia 4 dias
1 semana 3 semanas
B) Cepa BALB/c
201 p < 0.01 b= 0.01
1
151  p<0.01
1
4
X [ 1
5.
—_
0
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 dia 4 dias 1 dia 4 dias
1 semana 3 semanas

Figura 8. Porcentaje de células NK obtenidas de tejido pulmonar. A) C57BL/6;
B) BALB/c. Los ratones fueron expuestos a solucidén salina y S. rectivirgula
durante 1 y 3 semanas y sacrificados a 1 y 4 dias después de la ultima exposiciéon
al antigeno. Las células totales fueron aisladas del pulmén izquierdo por digestion
enzimatica, tefidas y analizadas por citometria de flujo. Los datos son expresados

en medias y desviaciones estandar.
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Figura 9. Porcentaje de células T yd obtenidas de tejido pulmonar. A)
C57BL/6; B) BALB/c. Los ratones fueron expuestos a solucién salina y S.
rectivirgula durante 1 y 3 semanas y sacrificados a 1 y 4 dias después de la ultima
exposicion al antigeno. Las células totales fueron aisladas del pulmén izquierdo
por digestion enzimatica, tefiidas y analizadas por citometria de flujo. Los datos
son expresados en medias y desviaciones estandar.
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Tabla 4. Relacién CD4/CD8 y subpoblaciones de células NK y NKT en

semana con Saccharopolyspora rectivirgula.

ratones C57BL/6 y BALB/c, estimulados durante 1

Subpoblacién

celular

CD4/CD8

NK (%)
NKT (%)
NKT CD4+ (%)
NKT CD8+ (%)

NKT DN (%)

Cepa C57BL/6 Cepa BALB/c
1 dia 4 dias 1dia 4 dias

Control SR Control SR Control SR Control SR

n==6 n==8 n=>5 n=>5 n==6 n=28 n=>5 n=>5

1.9 1.1 21 21 3.8 3.3 3.0 3.0

5.8+0.3 14.9+2.9* 4.11+0.3 5.0+£0.5* 2.310.2 11.3£1.4* 2.5+0.2 6.310.8*
1.7£0.1 4.1+0.9* 0.810.2 2.7+0.3% 0.8+0.2 3.4+0.8* 0.8+0.1 2.5+0.4*
39.6+1.6 21.1+£3.6 56.6+6.9 57.2+4.4 69.9+0.5 495+ 5.2* 69.1+4.5 39.4+7.2*
34.2+1.5 31.2+£3.1 11.0£5.5 16.41£3.2 21.1£0.9 15.0+4.6* 22.2+4 1 16.3+£3.9%
26.2+1.5 47.7+£2.7* 6.911.3 18.04£3.0* 9.0+1.3 35.5+4.0* 8.5+1.1 18.7+3.2*

*p < 0.01
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Tabla 5. Relacién CD4/CD8 y subpoblaciones de células NK y NKT en ratones C57BL/6 y BALB/c, estimulados durante 3

semanas con Saccharopolyspora rectivirgula.

Subpoblacién

celular

CD4/CD8

NK (%)
NKT (%)
NKT CD4+ (%)
NKT CD8+ (%)

NKT DN (%)

Cepa C57BL/6 Cepa BALB/c
1 dia 4 dias 1 dia 4 dias
Control SR Control SR Control SR Control SR
n==6 n=_8 n=5 n=>5 n==6 n=_8 n=>5 n=>5

1.8 5.6* 1.8 3.7 3.6 11.3* 2.9 34
4.210.6 4.0£1.8 4.30.2 3.4£0.7 23302  15.8+2.6*  3.1%0.1 15.1£0.6*
2.5+1.1 7.9+2.1* 1.11£0.3 2.5+0.9** 0.9+0.1 5.8+1.7* 0.4+0.1 0.8+0.1**
54.9+7.0 83.6+6.9* 59.8+4.6 75.5+7.8* 60.8+6.0 64.3+4.7 20.0+1.1 34.3+2.9
31.7£5.8 4.515.9* 17.248.0 8.515.0 20.4+4.9 5.2+3.7* 47.712.8 36.7£9.5
13.4+4.7 11.944.9 21.6£5.4 9.0£3.4* 18.843.9 30.5+2.7* 32.2+2.5 30.0+9.0

*p < 0.01, **p = 0.05
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Desarrollo del modelo experimental en ratones BALB/c y BALB/c STATG6 -/-

Estos experimentos se realizaron con 3 semanas de exposicion a S.
rectivirgula y los animales fueron sacrificados 1 y 4 dias después de la ultima

exposicion al antigeno.

Cuenta celular total y diferencial de LBA

Los ratones BALB/c STAT6 -/- mostraron un menor numero de células
inflamatorias en los LBA en comparacion con los BALB/c silvestres tanto después
de recibir solucién salina como el antigeno SR. La exposicion al antigeno produjo
en ambos un aumento significativo en el numero de estas células (Tabla 6).
Adicionalmente, Los ratones BALB/c STAT6 -/- sacrificados a 1 dia mostraron un
incremento moderado de neutréfilos (1.0 £ 1.2% vs 9.5 + 57%, p < 0.01)
comparado con el aumento altamente significativo que mostro la cepa silvestre
(2.0 £ 1.5% vs 55.0 £ 11.9%, p < 0.01). Asimismo, la cepa silvestre mostrd un
incremento en el porcentaje de linfocitos cuando se sacrificaron a los 4 dias
(10.245.0% vs 42.5 + 3.6%, p = 0.05; Tabla 6), mientras que el raton KO no

mostro diferencias (1.7 £ 2.1% vs 4.2 +4.1%, p =n. s.).
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Tabla 6. Perfil celular diferencial en LBA de ratones BALB/c silvestres y BALB/c STAT6-/-, estimulados durante 3 semanas

con Saccharopolyspora rectivirgula.

Cepa BALBI/c Silvestre

Cepa BALB/c STATG6-/-

Cuenta celular total
(1x10° células/ml)

Macréfagos (%)
Neutrdfilos (%)
Eosindfilos (%)

Linfocitos (%)

1 dia 4 dias
Control SR Control SR
n=>5 n==6 n=>5 n=>5
1.3+0.1 13.0+0.1* 1.9+0.5 5.2+1.1*

85.0+4.9 35.0£13.3* 89.5+5.4 56.7£3.1**

2.0+1.5 55.0+11.9* 0.3+0.4 0.8+0.2
0.0+0.0 1.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
12.0£3.5 9.0£3.5 10.245.0 42.5+£3.6**

1 dia 4 dias
Control SR Control SR
n=>5 n==6 n=>5 n=>5
0.7+0.0 5.2+0.8* 0.6+0.1 3.1£0.1*

97.0£3.0 82.0+2.9 97.3+2.1 87.8+4.1

1.0£1.2 9.645.7* 1.0+1.0 8.0+0.2*
0.0+£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
2.0£2.1 8.5+4.2* 1.7+2.1 4.2+4 1

*p <0.01, **p < 0.05
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Los ratones BALB/c STAT6 -/- desarrollan dafo pulmonar parecido al

observado en la cepa C57BL/6

Para conocer un poco mas acerca del papel de la polarizacién Th2 en
ratones BALB/c en la respuesta inflamatoria, se comparé el porcentaje de
extension de dafo pulmonar y las subpoblaciones de células T en ratones BALB/c
silvestres y BALB/c STATG6-/- (deficientes de células Th2) expuestos 3 semanas a
SR. Se observo un incremento progresivo en la extensién de dafo pulmonar en
los ratones BALB/c STAT6-/- (13.3 £ 11.7% sacrificados a 1 dia; 30.0 + 14.1%
sacrificados a 4 dias; p = 0.05). Por el contrario, los ratones BALB/c silvestres

mostraron una disminucion significativa de la extension de dafio (Figura 10).
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Figura 10. Extension de las lesiones pulmonares en ratones BALB/c
silvestres y BALB/c STATG6-/-. Los animales fueron expuestos a SR durante 3
semanas Yy sacrificados a 1 dia y 4 dias después de la ultima administracion. Los
ratones BALB/c STATG6-/-, sacrificados 4 dias después, mostraron un incremento
en la extensiéon del dano pulmonar en comparacion con el que se observo en los
ratones sacrificados a los 4 dias. No se observaron lesiones en ratones tratados
con solucidon salina (datos no representados en los graficos). Cada simbolo
representa un animal y los datos son expresados en medias y dispersiones.
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Determinacion de células NKT, NKy T y3

Un hallazgo no descrito previamente fue que los ratones control BALB/c
STATG6 -/- muestran porcentajes de células NKT significativamente mayores (9.5 +
1.1%) comparado con los ratones control BALB/c silvestre (0.9 + 0.1%; p < 0.01;
Tabla 7 y Figura 11). Estos elevados porcentajes basales se mantuvieron sin
cambios después de exposicion a SR tanto en los sacrificados a 1 como a 4 dias
después de la ultima instilacion del antigeno.

En relacion a las subpoblaciones de células NKT, los ratones BALB/c STAT6-/-
mostraron un aumento significativo de las células NKT CD4+ tanto a 1 dia (9.9
0.4% vs 39.1 £ 8.1%; p < 0.05) como a 4 dias (12.5 + 7.6% vs 44.6 £ 5.1%, p <
0.04) y de las células NKT DN (6.3£1.9% vs 22.916.4% p < 0.01 a 1 dia y
0.1£0.1% vs 7.913.4% a los 4 dias; p < 0.01). El incremento de estas dos
subpoblaciones se relaciond con una disminucion significativa de las células NKT
CD8+. Los ratones BALB/c silvestres tratados con SR mostraron cambios
similares a los observados cuando se compararon con la cepa C57BL/6, esto es,
un incremento de las células NKT DN y una disminucién de las células NKT CD8+.

Al igual de lo que se observd con las células NKT, los ratones STAT6 -/-
control mostraron un aumento en los porcentajes de células NK los cuales se
mantuvieron sin cambios en los animales expuestos a SR. En contraste, los
ratones BALB/c silvestres tuvieron un incremento significativo cuando fueron

sacrificados a 1 dia (2.0 £ 0.5% vs 14.6 + 3.2%; p <0.01) y a 4 dias (2.7 + 0.3%
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vs 16.2 £ 1.3%; p < 0.01) después de la ultima inhalacion del antigeno (Tabla 7 y
Figura 11).
Por ultimo, en ratones BALB/c silvestre y BALB/c deficiente de Th2 se observo un

incremento de las células Tyd después de la administracién de SR (Figura 11).
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Tabla 7. Relaciéon CD4/CD8 y subpoblaciones de células NK y NKT en ratones BALB/c silvestres y BALB/c STAT6 -/-,

estimulados durante 3 semanas con Saccharopolyspora rectivirgula.

Cepa BALB/c Silvestre Cepa BALB/c STATG6-/-

Subpoblacién 1 dia

4 dias 1 dia 4 dias
celular
Control SR Control SR Control SR Control SR
n=>5 n==6 n=5 n=5 n=>5 n==6 n=>5 n=>5
CD4/CD8 3.5 9.9 3.2 41 7.3 9.6 4.2 6.8
NK (%) 2.0+0.5 14.6+3.2* 2.7+0.3 16.2+1.3* 11.6+2.8 13.0+2.9 11.8+2.7 10.7+£3.5
NKT (%) 0.9+0.1 4.2+0.2* 0.5+0.1 0.8+0.2 9.5+1.1 9.0+2.5 11.0+1.1 10.4+3.3
NKT CD4+ (%) 54.8+1.2 51.611.2 20.4+0.5 33.9+0.8 9.9+0.4 39.1+8.1** 12.5+7.6 44 .6+5.1**
NKT CD8+ (%) 28.3+1.1 12.4%1.8* 46.9+0.9 35.9+0.9* 83.2+1.6 24.6+3.6* 83.5+11.4  41.0+7.7*
NKT DN (%) 14.0+2.7 36.0+1.7* 30.4+1.6 27.7+2.5 6.3+1.9 22.9+6.4* 0.1+0.1 7.9+3.4*

*p < 0.01, **p < 0.05
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Figura 11. Porcentajes de células NKT, NK y Tyd en ratones BALBI/c
silvestres y BALB/c STAT6 -/-. Los animales fueron expuestos a solucion salina
(control) y a S. rectivirgula (SR) durante 3 semanas y sacrificados a 1 y 4 dias
después de la ultima administracion. Las células totales fueron obtenidas del
pulmén izquierdo por digestidon enzimatica, tefidas y analizadas por citometria de
flujo. Los datos son expresados en medias y desviaciones estandar.
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Expresion de IFN-y, IL-4 y GATA-3 en tejido pulmonar

La expresion de los genes de IFN-y, IL-4 y GATA-3 en tejido pulmonar fue
evaluada por RT-PCR en tiempo real. Los ratones BALB/c STAT6 -/- mostraron
expresiones basales elevadas de IFN-y en relacion con ratones BALB/c silvestres
(1.4 +£0.4 vs 11.0 £ 2.8; p < 0.05), sin cambios después de la instilacion de SR. En
cambio los ratones silvestres mostraron un incremento significativo de este
mediador cuando fueron expuestos al antigeno (Figura 12A). La expresion de IL-4
fue indetectable en ambas cepas, mientras que los ratones STAT6 -/- mostraron
expresiones basales elevadas de GATA-3 en relacion con ratones control de la
cepa silvestre (3.6 £ 0.5 vs 3550.0 £ 650.5; p < 0.05) sin cambios después de la
exposicion al antigeno. Después del estimulo con SR los ratones BALB/c

silvestres mostraron una elevacion significativa de GATA-3 (Figura 12B).
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Figura 12. Expresion de IFN-y y GATA-3 en tejido pulmonar de ratones
BALB/c silvestres y BALB/c STAT6-/-. Los animales fueron expuestos a solucion
salina (control) y a S. rectivirgula (SR) durante 3 semanas y fueron sacrificados a 1
y 4 dias después de la ultima administracion. La expresién fue analizada por RT-
PCR en tiempo real y los valores fueron normalizados con GAPDH y presentados
como cambios relativos en comparacion con las muestras del calibrador no
tratado. Los datos son expresados en medias y desviaciones estandar.
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8. DISCUSION

Varios estudios han propuesto que el desarrollo de NH en modelos
animales y seres humanos esta mediado principalmente por una respuesta
inmune tipo Th1 (Barrera et al., 2008; Yamasaki et al., 1999; Butler et al., 2002).
Sin embargo, el cambio de Th1 a Th2 parece ser determinante en la progresion de
la inflamacion hacia NH crénica vy fibrosis pulmonar (Barrera et al., 2008; Pardo et
al., 2002). Se ha sugerido que en etapas tempranas del proceso inflamatorio
pulmonar en NH la respuesta esta mediada principalmente por IFN-y y con una
participacion significativa de citocinas anti-inflamatorias (Th2) que pueden atenuar
la inflamacién. Sin embargo en etapas tardias se observa un predominio de la
respuesta Th2 que contribuye a la produccién de factores pro-fibréticos como
TGF-B, entre otros. No obstante, a pesar de que la NH es una enfermedad que se
considera Th1, se ha descrito recientemente que los pulmones de ratones tratados
con SR presentan bajos cantidades de IFN-y y una marcada disminucion en la
produccion de IFN-y por parte de las células T (Simonian et al., 2009).

En este contexto, se decidid explorar la respuesta inflamatoria en ratones
que muestran una diferente polarizacion Th. Los resultados mostraron diferencias
importantes en la cinética del dafio pulmonar entre los ratones C57BL/6 (Th1) y los
ratones BALB/c (Th2). Esencialmente se observé que los ratones C57BL/6
tratados con SR durante 1 y 3 semanas muestran lesiones pulmonares

progresivas mientras que en los ratones BALB/c el dafio pulmonar disminuye. De
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manera interesante se observo que los ratones BALB/c deficientes de Th2 (STAT6
-/-) se comportan de manera similar a los ratones C57BL/6, es decir presentan un
dafo pulmonar progresivo. Cabe sefalar, que los ratones no tratados con SR de la
cepa STAT6 -/- presentaron altas expresiones de IFN-y y GATA-3 en tejido
pulmonar en relacion con la cepa BALB/c silvestre. GATA-3 es un factor de
transcripcion que induce desarrollo de Th2 e inhibe la diferenciacion de células
Th1 y es esencial en la reaccidon de hipersensibilidad de las vias aéreas
(Yamashita et al.,, 2004; Yamashita et al., 2006; Finotto et al., 2001). Se ha
sugerido que la sobre-regulacion de GATA-3 confiere un papel protector a
desarrollar NH por el aumento de la respuesta Th2 y por la supresion de la
produccion de IFN-y (Matsuno et al., 2007); sin embargo en este trabajo no se
presentd dicho efecto. En el ratén control BALB/c silvestre, se observo baja
expresion de GATA-3, pero tras la exposicion a SR aumentaron significativamente.
En los ratones BALB/c STAT6-/- también se encontrd6 una alta expresion de
GATA-3 sin cambios entre los controles y los tratados con SR.

Con respecto a las concentraciones de citocinas en el LBA en los ratones
BALB/c y C57BL/6, después de la estimulacion de la repuesta inmune con los
antigenos de SR se observo un perfil Th1 en la cepa C57BL/6 y un perfil Th2 en
BALB/c. De manera interesante, en los ratones C57BL/6 no tratados con SR se
detectaron concentraciones elevadas de IFN-y y sin un aumento posterior al

tratamiento con SR.
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Estos resultados correlacionan con hallazgos previos que demuestran que
los ratones Th1 tratados con SR expresan bajas cantidades de IFN-y en el pulmén
después de dos semanas de exposicion a SR (Simonian et al; 2009). Por otra
parte, se ha sugerido que las citocinas Th2 modulan la severidad de la NH en
cepas de ratones DBA/2 (Butler et al; 2002). También, se ha descrito que la
produccion de IFN-y por neutréfilos, en modelos murinos de NH, es suficiente para
la formacion de granulomas en ausencia de células T (Nance et al., 2005).

Estudios previos han revelado que los pacientes con NH presentan
diferentes subtipos de células T funcionales dependiendo de la etapa clinica de la
enfermedad (Barrera et al., 2008).

En este estudio, se encontraron diferencias interesantes en la distribucion
de subpoblaciones de células NK, T (NKT y Tyd) entre los ratones con NH de las
cepas C57BL/6, BALB/c silvestre y BALB/c STAT6 -/-.

Asimismo, se observo un incremento importante de células NK en ratones
de ambas cepas tratados 1 semana y sacrificados a 1 y 4 dias. También se
encontrd, un incremento de estas células en ratones BALB/c tratados a 3 semanas
y sacrificados a 1 y 4 dias después de la ultima administracién del antigeno. En
contraste, en la cepa C57BL/6 a las 3 semanas no se apreciaron diferencias en los
porcentajes de esta subpoblacién celular. Los ratones STAT6 -/- control mostraron
un aumento en los porcentajes de células NK, que se mantuvieron también

elevados en los animales expuestos a SR. Los ratones BALB/c silvestres tuvieron
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un incremento significativo de las células NK sacrificados tanto a 1 y 4 dias post-

instilacion de SR.

En relacidn con las células de NK, algunos estudios han demostrado que
cuando éstas son estimuladas con IL-4 pueden provocar anormalidades en la
maduraciéon de células dendriticas, posiblemente por la induccion de una
respuesta Th2 y una tolerancia inmune (Marcenaro et al., 2005). Sin embargo
cuando son estimuladas con IL-12 producen IFN-y y promueven la correcta

maduracién de las células dendriticas y la respuesta Th1.

Durante la infeccion por influenza, las células NK son reclutadas en el
pulmén donde interactuan con células infectadas como células epiteliales,
monocitos, células dendriticas y células T, lo cual contribuye a la proteccién
limitando la replicacion viral y promoviendo una respuesta efectiva de linfocitos T

citotoxicos (Culley, 2009).

Por otro lado se ha observado en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica
la reduccion de NKG2D en células NK, NKT, y T yd en LBA incrementandose la
expresion de MICA (del inglés MHC class | chain-related gene A) soluble y TGF-j,
lo cual confiere susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad, asi como una alta
expresion de MICA en células epiteliales y fibroblastos en el pulmén; también se
observa un incremento significativo en la frecuencia del alelo MICA*001 y la

disminucién en la frecuencia de MICA*004, lo cual sugiere que dichos ligandos de
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células NK desempefian un papel importante en la regulacién de la progresion de

la enfermedad (Aquino-Galvez, 2009).

Las células NK confieren un efecto protector contra fibrosis; en modelos de
fibrosis pulmonar inducida con bleomicina, la falta de reclutamiento de células NK,
reduce la produccién de IFN-y en el pulmén y la fibrosis incrementa, sin embrago
se ha observado que el tratamiento exdgeno de IFN-y confiere un efecto
terapéutico, demostrando la importancia de las células NK productoras de IFN-y en
la regulacién de fibrosis pulmonar.

Estudios han sugerido la utilizaciéon de IFN-y en la terapéutica en pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica, pero en un ensayo reciente no se encontré ninguna
ventaja clinica de este tratamiento (Culley, 2009).

En los ratones C57BL/6 como BALB/c expuestos 1 y 3 semanas al antigeno
mostraron un incremento significativo en las células NKT. En los ratones control
BALB/c STAT6 -/- los porcentajes de células NKT fueron mayores comparado con
los ratones control BALB/c silvestre y estos porcentajes se mantuvieron sin
cambios aun en los animales expuestos a SR tanto en los sacrificados a 1 y 4 dias
después de la exposicion al antigeno. Se puede inferir que las modificaciones en
estas subpoblaciones celulares pueden explicar, al menos parcialmente, la
diferencia en la respuesta inflamatoria a la Saccharopolyspora rectivirgula que se
observaron entre las dos cepas de ratén.

Por ejemplo, en estudios experimentales indican que las células NKT

desempefian un papel importante en la respuesta del huésped hacia un amplio
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intervalo de infecciones respiratorias (Boyton, 2008). En particular, en
investigaciones en modelos de ratdon han sugerido que las células NKT
contribuyen a la proteccion para el desarrollo de NH por la produccion de citocinas
tipo Th2 reflejado en una reduccidon en el reclutamiento de neutréfilos y en la
produccion de IFN-y (Gudmundsson et al., 1998). En este mismo sentido se ha
descrito que las células NKT CD4+ productoras de IL-4 previenen la NH por la
supresion de IFN-y (Hwang et al., 2006). También desempefan importante papel
protector en fibrosis pulmonar atenuando la inflamacion pulmonar inducida por
bleomicina (Kim et al., 2001). Diversas investigaciones sugieren que las ceélulas
NKT CD4+ y DN (CD4-, CD8-) tienen diferentes funciones dependiendo de su
respuesta Th1 y Th2. Estudios funcionales de células NKT estimuladas con a-
galactosilceramida han demostrado que si las células dendriticas interactuan con
las células NKT CD4+ inducen una polarizacién Th1 y si interactuan con células
NKT DN inducen una respuesta Th2 (Liu et al., 2008).

Finalmente, ambas cepas tratadas con SR mostraron un incremento
significativo de las células Tyd en todos los tiempos estudiados, su incremento fue
mas notorio a las 3 semanas en la cepa BALB/c sugiriendo que también podria
participar en mecanismos de proteccion al dafo pulmonar. En los ratones BALB/c
silvestre y BALB/c deficiente de Th2 se observd un incremento de las células Tvyd
después de la administracion de SR. Este resultado sugiere una relacion con el
mejor control del dafio pulmonar. En este contexto, diferentes estudios indican que

las células NK y T yd6 desempenan un papel importante en la respuesta inmune
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innata contra células infectadas y transformadas y estan involucradas en la

regulacion de la inflamacion de pulmonar.

En este sentido, se ha reportado que el reto antigénico con B. pertussis en
ratones TCR yd -/- provoca mayor inflamacion pulmonar que en los animales
silvestres, sugiriendo una respuesta regulatoria por parte de las células T yd sobre
la respuesta inflamatoria pulmonar temprana a la infeccion bacteriana (Zachariadis
et al., 2006). Por otro lado, se ha descrito en un modelo murino de NH que las
células T yd son productoras de IL-17, citocina que desempefia un papel central en
la eliminacioén bacteriana y en la resolucion de la inflamacion, lo cual sugiere que
estas células podrian desempenar un papel importante en el control de la
enfermedad (Simonian, 2009). En este modelo se propone un efecto similar,
donde se observd un aumento de células T yd y una disminucidon en el dano
pulmonar en los ratones BALB/c (Th2) silvestres tratados durante 1 y 3 semanas
con S. rectivirgula y sacrificados 4 dias después de la ultima administracién del
antigeno. Por otra parte es importante sefialar que las células T yd intra-epiteliales
son importantes en la reparacion del tejido por su produccion de citocinas vy
factores de crecimiento epitelial (Holtmeier, 2003). Ensayos funcionales en ratones
han demostrado que las células T yd ejercen una funcién anti-fibrética (Simonian et
al., 2006). Se ha observado una disminucion de las células T y5 en pacientes con
NH crénica, fendbmeno que no se observd en pacientes subagudos que
habitualmente se recuperan (Barrera et al., 2008), lo cual sugiere un papel

importante de estas células en la regulacién de la inflamacién en NH.
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9. CONCLUSIONES

Los hallazgos muestran diferencias significativas en la progresion de dano
pulmonar y en las subpoblaciones de células T, en ratones con respuesta inmune
tipo Th1 y Th2 tratados con Saccharopolyspora rectivirgula. En este sentido, los
ratones Th2 tienen una tendencia a controlar la extension de la lesién pulmonar
mientras que los ratones Th1 y los deficientes en respuesta Th2 presentan un
incremento progresivo del dafio pulmonar, posiblemente debido al desarrollo de un
eficiente efecto anti-inflamatorio Th2. Asimismo, los resultados sugieren un cierto
efecto protector de las células NKT DN, NK regulatorias y células T y3. Sin
embargo, es necesario realizar estudios funcionales de estas células para
corroborar su posible papel en la respuesta inmune ante antigenos que provocan

neumonitis por hipersensibilidad.
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It is considered that hypersensitivity pneumonitis (HP) occurs with a Th1 cell dominance; however, the role
of Th1/Th2 balance is still unclear. C57BL/6 (Th1-biased), BALB/c wt (Th2-biased) and BALB/c Stat6—/—
(Th2 deficient) mice were treated with Saccharopolyspora rectivirgula (SR) or saline during 3 weeks, and
sacrificed 1 and 4 days (early and late response) after the last administration. Lung isolated T cell
subpopulations were analyzed and lung damage extent was quantified. C57BL/6 wt mice exhibited a
significant increase in the extent of lung damage when sacrificed at 4 days compared with those sacrificed
1 day after the last SR administration. In contrast, BALB/c wt mice showed a progressive decrease in the
Saccharopolyspora rectivirgula extent of lung damage. A significant increase of NKT CD4+ subset was found in C57BL/6 mice while NKT DN
T cells cells were increased in BALBc wt mice. Also, NK and y5 T cells were increased in BALB/c mice at 1 and 4 days.
Thi Stat6 —/ — mice behave similar to the C57BL/6 mice, showing a progressive increase in the extent of lung
damage. A significant increase in the levels of Th1 and Th2 cytokines was observed in bronchoalveolar lavage
from the SR-treated mice. These results confirm a predominant role of the Th1 response in HP and suggest
that the control of inflammation by Th2 biased mice may be related with the increase of NKT DN cells and
regulatory NK and 6 T cells.
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Introduction

Hypersensitivity pneumonitis (HP) is an inflammatory immune-
mediated interstitial lung disease caused by the exposure to organic
particles (Selman, 2004; Lacasse et al., 2003). Avian proteins,
thermophilic bacteria and fungi are the most common antigens. The
pathogenesis is uncertain but evidence indicates that different T cell
populations play an important role in the development of HP and
influence the clinical course of the disease (Barrera et al., 2008;
Yamasaki et al., 1999; Pardo et al., 2000; Denis, 1995).

Experimental and clinical evidence suggest that the Th1 cytokines
play an important role in the pathogenesis of HP (Schuyler et al.,
1997; Gudmundsson and Hunninghake, 1997; Butler et al., 2002). Th2
polarization has been associated with chronic HP and progression to
pulmonary fibrosis (Barrera et al., 2008). Thus, BAL lymphocytes
isolated from patients with subacute HP, stimulated in vitro with the
specific antigens, expressed and released significant levels of IFN-y
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and low levels of IL-4 compared with those with chronic HP (Barrera
et al., 2008). Mice studies using Saccharopolyspora rectivirgula (SR)
to induce HP have demonstrated that lung response is driven by IFN-
v and possibly IL-12 (Gudmundsson and Hunninghake, 1997;
Gudmundsson et al., 1998; Pan et al., 2000). In contrast, Th2 biased
mice display less inflammatory responses after SR-derived antigen
exposure compared with Th1 biased strains (Schuyler et al., 1997;
Ghadirian and Denis, 1992), possibly as result of IL-4 or GATA-3
overexpression (Matsuno et al., 2007). Likewise, a protective role of
IL-4 producing NKT cells in the development of HP has been described
(Hwang et al., 2006). However, some contradictory results have also
been reported. Thus, in a recent study, analysis of lung cytokines levels
at various time points after SR exposure failed to identify a
predominant Th1 or Th2 phenotype (Simonian et al., 2009). Also,
some evidence indicates that the main source of IFN-vy in the
experimental models of HP, are neutrophils (Nance et al., 2005).
Therefore, the role of Th1/Th2 balance in the pathogenesis of HP is
still unclear.

In this study, we analyzed the inflammatory response and the
dynamics of lung derived T cell subpopulations in C57BL/6 (Th1-
biased) and BALB/c (Th2-biased) mice exposed to SR for 3 weeks and
sacrificed 1 and 4 days after the last exposure. To further evaluate the
role of the Th1/Th2 balance in the pathogenesis of lung damage, BALB/
¢ Stat6 —/ — mice (Th2 deficient) were also studied.
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Materials and methods

Wild-type C57BL/6 and BALB/c wild-type female mice were
purchased from Harlan Sprague Dawley, Mexico. Also, an Stat6—/—
knockout (KO) BALB/c female mice (homozygous Stat6™!™/Stat6™!cru
mutation, exhibiting a striking defect in the Th2 cell lineage develop-
ment) were obtained from Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). All
experiments were conducted according to animal experimental ethics
committee guidelines and were approved by the Institutional Review
Board.

Induction of hypersensitivity pneumonitis

Saccharopolyspora rectivirgula (SR) was kindly given by Dr.
Cormier (Laval University, Quebec, Canada). HP was induced in
C57BL/6 (n=13), BALB/c wt (n=13), and BALB/c Stat6—/—
(n=11) mice by intranasal administration of 100 pg of SR resus-
pended in saline solution during 3 consecutive days per week during
3 weeks. A similar number of control mice treated with intranasal
saline were also studied in the same conditions to the experimental
mice. Experimental and control mice were sacrificed 1 and 4 days
after the last antigen or saline administration as previously described
(Hagood et al., 2005). All studies were performed by triplicate with a
total number of (n=39) C57BL/6, (n=39) BALB/c wt and (n=33)
BALB/c Stat6 —/ — mice.

Bronchoalveolar lavage (BAL)

BAL was performed three times with 0.5 ml of saline solution; the
recovered volume was approximately 800 ul without differences
between SR and saline-treated mice. BAL cells were pelleted by
centrifugation at 1500 rpm at 4 °C during 10 min and used for total
and differential cell counting. Supernatants were frozen at — 80 °C.

Histology

Four um sections were stained with hematoxylin and eosin and
Masson's trichrome, and were scored blindly for severity and extent of
the lesions as previously described (Pardo et al., 2003).

Characterization of lung T cell subsets by flow cytometry

Lung cells were isolated by enzymatic digestion with collagenase
(Clostridium histolycum, type VIII; Sigma-Aldrich) at 37 °C during
20 min and tissue disaggregation. Mononuclear cells were separated
with Percoll density gradient. Cells were stained with anti-CD3-APC,
anti-CD4-APC-Cy7, anti-CD8-PE-Cy5, anti-NK/NKT-PE, anti-TCRaf3-
PE-Cy5, anti-ydTCR-PE conjugated monoclonal antibodies. To prevent
nonspecific binding to Fc receptors purified anti-mouse CD16/CD32
mADb 2.4G2 blocking reagent was added to the monoclonal antibody
mix. After staining, all samples were resuspended in 300 pl of 0.5%
paraformaldehyde. The T cell subsets were evaluated with the
acquisition of 50,000 events and analyzed with a FACSAria system
using the FACSDiva software version 6.1 (BD Biosciences, San Jose,
CA).

Lung tissue cytokine mRNA expression

IFN-v, IL-4 and GATA-3 expression levels were measured by real
time PCR using TagMan probes. Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) expression was used as an endogenous control
(Applied Biosystems). One-step RT-PCR was performed for each
target gene and GAPDH in a singleplex format using a total of 200 ng
of RNA and the TagMan one-step RT-PCR master mix reagent Kit in a
7500 real time PCR system (Applied Biosystems). The cycling
parameters were as follows: reverse transcription at 48 °C for

30 min, AmpliTaq activation at 95 °C for 10 min, denaturation at
95 °C for 155, and annealing/extension at 60 °C for 1 min (cycle
repeated 40 times). Triplicate cycle threshold Ct values were analyzed
using the comparative Cy (AACr) method of the SDS software (Applied
Biosystems). For statistical analysis the values were first normalized
to the endogenous reference gene (GAPDH) and then presented as
relative change in comparison to the untreated calibrator sample in
relative quantification (RQ) units.

Th1/Th2 cytokine quantification in bronchoalveolar lavage

The levels of Th1 and Th2 cytokines (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12,
[FN-y and TNF-a) and GM-CSF were determined BAL fluids by
Luminex (Bio-Rad. Laboratories, Inc., CA). Briefly, 50 ul of BAL were
incubated in presence of cytokine/chemokine specific monoclonal
antibodies and the complexes were incubated with biotinilated
antibodies. The reactions were detected with streptavidin—phycoerythrin.
The standard curves were generated with a dynamic range between 5
and 20,000 pg/mL. The results were analyzed by using Bio-Plex v 4.1
software.

Statistical analysis

The values are expressed in mean 4+ standard deviation. Differ-
ences between groups were analyzed by the Mann-Whitney U test
using the software SPSS v. 15, The p values <0.05 were considered
statistically significant.

Results
Lung inflammation induced by SR differs in C57BL/6 and BALB/c strains

Both strains exhibited inflammatory cells infiltrates in the lung
parenchyma with the formation of granulomatous lesions after SR
instillation (Fig. 1). In general, inflammation was characterized by the
presence of a predominantly polymorphonuclear cell infiltration in
mice sacrificed at day 1, and a mixed, polymorphonuclear and
mononuclear cell infiltrates in mice sacrificed 4 days after the last
instillation. However, semi-quantitative analysis of lung histology
revealed important differences in the extent of lung damage between
C57BL/6 and BALB/c (Fig. 2). Thus, BALB/c mice exhibited a marked
decrease in the extent of lung damage when sacrificed 4 days after the
last SR administration compared with the animals sacrificed 1 day
after (45.0 £+ 10.7% versus 20.0 + 0.0%, p = 0.002). In contrast, C57BL/
6 mice showed a progressive increase in the extent of the lung
damage. Thus, the extent of the lesions was 26.3 +10.3% at 1 day and
increased until 44.0 4 5.5% after 4 days; p=0.01.

BAL cell profile

The total number of inflammatory cells was increased in both
strains at 1 and 4 days, but this increase was significantly higher in the
BALB/c mice. Differential cell count revealed a significant increase of
neutrophils in both mice strains when sacrificed 1 day after the last SR
administration (Table 1). This increase was significantly higher in the
SR-treated BALB/c mice compared to the non stimulated control mice
(p=0.008). C57BL/6 mice showed an increase of BAL lymphocytes in
both (1 and 4 days) sacrifice times (p=0.04) while BALB/c mice
showed a rise only at 4 days after the last SR exposure (p=0.004).

Differences in the distribution of lung T cell subpopulations

Total lung cells were isolated by enzymatic digestion with
collagenase and the T cell subpopulation were examined by flow
cytometry. In saline-treated control mice, the CD4/CD8 T cell ratio (as
well as the percent of lymphocytes) was always higher in the BALB/c
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Fig. 1. Histology of lung damage following intranasal inhalation of saline or S. rectivirgula. (A) BALB/c mice treated with saline; (B) BALB/c mice treated with S. rectivirgula during
3 weeks and sacrificed 1 day after the last antigen administration; (C) BALB/c mice treated with S. rectivirgula during 3 weeks and sacrificed 4 days after the last exposure; (D) C57BL/6
mice treated with saline; (E): C57BL/6 mice treated with S. rectivirgula during 3 weeks, sacrificed 1 day after the last antigen administration; (F) C57BL/6 mice treated with S. rectivirgula
during 3 weeks, sacrificed 4 days after the last exposure. Representative histologic sections stained with haematoxilin and eosin, 10x.
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Fig. 2. Semi-quantitative evaluation of the extent of lung damage. BALB/c (A) and
C57BL/6 (B) were treated with S. rectivirgula or saline during 3 weeks and sacrificed 1
and 4 days after the last antigen exposure. Each symbol represents one animal. Data are
expressed as mean + SD. No lesions were observed in saline-treated mice. A significant
decrease in the percentage of lung damage was observed in BALB/c mice when
sacrificed at day 4, while a significant progression was noticed in the C57BL/6. All
experiments were performed by triplicate.

compared with the C57BL/6 strain (Table 1). After SR exposure, a
significant increase of the CD4/CD8 T cell ratio was found in mice from
both strains sacrificed 1 day after the last SR administration, although
the ratio was higher in the BALB/c mice. At 4 days the CD4/CD8 ratio
decreased reaching normal values in the BALB/c mice, and remained
marginally but significantly higher in the C57BL/6 mice.

Levels of NKT cells are shown in Fig. 3A and Table 2. A significant
increase was observed in the SR-treated BALB/c (p=0.0007) and
C57BL/6 (p=0.0007) mice when sacrificed at 1 day with a decrease
when sacrificed at day 4. However, some differences were observed in
NKT cell subsets, Table 2. C57BL/6 mice sacrificed at 1 day, showed an
increase of NKT CD4+ cells (83.6 + 6.9%) compared with control mice
(54.9+7.0%; p=0.0007). Under the same experimental condition, an
increase in NKT DN cells was noticed in BALB/c mice (30.542.7%
versus 18.8 4+ 3.9 in non-treated mice; p=0.0007). In both strains, a
decrease of NKT CD8+ cells at day 1 was also observed (BALBc:
p=0.001; C57BL/6: p=0.0007). When mice were sacrificed at
4 days, an increase in the NKT CD4+ subset was observed in BALB/c
(34.3£2.9% p=ns) and C57BL/6 (75.5 £ 7.8%, p = 0.02) mice, with a
significant decrease in the percentage of NKT DN cells (p=0.008)
(Table 2).

Also a significant increase of NK cells was detected in BALB/c mice at
1 day (15.8 +2.6% versus 2.3 4 0.2%; p=0.0007) and 4 days (15.1 £ 0.6%
versus 3.140.1%; p=0.008) after the last antigen administration. By
contrast, no changes were observed in the C57BL/6 strain (Fig. 3B and
Table 2).

The distribution of v T cells in BALB/c and C57BL/6 strains are
also shown in Fig. 3C and F. A significant increase of yoT cells was
observed in both BALBc and C57BL/6 mice after SR instillation,
although the rise was higher in the BALB/c mice.

Th1/Th2 cytokine levels in BAL

A significant increase in the levels of TNF-o, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
and IL-12 was observed in the BAL fluids from both C57BL/6 and BALB/
c strains treated with the Saccharopolyspora rectivirgula during 3 weeks
and sacrificed 1 day after the last exposure (Table 3). All the cytokines
return to the normal levels in mice sacrificed at 4 days. Interestingly,
the only difference that we found between both strains was in the
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Table 1
BAL cell profile in BALB/c and C57BL/6 mice after 3 weeks of exposure to Saccharopolyspora rectivirgula.
BALB/c C57BL/6
1day 4 days 1 day 4 days
Control SR Control SR Control SR Control SR
Total cell count (1 x 106 cells/ml) 15402 13.7+18" 15402 99+08" 1.6+02 44+02" 1.0402 27403
Macrophages (%) 90.84+9.1 30.2 +18.6% 882418 66.8+6.1" 96.342.7 75.0+£10.7 97.0£2.7 86.04+10.7
Neutrophils (%) 0.54+0.8 60.4 +24.4% 0.2+04 1.6+1.1 1.0+£2.0 12.6+10.1% 0.8+04 1.6+1.5
Eosinophils (%) 03405 0.04+0.0 0.0+£0.0 0.04+0.0 0.34+0.5 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0
Lymphocytes (%) 83482 94470 10.7+£1.8 31.6+£59" 23405 124 442" 22426 12.4+10.0
SR: Saccharopolyspora rectivirgula.
* p=0.004.
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Fig. 3. Percentage of NKT, NK and T cells obtained from lung tissue. BALB/c (A, B, C) and C57BL/6 (D, E, F) mice were exposed to saline or S. rectivirgula during 3 weeks and
sacrificed 1 and 4 days after the last antigen exposure. Total cells were isolated from the left lung by enzymatic digestion, stained, and analyzed by flow cytometry. All experiments
were performed by triplicate.
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Table 2

NK and NKT subpopulations in BALB/c and C57BL/6 mice after 3 weeks of exposure to Saccharopolyspora rectivirgula.
Cell BALB/c C57BL/6
St 1 day 4 days 1 day 4 days

Control SR Control SR Control SR Control SR

CD4/CDS8 ratio 3.6 11.3 28) 1.8 5.6 1.8 3.7
NK?% 23402 158+2.6" 3.1+0.1 15.1+0.6* 4.2+0.6 40+1.8 43402 3.440.7
NKT% 09+0.1 58+1.7" 04+0.1 0.8+0.1" 25+1.1 79+2.1" 1.14+0.3 254098
NKT CD4+% 60.8 +6.0 64.3 +4.7 20.0+1.1 343429 549+7.0 83.6+69" 59.8 +4.6 75.5+7.8%
NKT CD8+% 204+49 52437 47.7+28 36.7+9.5 317458 45+59" 17.2+8.0 8.5+5.0
NKT DN% 18.8+3.9 305+2.7" 322425 30.0+£9.0 134447 119449 21.6+£54 9.0+34"

SR: Saccharopolyspora rectivirgula.

NK: natural killer.

NKT: natural killer T cells.
* p=0.0007.

= p=0.001.
# p=0.008.
+ p=0.04.
§ p=0.02.

Table 3

Cytokine levels (pg/mL+ SD) in BAL obtained from C57BL/6 and BALB/c mice.
Cytokine C57BL/6 BALB/c

Control SR 1 day SR 4 days Control SR 1 day SR 4 days

IL-12 6.8+3.7 23.84+8.9* 59+42 48+3.8 30.1+12.5* 3.7+238
GM-CSF 12.0433 2224+11.5* 1.040.0 1.04+0.0 40.5+14.3* 1.04+0.0
IFN-y 33.34+29.9 39774 9.9415.4* 76+114 72.84+25.1* 1.04+0.0
TNF-a 87.5+12.8 476.14+552.8* 56.9+334 207.8+138.9 667.44621.5* 56.9 +40.7
IL-2 1.8+24 21.4+£20.2% 0.1+0.0 03+03 17.04+11.6* 05+04
IL-4 99+89 21.94+12.6* 12403 1.04+0.0 21.94+10.1* 4.0+0.9
IL-5 51.4+39.8 64.7 +23.0 7.1+£3.6" 10.8+1.8 85.4453.2* 12.2+4.9
IL-10 26.24+0.7 91.6 £454* 23.946.9 50.54+31.4 108.9437.6* 18.7 £25.1

* Statistically significant p values (p<0.05) obtained with the Mann-Whitney U test when compared with the values in non-treated control mice.
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Fig. 4. Levels of IL-12 and IFN-y in BAL from C57BL/6 and BALB/c mice treated with S.
rectivirgula. Median values + SD are shown. No differences in the levels of IL-12 were
observed between both strains. A significant increase in the IFN-vy levels was detected
in the SR-treated BALB/c mice when compared with C57BL/6 (p=0.01).

levels of IFN-y that were significantly higher in the BALB/c (Fig. 4;
p=0.01). By contrast, no differences were found in IL-12 (Fig. 4).

BALB/ ¢ Stat6 —/ — mice develop comparable lung damage to C57BL/ 6 strain

To further investigate the role of the Th2-bias of BALB/c mice in
the inflammatory response, we compared the extent of the lung
lesions and the T cell subpopulations in the wild-type and Th2
deficient mice exposed during 3 weeks to SR. Stat6 —/ — BALB/c mice
showed a progressive increase in the extent of lung damage (from
133+ 11.7% at 1 day to 30.0 & 14.1% at 4 days; p=0.03). By contrast,
a significant decrease of the extent of the lesions was confirmed in the
wt BALB/c mice (p=0.004) (Fig. 5).
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Fig. 5. Extent of lung damage in BALB/c wild-type and BALB/c Th2 deficient (Ko STAT-
6) mice. Animals were exposed to S. rectivirgula during 3 weeks and sacrificed 1 and
4 days after the last exposure. Stat6 —/ — BALB/c mice showed a progressive increase in
the extent of lung damage at 1 day compared with 4 days after the last SR exposure
(p<0.05). All experiments were performed by triplicate. Each symbol represents one
animal.
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Table 4

BAL cell profile in BALB/c and BALB/c Stat6 —/ — mice after 3 weeks of exposure to Saccharopolyspora rectivirgula.

WT BALB/c BALB/c Stat6—/ —

1day 4 days 1 day 4 days

Control SR Control SR Control SR Control SR
Total cell count (1x 10° cells/ml) 1340.1 13.0+£0.1" 19405 524£1.1%* 0.7+£0.0 52408 0.6+0.1 3.1+£01%
Macrophages (%) 85.0+4.9 350+ 133" 89.54+5.4 56.7+£3.1% 97.0£3.0 820+29 97.3+21 87.8+4.1
Neutrophils (%) 20415 55.0+11.9™" 03404 0.8+0.2 10+£1.2 95457 1.0+£1.0 8.0+02""
Eosinophils (%) 0.0+0.0 1.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Lymphocytes (%) 12.0+£3.5 9.0+35 10.245.0 425+3.6* 20421 85+42"" 1.7+21 42+41

SR: Saccharopolyspora rectivirgula.
* p=0.004.
** p=0.008.
*E p=0.009.
* p=10.04.

Total BAL cells obtained from the Th2 deficient mice treated with SR
and sacrificed either at 1 or 4 days after the last antigen administration
was significantly lower compared with the wt BALB/c mice (Table 4).
Likewise, Th2 deficient mice showed a lower increase of neutrophils at
1day after the last administration (SR-treated: 9.5+5.7% versus
control: 1.0 4+ 1.2%, p=0.008) compared with the wt mice (SR-treated:
55.0 + 11.9% versus control: 2.0 4+ 1.5%, p=0.008), and a lower increase
of lymphocytes when sacrificed 4 days (SR-treated: 4.2 +4.1% versus
control: 1.7 42.1%, p=non-significant) compared with the wt BALBc
mice (SR-treated: 42.5 4+ 3.6% versus control: 10.2 £ 5.0%, p=0.04).

The percentage of lung-specific NKT cells was considerably higher
in controls (non-antigen exposed) Stat6—/— mice (9.5+1.1%)
compared with controls wt BALB/c mice (0.9+0.1%) (Table 5,
Fig. 6A). These high levels remained without changes after SR
exposure. Most of the NKT cells in control Stat6—/— mice were
CD8+ (83.2+1.6%), that decreased significantly after SR challenge
(1 day: 24.6 4+-3.6%, p=0.0007; and 4 days: 41.0 +7.7%; p=0.04). In
contrast, NKT CD4+ cells were increased at 1day (39.1+8.1%,
p=0.04) and 4 days (44.64+-5.1%, p=0.04) when compared with
control mice. WT mice showed an increase of the NKT DN at 1 day
(p=0.004) and of NKT CD4+ at 4 days.

Stat6—/ — deficient mice also exhibited high levels on NK cells in
control animals without changes after SR exposure. By contrast, BALB/c
wt mice displayed a significant increase at 1 and 4 days alter antigen
challenge (Table 5, Fig. 6B). Finally, a significant increase y5 T cells, was
observed in both Stat6 —/ — and wt BALB/c mice after antigen exposure
(Fig. 6C).

Table 5

mRNA IFN-vy, IL-4 and GATA-3 expression

The expression of IFN-vy, IL-4 and GATA3 transcription factor was
evaluated by RT-PCR. IFN-y mRNA was significantly overexpressed in
the lung tissue of the Stat6 —/ — BALB/c mice compared with treated
and non-treated wt BALB/c mice (p<0.0001) (Fig. 7A). The expression
of IFN-y was increased in the wt 1 and 4 days after the last antigen
exposure (p=0.03), while a non-significant tendency was observed
in the knockout. The levels of IL-4 were undetectable in all strains of
BALB/c mice. GATA3 mRNA levels were notably higher in the control
Stat6 —/ — mice compared with the non-treated wt BALB/c mice
(p=10.002), and did not change significantly after SR exposure in the
KO mice (Fig. 7B). GATA3 was practically undetectable in the lung of
saline-treated wt mice but was significantly upregulated after antigen
exposure (p=0.03).

Discussion

Several studies have indicated that Th1 immunity mediates the
development to HP in both experimental animals and humans
(Barrera et al., 2008; Yamasaki et al., 1999; Butler et al., 2002).
However, Th1 to Th2 switching appears to be determinant in the
progression of the inflammation to fibrosis that characterized chronic
cases of HP (Barrera et al., 2008; Pardo and Selman, 2002). These
observations suggest that IFN-y mediated immunity might be
essential in the maintenance of the inflammatory process in initial
stages with a significant involvement of the Th2 responses in

NK and NKT subpopulations in BALB/c and BALB/c Stat6 —/ — mice after 3 weeks of exposure to Saccharopolyspora rectivirgula.

Cell WT BALB/c BALB/c Stat6—/ —
subpopulation 1 day 4 days 1 day 4 days

Control SR Control SR Control SR Control SR
CD4/CDS ratio 35 99 3.2 41 73 96 42 6.8
NK% 20405 146+32" 27403 162+13™" 11.6+238 13.0+£2.9 11.8+27 10.743.5
NKT% 0.9+0.1 42402 0.5+0.1 0802 95+1.1 90+25 11.0+1.1 104433
NKT CD4+% 548412 51.6+1.2 204405 3394038 99404 39.1+8.1°% 125476 4464518
NKT CD8+% 283+1.1 124+ 18" 469409 35.9+09" 832+1.6 246+36" 835+11.4 41.0+7.78
NKT DN% 140427 360+ 1.7 304+1.6 277425 63+19 229464 0.140.1 79+34"

SR: Saccharopolyspora rectivirgula.
NK: natural killer.
NKT: natural killer T cells.
* p=0.008.
** p=0.0007.
# p=0.02.
+ p=0.004.
8 p=0.04.



L. Jimenez-Alvarez et al. / Experimental and Molecular Pathology 88 (2010) 407-415 413

161
141
124
|>2 101
<
X g P <0.01
ES
6.
4-
2.
0 — N
Cont SR Cont SR Cont Cont
1 day 4 days 1 day 4 days
BALB/c 3 weeks Ko STAT-6 3 weeks
201 P < 0.01
16 F' <001
16 4
149
« 121
2 101
E
6.
44
2-
0
Cont SR Cunt Cont SR Cont
1day 4 days 1 day 4 days

BALB/c 3 weeks Ko STAT-6 3 weeks

12 9
104
P<001 P<001 P <0.01 P <0.05
81 T 1 I 1
w
2
- 64
X
4 4
1 [
0 s
Cont SR Cont Cont SR Cont SR
1 day 4 days 1 day 4 days

BALB/c 3 weeks Ko STAT-6 3 weeks

Fig. 6. Levels of NKT (A) NK (B) and +yT cells (C) in BALB/c wt and BALBc Stat6—/—
(Ko STAT-6) mice. Animals were exposed to saline or S. rectivirgula during 3 weeks
and sacrificed 1 and 4 days after the last exposure. Total cells were isolated from the
left lung by enzymatic digestion, stained, and analyzed by flow cytometry. All
experiments were performed by triplicate.

the attenuation of the inflammation while in late stages Th2
predominance contributes to the induction of pro-fibrotic factors.
However, despite the fact that HP is considered a Thi1-mediated
disease, low levels of IFN-y in lung and lack of expression of [FN-y in T
cells of SR-treated mice have been recently described (Simonian et al.,
2009).

Our results showed important differences in the kinetics of the
lung damage between C57BL/6 mice (Th1-biased) and BALB/c mice
(Th2-biased). Thus, while a significant increase in the extent of lung
lesions was observed in the C57BL/6 mice the opposite response was
observed in the BALB/c mice. We also found that Th2 deficient mice
(Stat6—/ —) with BALB/c background behave similar to the C57BL/6
mice exhibiting a progressive lung damage. Interestingly, control
Stat6—/— mice had a several fold increase of IFN-y mRNA in lung
compared with control wild-type BALB/c. Similar results have been
reported with GATA3 over-expressing mice. GATA3 induces Th2
development and inhibit the differentiation of Th1 cells that is
essential in airway hyperresponsiveness (Yamashita et al., 2004;
Yamashita et al, 2006; Finotto et al, 2001). In contrast, the up-
regulation of GATA3 has protective role of in the development of HP in
C57BL/6 mice through the enhancing of Th2 responses and suppres-
sing IFN-y production (Matsuno et al., 2007). In our study the
expression of GATA3 was virtually absent in the control BALB/c mice

A
2
= [ —
2 104 P<005 P <0.05 T
& I 1 I 1
T
8
z
5 | =
R
o
[0
'
01 L] L] T L] L] L] L] T L]
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 day 4 days 1 day 4 days
WT BALB/c 3 weeks Ko STAT-6 3 weeks
B GATA-3
10000+
P < 0.01 P < 0.01
I 1 I 1 —
2
5 1000
S
g
£ 1004
(]
=3
e
2
£ 101
[
-0
1 L) L) L) L] L)
Cont SR Cont SR Cont SR Cont SR
1 day 4 days 1 day 4 days

WT BALB/c 3 weeks Ko STAT-6 3 weeks

Fig. 7. Lung expression levels of IFN-y in BALB/c wt and BALB/c Stat6 —/ — (Ko STAT-6)
mice. Animals were exposed to saline or S. rectivirgula during 3 weeks and sacrificed 1
and 4 days after the last exposure. Gene expression was analyzed by real time RT-PCR
and the values were normalized to GAPDH and then presented as relative change in
comparison to the untreated calibrator sample in relative quantification (RQ) units. All
experiments were performed by triplicate.

and was highly upregulated after antigen exposure while Stat6 —/ —
deficient mice exhibited higher GATA3 expression without changes
between controls and SR-treated mice.

Our results regarding BAL cytokine levels revealed that SR
treatment induced the lung overexpression of both Th1 (TNF-o, IL-
2, IL-12, and IFN-v) and Th2 cytokines (IL-4, IL-5 and IL-10) in both
strains. Interestingly, these cytokines were elevated 1 day after SR
exposure but return to normal levels at 4 days, indicating a rapid and
reversible response to the antigen. Control C57BL/6 mice showed
higher levels of IFN-y but without a further increase after SR
challenge. In contrast, antigen exposure provoked a significant
increase of this cytokine in the BALB/c that correlated with the
higher extent of lung damage observed in the mice sacrificed 1 day
after exposure. These results are consistent with previous findings
that also showed that Th-1 bias mice treated with SR expressed very
low levels of IFN-y in the lungs after two weeks of SR exposure
(Simonian et al., 2009). On the other hand, it has been suggested that
Th2 cytokines modulate the severity of HP in inbreed strains of mice
(Butler et al., 2002). We did not find differences in the levels of IL-4,
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IL-5 and IL-10 between the two strains, although a significant increase
was observed when compared with the non-treated littermates.

Previous reports have revealed that HP patients exhibit different
phenotypic and functional T cell subsets depending on the clinical
stage of the disease (Barrera et al., 2008). In the present study, several
differences were noticed between C57BL/6 and BALB/c mice. One of
them was related to the NK cell population which was significantly
increased in BALB/c after 1 and 4 days of SR exposure, while no
change was observed in the C57BL/6 mice. Likewise, a higher increase
of y6 T cells was observed also in the BALB/c wt mice. The putative
relationships between these findings and a better control of lung
damage are presently unknown but NK and vd T cells play an
important role in the innate immune response against infected and
transformed cells and have been implicated in the regulation of the
lung inflammation. For example, it has been shown that yd T cells
increases in the lung after intratracheal infection with Cryptococcus
neoformans, and its depletion reduces the time of clearance. These
results suggest that y6 T cells play a regulatory role during the
infection down-modulating the Th1 inflammatory response (Uezu et al.,
2004). Likewise, following challenge with B. pertussis, y5 TCR—/ — mice
exhibited greater pulmonary inflammation compared with the wild-
type animals, suggesting a regulatory influence for y6 T cells over the
early pulmonary inflammatory response to bacterial infection.
(Zachariadis et al., 2006). A similar effect may be proposed in our
model. Additionally, intraepithelial yd T cells are important in tissue
repair through the production of cytokines and growth factors. These
cells recognize stress-induced self-antigens which would enable a
homogeneous population of vd T cells to monitor epithelial injury
(Holtmeier, 2003). Functional assays in mice have also demonstrated
that y6 T cells exert a protective antifibrotic role (Simonian et al.,
2006). In this regard, we have observed decreased numbers of yd T
cells in chronic but not in subacute HP (Barrera et al., 2008),
suggesting an important role of these cells in the regulation of the
inflammation in HP. Regarding NK cells, studies have demonstrated
that IL-4 stimulated NK cells may provoke abnormalities in the
maturation of dendritic cells, possibly inducing a Th2 response and
immune tolerance (Marcenaro et al., 2005). In contrast, IL-12
stimulated NK cells produce IFN-y and promote dendritic cell
maturation and Th1 responses. The exposure of NK cells to Th1 or
Th2 cytokines in early stages of immune responses appear to be
important in the regulation of NK cell mediated responses.

Differences were also found in the natural killer T cells and its
different subsets. Although an increase of the lung NKT cells was
observed both in BALB/c and C57BL/6 mostly when the mice were
sacrificed at 1day after SR exposure, the increase in BALB/c was
predominantly noticed in the DN NKT cells while in the C57BL/6 were
mainly in the CD4+ NKT cells. In both strains a decrease of CD8+ NKT
cells was observed. On the other hand, control Stat6—/— mice
showed a significantly high percentage of NKT cells without changes
after SR challenge. These mice also displayed an increase of the CD4+
NKT subpopulation but also in the DN NKT subset after challenge. It is
well known that NKT cells play an important role in the host response
to a broad range of respiratory infections because of their rapidity of
response and bridging role between innate and adaptive immunity
(Boyton, 2008). Studies in mice models have suggested that NKT
cells contributes to the protection for the development of HP
through the production of Th2 cytokines resulting in a reduction of
the recruitment of neutrophils and in the production of IFN-vy
(Gudmundsson et al., 1998). Also, an important role of NKT cells in
the attenuation of bleomycin-induced pulmonary inflammation and
fibrosis has been described (Kim et al., 2001).

A growing body of evidence suggests that CD4+ and DN (CD4—,
CD8—) NKT cells have different functional capabilities regarding the
induction of Th1l and Th2 responses. Thus, functional studies
stimulating NKT cells with a-galactosylceramide have demonstrated
that dendritic cells react with CD4+ NKT cells to induce Thi

polarization whereas dendritic cells stimulated with DN NKT cells
encourage Th2 responses (Liu et al., 2008).

Conclusion

Our results demonstrates significant differences in the lung
damage progression and T cell subpopulations, between Th1 and
Th2 biased mice treated with Saccharopolyspora rectivirgula derived
antigens. In this context, Th2 biased mice (BALB/c) have a tendency to
control the extent of the lung lesions whereas Th1 biased mice and
Th2 knockout mice have a trend to increase the damage, possibly due
to the lack of an efficient Th2 ant-inflammatory effect. However,
further functional studies are needed to corroborate the putative role
of DN NKT cell subset, regulatory NK (IL-4 sensitized) and vy T cells in
this response.
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