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RESUMEN

Antecedentes: La neumonitis por hipersensibilidad
(NH) es una enfermedad inflamatoria difusa del pa-
rénquima pulmonar provocada por la inhalacién
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repetida de particulas orgénicas. Las célu-
las dendriticas y sus precursores desem-
peran un papel importante no sélo como
células presentadoras de antigenos,
sino también como parte de una red de
procesos inmunorregulatorios. Depen-
diendo de su linaje y estado de diferen-
ciacion y activacion, las células dentriticas
pueden promover una intensa respuesta
inmunolégica por parte de los linfocitos
T o bien, producir un estado de anergia.
Objetivo: Caracterizar fenotipicamente las
células dentriticas de origen mieloide
(CDm) y plasmacitoide (CDp) presentes
en el lavado bronquioalveolar (LBA) de
pacientes con NH en etapas subaguda o
crénica y comparada con lo observado
en pacientes con fibrosis pulmonar idio-
pdtica (FPI) y sujetos control.

Se utilizaron células de LBA obtenidas de

8 pacientes con NH subaguda, 8 con NH crénica, 8
con FPl'y 4 sujetos sanos. Se caracterizd por citome-
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ABSTRACT

Background: Hypersensitivity pneumonitis (HP) is a
diffuse inflammatory disease of lung parenchyma
resulting from repetitive inhalation of organic par-
ticles. Dendritic cells and their precursors play an
important role not only as antigen presenting cells
but also as part of an immunoregulatory network.
Depending on their lineage and stage of differen-
tiation and activation, dendritic cells can promote a
strong T-lymphocytes-mediated immunological re-
sponse or an anergy state.

Objective: To phenotypically characterize myeloid
(mDCs) and plasmacitoid (pDCs) dendritic cells re-
covered in bronchoalveolar lavage from patients
with subacute or chronic HP, and to compare the
results with that obtained in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF) and healthy controls.
Methods: BAL cells from 8 patients with subacute
HP, 8 with chronic HP, 8 with IPF and 4 healthy
subjects were used. The phenotype of dendritic
cells subpopulations were characterized by means of
flow cytometry.

Results: In all studied groups a predominance of
mDCs (HLA-DR*D11c*), as compared with pDCs,
was observed. A lower frequency of both mDCs and
pDCs was documented in subacute HP patients vs.
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tria de flujo el perfil fenotipico de las diferentes
subpoblaciones de células dentriticas.

Resultados: En todos los grupos de estudio hubo una
mayor proporcién de CDm (HLA-DR*D11c*), en
comparacion con CDp. Documentamos una menor
frecuencia de CDm y CDp en los pacientes con NH
subaguda vs. sujetos sanos (5.1 = 1.1% [media + DE]
vs. 304 = 5.2%,p <001,y 0.5 +0.2% vs. 5.8 *
2.4%, p < 0.05, respectivamente). Comparados con
los sujetos sanos, en los pacientes con NH y FPI no se
identificé expresion de los marcadores de activacién
CD40 y CD8O en las poblaciones celulares estudiadas.
Conclusiones: La baja frecuencia de CDm y CDp,
aunado a la ausencia de marcadores de activacion
0 maduracién, sugieren que los pacientes con NH,
principalmente en la forma subaguda, cursan con
un estado de anergia en los linfocitos T.

INTRODUCCION

La neumonitis por hipersensibilidad (NH), tam-
bién conocida como alveolitis alérgica extrinseca,
es una enfermedad inflamatoria difusa del parén-
quima pulmonar provocada por la inhalacién de
particulas organicas que afecta a bronquiolos, al-
véolos y el espacio intersticial.” La respuesta in-
flamatoria estd mediada principalmente por una
respuesta inmunolégica exagerada que puede
ocurrir en un hospedero susceptible.? Como se ha
demostrado previamente en la poblacién mexica-
na con esta enfermedad, al menos parte de la
susceptibilidad genética se encuentra relaciona-
da con el complejo principal de histocompatibi-
lidad y polimorfismos del factor de necrosis tu-
moral alfa.?? La secuencia de los eventos
inmunopatogénicos relacionados al desarrollo de
esta enfermedad no se conoce con precision; sin
embargo, existe evidencia sélida que apoya el
concepto de que se trata de una hiperreactividad
mediada por linfocitos T. En casos agudos, la for-
macién de complejos inmunes puede participar
en el desarrollo de la enfermedad.*® Un estudio
reciente realizado en nuestro laboratorio demostré
que las células de los pacientes con NH crénica
disminuyen o pierden sus funciones efectoras y
muestran un perfil Th2, el cual puede estar rela-
cionado con la respuesta fibrética que caracteri-
za esta forma clinica.®

Las células dendriticas (CDs) y sus precursores
desempenfan un papel importante no sélo como

Distribucién de células dendriticas en neumonitis por hipersensibilidad

healthy controls (5.1 = 1.1% [mean + SD] vs. 30.4
+52%,p <0.01,and 0.5 = 0.2% vs. 5.8 + 2.4%,
p < 0.05, respectively). Compared with healthy
subjects, in the cell populations from HP and IPF
patients there was no expression of activation mark-
ers CD40 and CD8O.

Conclusions: The low frequency of mDCs and pDCs,
along with the absence of activation or maturation
markers, suggests that patients with HP, mainly in
the subacute form, present a T lymphocyte anergy
state.

células presentadoras de antigeno, sino también
como parte de una red de procesos inmunorre-
gulatorios. Dependiendo de su linaje asi como de
su estado de diferenciacién y activacién, las CDs
pueden promover una fuerte respuesta por par-
te de los linfocitos T, o bien producir en éstos un
estado de anergia y polarizar la respuesta de cé-
lulas T hacia Th1 o Th2.7-"° El pulmén constituye
una de las interfases de mayor superficie entre el
medio ambiente y el hospedero, y regularmen-
te se encuentra en contacto con antigenos, aler-
genos y patégenos. La inflamacién en respuesta
a estos estimulos debe ser cuidadosamente re-
gulada ya que cualquier alteracién, especialmente
de naturaleza crénica, puede interferir con la fun-
cién primaria de los pulmones que es el intercam-
bio de gases. En enfermedades pulmonares aso-
ciadas a respuestas Th1 o Th2 tales como la NH,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
0 asma,"""3 es de gran relevancia poder caracte-
rizar a las CDs y a sus precursores para entender
la modulacién de la respuesta inmune en estos
procesos.

Existe un nimero limitado de estudios en los
que se haya caracterizado las CDs en lavado bron-
quioalveolar (LBA). En un estudio publicado por
Nicod et 4/,"* se describié la separacion y purifi-
cacion a partir de la digestion de tejido pulmo-
nar humano. En otro estudio, Donnenberg et 4/
describieron la caracterizacién de CDs con un
panel de anticuerpos que permite hacer la dife-
renciacién entre CDs inmaduras y maduras en
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LBA y sangre periférica de pacientes con EPOC."
En este contexto, nuestro estudio caracteriz6 por
primera vez fenotipicamente a las CDs presentes
en el LBA de pacientes con NH en las etapas
subaguda y cronica, lo que permitira entender par-
cialmente los mecanismos de activacion y diferen-
ciacién de una respuesta inmune tipo Th1 o Th2.

METODOS
Poblacion en estudio

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de Enfer-
medades Respiratorias Ismael Cosio Villegas.
Cada sujeto incluido firmé el consentimiento
informado.

Se incluyeron pacientes con NH provocada por
antigenos de paloma. Los pacientes fueron clasifi-
cados como subagudos o crénicos. La forma
subaguda se definié como: a) paciente con menos
de seis meses de sintomas en promedio antes del
diagnoéstico; y b) con una tomografia computada de
alta resolucion y/o biopsia pulmonar que mostraba
alteraciones patolégicas de tipo inflamatorio y sin fi-
brosis. La forma crénica se definié como: a) paciente
subagudo con mas de 6 meses y menos de 24 me-
ses de sintomas en promedio antes del diagnésti-
co, mostrando en los mismos estudios al menos
20% de tejido fibrotico. Se incluyeron también a
sujetos con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y a su-
jetos sanos que fueron estudiados como controles.

Los criterios de inclusién para los pacientes
con NH han sido previamente publicados''” e
incluyeron:

1) Historia de exposicién a aves con relacién cau-
sa-efecto;

2) Presencia de anticuerpos séricos especificos
contra antigeno aviario medidos por la técni-
ca de ELISA;

3) Cuadro clinico, radiolégico y funcional respira-
torio compatible con una neumopatia intersti-
cial difusa;

4) LBA > 40% de linfocitos;

5) Tomografia computada de térax de alta reso-
lucién con imagenes micronodulares bronquio-
locéntricas bilaterales, imagenes en vidrio des-
pulido y mosaico. Los pacientes crénicos

mostraban, ademas, opacidades reticulares
compatibles con fibrosis;

6) Biopsia pulmonar a cielo abierto (56% de los
pacientes) con alteraciones morfoldgicas pul-
monares compatibles con NH.

Lavado bronquioalveolar

EL LBA se llevé a cabo utilizando una técnica es-
tandarizada." El liquido del LBA se filtré y centri-
fugd a 250 x g por 10 min a 4°C. El paquete ce-
lular se resuspendié en 1 mL de solucién de
fosfatos (PBS) y se utiliz6 una alicuota para reali-
zar un conteo de células totales y viabilidad. Una
alicuota de células se fijo en carbowax y se tind
con hematoxilina y eosina para realizar el conteo
diferencial. Las células restantes se resuspendie-
ron en dimetil sulféxido (DMSO) al 10% vy sue-
ro fetal bovino (SFB) al 90% a una concentracién
de 10°células x mL y se conservaron en nitrége-
no liquido hasta su uso.

Citometria de flujo

La preparacién de las muestras para citometria de
flujo se realiz6 de la siguiente manera: 1) se la-
varon las células obtenidas con buffer fosfato sa-
lino con alblmina sérica bovina (PBS-SFB) 1%
durante 10 min a 650 x g, dos veces; 2) las cé-
lulas se resuspendieron en 50 uL del mismo bu-
ffer y se incubaron con 5 ulL de cada uno de los
anticuerpos con las combinaciones que se deta-
llan en la Tabla | durante 30 min; 3) se lavaron
con el mismo buffer dos veces; y 4) se resuspen-
dieron en 0.5 mL de buffer PBS que contiene
paraformaldehido al 1%. Las muestras fueron ana-
lizadas en el citémetro de flujo (FACSAria de
Becton Dickinson) (FACs Diva Software V. 6.0).
La estrategia de anélisis de las diferentes subpo-
blaciones de CDs para los grupos estudiados se
detalla en la Figura 1.

Analisis estadistico

La mayoria de las variables mostraron una distri-
bucién normal, por lo que los datos se expresa-
ron en forma de media y desviacién estandar. Las
comparaciones entre dos grupos se llevaron a
cabo mediante prueba t o prueba de y?segln
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Tabla I. Anticuerpos empleados en citometria de flujo multiparamétrica.

Antigeno Marca Clona Compaiia
Céoctel de seleccién

negativa (LIN-FITC)

CD3 FITC SK7 BD BIOSCIENCES
CD14 FITC MpP9 BD BIOSCIENCES
CD16 FITC 3G8 BD BIOSCIENCES
CD19 FITC SJ25C1 BD BIOSCIENCES
CD20 FITC L27 BD BIOSCIENCES
CD56 FITC NCAM16.2 BD BIOSCIENCES
Otros anticuerpos

CD11c PE S-HCL-3 BD BIOSCIENCES
CD11c APC S-HCL-3 BD BIOSCIENCES
CD123 PE 9F5 BD BIOSCIENCES
HLA-DR PerCP L243 BD BIOSCIENCES
CD40 APC HB14 BIOLEGEND
CD83 APC HB15e BIOLEGEND
CD86 APC BU63 BIOLEGEND
CD80 APC MEM-233 BIOLEGEND
CD1a PE NA1/34 BIOLEGEND

HLA: Human leukocyte antigen (antigeno de leucocitos humanos); FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina;

APC: Aloficocianina; PerCP: Peridin clorofil proteina.

fuera apropiado. Se consider6 un valor significa-
tivo de p cuando éste fuera < 0.05. Los datos
fueron analizados con el programa Graph Prism
V. 5.0.

RESULTADOS

Se incluyeron 16 pacientes con NH, los cuales
fueron clasificados como subagudos (8 pacientes,
54.7 + 13.4 afnos) o crénicos (8 pacientes, 49.7
+ 5.1 afos). También se incluyeron 8 sujetos con
FPI (58.7 = 14.5 afos) y a 4 sujetos sanos (37.6
+ 6.5 anos).

En la Tabla Il se resumen los datos demogra-
ficos, clinicos y funcionales, asi como las carac-
teristicas del conteo diferencial de las células in-
flamatorias recuperadas del LBA. Todos los
pacientes mostraron evidencia clinica, radiol6gi-
ca y funcional de enfermedad pulmonar inters-
ticial difusa con diversos grados de disnea, dis-
minucién en la capacidad vital forzada e
hipoxemia en reposo que empeoraba durante el
ejercicio. Los pacientes con NH crénica fueron
en promedio de mayor edad y mostraron hi-
poxemia mas grave (PaO, 49 + 12 vs. 53 + 2
mmHg; p < 0.05); asimismo, practicamente la

mitad de ellos presentaba hipocratismo digital
-signo clinico asociado a fibrosis- en compara-
cion con el 12% de los pacientes con presen-
tacién subaguda. Ambos grupos se caracteriza-
ron por una marcada linfocitosis; sin embargo, se
observaron niveles significativamente mas altos
en los pacientes subagudos en comparaciéon con
los cronicos (72.3 + 17.1% vs. 59.7 = 5 %
p < 0.01).

Andlisis de las subpoblaciones de CDp y
CDm

Los resultados mostraron un predominio de CDs
de origen mieloide (HLA-DR*CD11c*) (CDm) en
todos los grupos estudiados en comparacién con
las células mieloides de origen plasmacitoide
(CDp). Los pacientes con NH de evolucién cré-
nica tuvieron una menor frecuencia de CDm
comparados con los controles (p < 0.05); mien-
tras que los pacientes con FPI tuvieron una fre-
cuencia de CDm similar a los sujetos control. La
subpoblacién de CDm CD1a* fue significativa-
mente menor en los grupos estudiados con res-
pecto al grupo control (Tabla Il, Figura 2). La fre-
cuencia de CDp (HLA-DR*CD123*) fue
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Figura 1. Analisis de subpoblaciones de CDs de LBA; a) las células totales de LBA fueron identificadas a
partir de una gréfica de puntos de dispersion frontal (FSC, forward scatter) vs. dispersion lateral (SSC, side sca-
tter), y se selecciond la ventana negativa para los marcadores incluidos en el céctel CD3, CD14, CD16, CD19,
CD20, CD56 (lin"#/dm). b) dentro de las células seleccionadas de la ventana lin "#/9m se identificaron como
CDp aquellas que coexpresaron el marcador CD123 y el antigeno de leucocitos humanos (human leukocy-
te antigen) HLA-DR, y como CDm aquellas que coexpresaron el marcador CD11c y el HLA-DR en sujetos
control, pacientes subagudos, crénicos y con FPIl. Se muestra un experimento representativo de cada gru-
po estudiado.

significativamente menor cuando se compararon
los grupos de pacientes vs. el grupo control (su-
jetos sanos) (Tabla Ill, Figura 3); sin embargo, la
relacion CDm:CDp mostré un gradiente a favor
de las CDm entre controles, NH subaguda, NH
crénica y FPI (Tabla I11).

Analisis de marcadores de activacion en
CDp y CDm

Los pacientes con NH subaguda o crénica tuvie-
ron una menor expresién de marcadores de ac-
tivacién en comparacién con los controles sanos
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Tabla Il. Caracteristicas demogréficas, clinicas y funcionales de los pacientes estudiados.

NH subaguda NH crénica FPI Controles sanos
Variable (n =8) (n=18) (n =8) (n=4)
Edad 54.7 £ 13.4 49.7 =51 58.7 £ 14.5*% 37.6 £ 6.5
Sexo (F/M) 6/2 8/0 2/6 2/2
Tiempo de sintomas 6.7 + 0.67 40 = 6.9* 13.3 £ 10.1 NA
antes del diagndstico
(meses)
Tabaquismo (%) 12 12 12 0
Hipocratismo (%) 12 37% 758 NA
CVF (%) 62 +7 67 =16 74 = 31 NA
VEF, (%) 64 =10 68 =13 77 = 31 NA
VEF,/CVF (%) 80 x4 87 6 82 x2 NA
PaO, (mmHg) 53 x£2 49 =12 67 £7* NA
LBA macréfagos (%) 34.0 £14.0 35364 85.7 +7.88% 88.2 +7.3
LBA linfocitos (%) 623171 59.7 £ 5.0 13.0 6.6 M2=x7
BA neutrofilos (%) 0.7x1.2 59.7 5.0 0.3x0.6 0
LBA eosinéfilos (%) 3.0x5.2 3.0x20 1.0x17 0

VEF, %: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo como porciento del esperado.
LBA: Lavado bronquioalveolar.

Datos expresados en media = desviacion estandar.

* p < 0.05 FPI vs. NH cronica.

Fp < 0.05 NH crénica vs. NH subaguda y FPI.

§ p < 0.05 FPI vs. NH subagudo y NH crénico.

a) Células dendriticas mieloides b) Células dendriticas mieloides
(HLA-DR*CD11ct) (HLA-DR+CD11c*CD1at)
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Figura 2. CDm presentes en LBA en controles sanos, NH subaguda, crénica y FPI; a) CDm totales HLA-
DR*CD11c*; y b) CDm CD1a positivas.
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Tabla Ill. Subpoblaciones de células dendriticas identificadas en lavado bronquioalveolar.

Subpoblaciéon NH subaguda NH cronica FPI Controles
CDp % células LBA 05=*0.2 1.5+1.2 0.4+0.2 5.8 + 2.4
CDm % células LBA 5111 12.8 +3.6 25.4 £ 595 30.4 £5.2¢
% CDm CD1a* 0.05 +0.05 0.12 £0.08 0.18 £ 0.1 3.1 +0.8%
CDm:CDp 76 1.6 8.5+6.2 53.2 £ 46.18 53x21
% CDmCD40* 1.3+x0.4 1.4 +£0.1 24x0.7 72.6 = 5.2*
% CDmCD80* 0.35+0.2 0.65 = 0.1 20511 70.9 = 16.5%
% CDmCD83* ND ND ND ND

% CDmCD86* ND ND ND ND

CDp: Células dendriticas plasmacitoides (HLA-DR*CD123*)
CDm: células dendriticas mieloides (HLA-DR*CD11c*)

CDm:CDp: Relaciéon células dendriticas mieloides, células dendriticas plasmacitoides

LBA: Lavado bronquioalveolar.

ND: Valor no detectable.

Datos expresados en media + desviacién estandar.

* p<0.05 control vs. NH subaguda y NH crénica y FPI.
¥ p <0.05 control vs. NH subaguda y NH crénica.

§ p<0.05 FPI vs. NH subagudo y NH crénico.

Células dendriticas plasmacitoides
(HLA-DR+CD123+)

p<0.05
104 f {
! ]
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Figura 3. CDp presentes en LBA en controles sa-
nos, NH subaguda, crénica y FPI.

(Tabla I11). Los marcadores CD83 y CD86 no se
encontraron en cantidades significativas en los
grupos estudiados.

DISCUSION

Este estudio describe por primera vez la distribu-
cién y la expresién de marcadores de superficie

de CDs provenientes del epitelio pulmonar recu-
peradas en el LBA en pacientes con NH en eta-
pas subaguda y cronica, asi como en pacientes
con FPly sujetos sanos. Se utilizé una estrategia
de andlisis por citometria de flujo que permitié la
identificacion, cuantificacion y caracterizacion de
CDp (CD123*HLA-DR"lin neg/dim) y CDm
(CD11c*HLA-DR*lin neg/dim). El conocimien-
to que actualmente se tiene sobre la participacién
de las CDs en la fisiopatologia de enfermedades
que afectan al aparato respiratorio es alin escaso.
Se han realizado estudios recientes que caracte-
rizan a estas células en diversas enfermedades
como sarcoidosis, " neumonia,?* EPOC?' 0 asma;*
sin embargo, no existe a la fecha estudio alguno
que compare las etapas subaguda y crénica de la
NH relacionando la distribucién de las CDs con el
progreso de la enfermedad.

Las CDs son células profesionales presentado-
ras de antigeno del sistema inmune y coordinan
la polarizacion de la respuesta inmune hacia un
perfil tipo Th1 o tipo Th2, entre otras funcio-
nes.? Las CDm se distribuyen en los 6rganos pe-
riféricos capturando antigenos para luego migrar
hacia los érganos linfoides secundarios donde
presentan el antigeno a las células T virgenes. La
produccién de IL-12 en grandes cantidades por
parte de estas células de origen mieloide, favo-
rece una respuesta tipo Th1. En contraste, las CDp
entran directamente de la circulacién sistémica a
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los 6rganos linfoides. Estas células liberan menor
cantidad de IL-12, lo que favorece el desarrollo
de una respuesta inmune tipo Th2. Esta subpo-
blacion (CDp) también tiene la capacidad Unica
de promover la respuesta tipo Th1 liberando in-
terferén gamma, el cual induce la produccién de
IL-10 por parte de las células T CD4* y de las
células T regulatorias; aunque, se ha sugerido
que la adquisicion de cierto perfil de secrecion de
citocinas no esté predeterminado, sino que est4
regulado por el microambiente que regula, a su
vez, el tipo y la direccién funcional de las CDs a
nivel local. Con esta idea de plasticidad en la de-
terminacién de la distribucién y activacion de CDs
estudiamos estas poblaciones en NH en sus eta-
pas subaguda y crénica.

En un estudio previo realizado en nuestro la-
boratorio® demostramos que la forma subaguda
de la NH se caracteriza por concentraciones ele-
vadas de citocinas tipo Th1, mientras que los pa-
cientes con NH en etapa crénica mostraron un
patrén opuesto caracterizado por una polarizacién
hacia un perfil Th2. También identificamos que
las células T citotdxicas se encontraban en un es-
tado de anergia al no responder ante estimulos
especificos y ser incapaces de secretar perforina.

En este estudio, evidenciamos que los pacien-
tes con formas subagudas de NH, cursan con
menor frecuencia CDm en comparacién con pa-
cientes con NH crénica, FPI o sujetos sanos. Es-
tos resultados, aunados a los de nuestro estudio
previo, apoyan la nocién de un estado de aner-
gia linfocitaria.

Los pacientes con NH subaguda, NH crénica o
FPI no expresaron los marcadores de activacion
CD40 y CD80 mientras que si estuvieron presen-
tes en CDs de sujetos sanos. Este hallazgo sugie-
re que las CDs que se recuperan del LBA son cé-
lulas inmaduras en las que existe disfuncién en su
estado de activacion, lo cual podria bloquear la pre-
sentacion antigénica y esto pudiera estar mediado
por el microambiente. La expresion insuficiente de
moléculas coestimuladoras en las CDs limita su
proceso de maduracion, lo que podria contribuir al
establecimiento de una respuesta inflamatoria cro-
nica, o bien a inducir un estado de anergia en las
células T como lo hemos demostrado previamen-
te.® Dicho estado de anergia en las células mieloi-
des se ha informado también en pacientes con

Distribucién de células dendriticas en neumonitis por hipersensibilidad

sarcoidosis,** tuberculosis e infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana.?? El analisis de
la relacién de CDm y CDp confirmé que las célu-
las mieloides se encuentran incrementadas con
respecto a las plasmacitoides. Estos resultados su-
gieren que la disminucién notable de la poblacién
plasmacitoide se relaciona con la progresion de la
enfermedad y que favorece, de algiin modo, el
estado de cronicidad de la misma.

Limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenté limitaciones, como: 1)
el nimero de sujetos incluidos es pequefio, lo
que compromete la validez externa de nuestros
resultados; 2) no se exploraron aspectos funcio-
nales que darian solidez a las especulaciones de-
rivadas del andlisis fenotipico; y 3) el caracter
transversal de este estudio nos impide conocer la
direccién de las asociaciones.

En una segunda etapa de este estudio se ca-
racterizaran las CDs de sangre periférica de los
mismos grupos de pacientes con el fin de esta-
blecer si existe una relacién entre la respuesta sis-
témica y de trofismo hacia los sitios de inflama-
cién en el pulmén por medio de receptores de
quimiocinas. Del mismo modo, se caracterizara el
perfil de secrecién y expresién intracelular de ci-
tocinas para conocer el estado funcional de las
poblaciones estudiadas e identificar asi un perfil
fenotipico y funcional de las CDs presentes en el
epitelio pulmonar.

CONCLUSIONES

La baja frecuencia de CDm y CDp, aunado a la
ausencia de marcadores de activacién o madura-
cion sugieren que los pacientes con NH, princi-
palmente en la forma subaguda, cursan con un
estado de anergia en los linfocitos T. Dicho es-
tado de anergia podria influir la diferenciacién
Th1/Th2y por lo tanto, modificar la progresién de
la enfermedad hacia etapas crénicas.
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