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DESARROLLO Y APLICACION CLINICA

Antes de 1la introduccién del broncofibroscopio como
instrumento esencial en el diagnéstico neumolégico , el
broncoscopio rigido, disedado por Jackson en 1904 (1) fue
utilizado durante muchos afios para eliminar secreciones

purulentas de vias aéreas en pacientes con bronquiectasias.

En 1949 Carlens (2) describié un método para aislar un
bronquio principal mediante un tubo de doble 1luz, que
permitia 1la instilacién de grandes cantidades de l1iquido en
un arbol bronquial sin impedir la ventilacién del pulmén
contralateral. Este método fue empleado con éxito en
pacientes con proteinosis alveolar, microlitiasis alveolar,
asma refractario , inhalacién de particulas o gases nocivos

y fibrosis quistica.

Métras (3) en 1953 ide6 un cateter con punta radioopa-
ca, facil de colocar con control fluorocépico y que facili-
taba el aislamiento de un segmento pulmonar. Este sistema
fue empleado para la obtencién de células del tracto respi-
ratorio inferior en 1los primeros estudios inmunolégicos

realizados en sujetos normales (4,5).



Cuando 1Ikeda 1introdujo la broncoscopia mediante fibra
6ptica (BF) a 1inicios de 1970, causé gran impacto . La
aplicacién méds inmediata fue la biopsia directa y cepillado
de la mucosa bronquial para el diagnéstico de neoplasias y
ciertas enfermedades pulmonares intersticiales. Posterior-
mente se 1iniciaron multiples estudios mediante lavado
broncoalveolar (LBA) en voluntarios normales , tanto
fumadores como no fumadores, con el objetivo de investigar
la hasta entonces inaccesible via aérea distal , obtenién-
dose datos importantes acerca de la composicién celular
y componentes solubles a este nivel (56-11).

Desde entonces hasta la actualidad se ha obtenido una
amplisima informacién sobre l1os mecanismos inmunes e infla-
matorios implicados en las enfermedades pulmonares intersti-
ciales , distress respiratorio , asma, proteinosis alveolar,
fibrosis quistica, cancer pulmonar, enfermedad pulmonar
ocupacional , toxicidad pulmonar por drogas y efectos de la
inhalacién de tabaco y del disbalance proteasa-antiproteasa
a nivel alveolar.

En la literatura existen excelentes revisiones donde se
realiza una visién global y unificadora de todos estos

aspectos (12-17).

E1 LBA, ademéds, es un procedimiento esencial en el

estudio de infiltrados pulmonares en pacientes inmunocom—-



prometidos.La utilidad en el diagnéstico de infecciones por
Pn. carinii en estos pacientes fue reconocida inicialmente
por Drew (1974) (19) y Kelley (1978) (20). Posteriormente,
desde la descripcién en 1981 de 1los primeros casos de
sfndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) hasta la
actualidad, el LBA ha contribuido no s6lo a un diagnéstico
mas seguro de las infecciones pulmonares oportunistas
asociadas sino que ademas, ha permitido esclarecer impor-
tantes aspectos sobre 1la inmunopatogenia de la infecccién

por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (21-34).

A pesar de todas estas aportaciones, la utilidad de
este procedimiento en el diagnéstico de 1la patologia
intersticial de origen no 1infeccioso ,estd limitada a un
grupo reducido de enfermedades que incluye: histiocitosis
X, sindrome de hemorragia pulmonar, proteinosis alveolar,
exposicién a asbesto, carcinoma bronguioloalveolar y linfo-
mas.

En el resto de 1la patologia intersticial han sido
descritos determinados patrones de predominio celular que
se han utilizado para diferenciar aquellos trastornos en los
que existe un predominio linfocitario (p.e. sarcoidosis,
neumonitis por hipersensibilidad,tuberculosis diseminada) de
los que muestran un predominio neutrofilico (p.e. fibrosis

pulmonar idiopdtica y asociada a enfermedades del coléageno,



histiocitosis X, etc).

Algunos de estos resultados preliminares , como por
ejemplo el grado de alveolitis linfocitaria y subpoblaciones
linfocitarias en el fluido de LBA en sarcoidosis (35-38), o
la evidencia de alveolitis neutrofilica en fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI) (35,41-44) fueron utilizados de forma
extensa para monitorizar la evolucién de la enfermedad o
separar subgrupos de pacientes con potencial beneficio
terapéutico. En posteriores estudios se concluye que los
recuentos celulares en el fluido del LBA no deberfan ser
usados en pacientes individuales para monitorizar o predecir
respuesta al tratamiento en sarcoidosis (15,39-40) o FPI
(45,46).

No obstante, 1los perfiles celulares que caracterizan
las enfermedades antes seflaladas pueden l1legar a constituir
una gufia importante en el diagndstico y manejo de la enfer-

medad pulmonar intersticial.

Las opiniones sobre utilidad del LBA en el diagnéstico
de la enfermedad pulmonar intersticial son muy variadas. Los
autores con opinidén mas favorable (15,18) piensan que el LBA
puede modificar el planteamiento diagnéstico , aumentar el
grado de confianza en un determinado diagnéstico o bien

ayudar a seleccionar otros estudios necesarios.



En 1los Ultimos afios, las aportaciones del LBA al estu-
dio de 1la patogenia de las enfermedades intersticiales han
sido muy numerosas. De forma progresiva se van sentando las
indicaciones para utilizacién del LBA (47-48) y se afladen
nuevos valores standard de referencia (49) a otros ya exis-
tentes (7—11); Todo ello contribuird a afianzar su posicién

en el diagnbstico de la patologia respiratoria.



2.- METODO DE REALIZACION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

E1 LBA es un procedimiento endoscépico concebido con la
finalidad de obtener muestras célulares, material soluble y
agentes infecciosos presentes en alvéolos y vias aéreas
terminales.

En la seccién de METODOLOGIA de este trabajo se descri-
ben con detalle los pasos secuenciales de nuestra técnica de
obtencién y procesamiento de muestras .En esencia, afade a
la BF normal la instilacién de una cantidad de suero fisio-
16gico en un segmentario del 16bulo medio o 1ifngula. E1 vo-
Tumen de 1iquido 1instilado oscila ente 100 y 250 cc segln
los distintos autores .

E1l 1liquido recuperado es una mezcla de suero fisiolé~
gico y fluido de revestimiento epitelial en proporciones aun
no bien conocidas. Su procesamiento en laboratorio permite
conocer numero total de células disponibles, distribucién
porcentual de cada tipo celular y estudio funcional mediante
uso de anticuerpos monoclonales (AcMo). Su estudio completo
incluye ademds, s8i 10 requiere, estudio citopatolégico,
ultraestructural y microbiolégico.

En el sobrenadante acelular , una vez concentrado, es
posible determinar componentes solubles del fluido del
revestimiento epitelial (7,9-11,49,50) (albumina, transfe-

rrina, az-macroglobulina, inmunoglobulinas, complemento, an-



tiproteasas, enzimas, urea).
E1 procedimiento generalmente es seguro, con escasa
morbilidad y los efectos secundarios son mds o menos compa-

rables con los de l1a BF de rutina con anestesia tépica (51-

54).

Desde que 1la técnica fue descrita por Reynolds y
Newball en 1974 (7) hasta la actualidad se han incluido nu-
merosas variables y se han publicado cientos de estudios en
relacién con la metodologia de obtencién y procesamiento de
muestras. E1 método, por lo tanto, no esté& aun estandarizado
y por ello los resultados son tan variables entre distintos
laboratorios que es dificil comparar y obtener conclusiones.

Ademds de la metodologia existen otros factores que in-
ducen variabilidad en los recuentos celulares y limitan su
utilidad diagnéstica. Algunos de ellos seran revisados y

otros estudiados en otras secciones de este trabajo.



3.- EL LBA COMO TECNICA ESENCIAL EN EL ESTUDIO DE
LA RESPUESTA INMUNOLOGICA A NIVEL PULMONAR

E1l tracto respiratorio estd expuesto continuamente a
microorganismos y particulas presentes en el aire inhalado,
por 1o cual es necesario que existan mecanismos de defensa
para prevenir el proceso infeccioso y dafo pulmonar.

En vias respiratorias altas, 1a tos ,estornudo y el
aclaramiento mucociliar contribuyen al aclaramiento de
particulas.

La via aérea distal, bronquiolos y alvéolos, esté
desprovista de estos mecanismos y los agentes infecciosos o
particulas que alcanzan este nivel son eliminadas por el
sistema mononuclear fagoc{tico. Estos mecanismos de inmuno-
vigilancia se compiementan por la presencia de inmunoglobu-
linas (Igs) producidas 1localmente (IgA secretora) y otras
Igs (IgG,IgM, IgE), transferrina, componentes de la via al-

ternativa de activacién del complemento y surfactante (26).

La respuesta 1inmune, tanto celular como humoral,
tiene wuna accién multiplicativa ya que inicia la generacién
de una respuesta inflamatoria mediante el reclutamiento de
células efectoras (polimorfonucleares y linfocitos ), con
alteracién de la via aérea y aumento de permeabilidad capi-

lar, 1o que permite, ademds, el aflujo hacia el alvéolo de
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cantidad de componentes solubles que mantienen el proceso
inflamatorio.

Ademds de su funcién defensiva, tanto los PMN como los
macréfagos han sido implicados tanto en el inicio como en el
mantenimiento del daRo alveolar , caracteristico de diversas
enfermedades tanto agudas como crénicas.

La comprensién de todos estos mecanismos es debida en

gran parte a las aportaciones del LBA.

E1 1liquido recuperado mediante este procedimiento (a-
proximadamente entre el 40-70% del volumen instilado) con-
tiene una cantidad de fluido de revestimiento epitelial
alveolar y de via aérea que se estima en 1% del volumen
recuperado (1.0:0.1 m1/100 m1 de fluido) (55), determinada
mediante el método de la urea como marcador de dilucién. No
se ha descrito ain el metodo ideal para determinar el grado
de dilucién de este fluido y por lo tanto es dificil la
cuantificacién de proteinas y otros componentes solubles

(7,9,10,41,50,56).

3.1 .- componentes celulares del fluido obtenido por LBA

Numerosos centros han publicado cifras de celularidad
total y recuentos celulares diferenciales en individuos

normales. Estas cifras difieren considerablemente ya que
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tanto el volumen instilado y recuperado en los distintos
estudios muestran grandes diferencias y ademas varian los
métodos de cuantificacién celular.

Por otra parte, los valores publicados corresponden a
un pequefio numero de sujetos y los criterios de selecciédn no
estan claramente definidos o varian considerablemente.

Recientemente se han dado a conocer los resultados de
un macroestudio cooperativo iniciado en E.E.U.U en 1984 y
disefiado con la finalidad, entre otras, de caracterizar, en
un grupo amplio de 191 pacientes normales , 1os constituyen-
tes celulares y solubles en el fluido del LBA y valorar la
influencia en éstos de factores demogréaficos y l1a historia
de tabaquismo (49).

Los resultados de este estudio quedan contrastados con

los estudios previos en las TABLAS 1 y 2 siguientes.

TABLA 1
CELULAS EN EL FLUIOO DEL LBA EN SUJETOS NORMALES NO FUMADORES

Autores Ref.  Afo n V.inst X rec Cels.tot Cels/ml NMAC(X) LINFC(X) PHN(X

Reynolds (7) 1974 5 150 66 12.8 NR 14 15 0
Daniele  (8) 1975 12 100-200 50 §.5 12.1 18 17 NR
Reynolds (41) 1977 11 100 50 22,2 13.9 19 17 NR
Low (10) 1978 14 240 13 11.2 6.4 95 3 2
Nerrill  (50) 1980 24 200 63 15.8 NR 88 ] 2
Baughman (57) 1986 16 150 NR NR NR 92 71 i
Costabel (59) 1986 11 100 54 1 NR 32 1 1
Wallaert (61) 1988 10 250 NR NR 9.8 ] 8 1
Barbers (60) 1967 19 300 10 23.9 11.6 91 8 !
Ettenshon (58) 1988 18 120 63 1.3 9.3 95 4 i
Semenzato (62) 1986 10 100-150 59 12.0 .3 H ] 1
NHLBI (49) 1990 11 240 64 18.1 12.9 85 12 2

-------------------------------------------------------------------------------------------------
-------------------------------------------------------------------------------------------------
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TABLA 2
CELULAS EN EL FLUIDO DEL LBA EN SUJETOS NORMALES FUMADORES

Autores Ref. ARo n Vol.inst % rec  Cels.tot Cels/ml MAC(X) LINFC(X) PMM(%)

Reynolds (7) 1974 5§ 150 66 39.8 NR 96 6 MR
Reynolds (41) 1977 21 100 48 14.4 33.5 8 § 3
Low (10) 1978 12 240 69 16.2 45.9 94 5 1
Haslam  (63) 1980 15 300-550 27 72.0 50.0 81 5 8
Merrill (50) 1980 32 200 81 18.0 NR % 3 3
Costabel (59) 1986 12 100 52 23.0 NR 96 3 1
Barbers (60) 1987 13 300 62 59.2 35.8 93 ] (1
NKLBI (49) 1930 64 240 59 59.9 .8 93 5 2

Ref.- Referencia bibliogréfica; n= n° de pacientes; Vol. inst= Volumen instilado; X rec= porcentaje
recuperado; Cels.tot= C4lulas totales (n x 108); Cels/mi= Células por m] fluido recuperado (n x 10¢).

A pesar de la amplia variabilidad de los resultados re-
feridos por los distintos autores ,tanto en celularidad to-
tal como distribucién celular porcentual, parece aceptado
que la celularidad presente en el tracto respiratorio
inferior normal consiste ,en su mayor parte de macréfagos
(MAC), seguido por 1los 1linfocitos (LINFC) y en escaso
porcentaje l1os polimorfonucleares (PMN).

E1 hébito tabaquico aumenta entre tres y cuatro veces
la celularidad total y modifica la distribucién porcentual
al incrementar el porcentaje de neutré6filos y descender el
de 1linfocitos (7,10,49,59,60). Se han descrito tambien
alteraciones en las subpoblaciones 1linfocitarias con un
marcado descenso en el cociente CD4/CD8 por expansién de la

subpoblacién con fenotipo supresor-citotéxico (59).
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3.2.- Métodos de procesamiento e identificacién celular

La adecuada interpretacién de los resultados del LBA
depende de la correcta identificacién célular.

Los dos métodos normalmente usados para examen citolé-
gico son la citocentrifugacién y tincién con Wright-Giemsa
(o Diff-Quick) o Papanicolau o bien el empleo de filtros
Millipore (filtros de nitrocelulosa de 25 mm de didmetro con
poros de 5 mu) y tincién con Papanicolau o hematoxilina

eosina.

Ambas técnicas tienen inconvenientes. Saltini y cols
(1984) (64) estudiaron determinados factores del procesa-
miento que pueden influir en los resultados finales. Tras
realizacién de "lavados"” secuenciales Yy centrifugaciones
para concentrar la muestra apreciaron una pérdida variable
de células que valoraron en un 22% sobre el numero original.

Observaron ademds que la poblacién de LINFC estaba me-
nos representada en las preparaciones obtenidas mediante em-
pleo de citocentrifuga que en las obtenidas con técnica de
filtros. Esta aparente pérdida de LINFC, seglin sus resulta-
dos, era muy variable pero oscilaba alrededor del 30%.

Alteraciones en el tiempo o velocidad de centrifuga-
cién o volumen de fluido en el cual se suspenden las células
no parecian influir en los resultados finales.

La pérdida selectiva de LINFC durante la citocentrifu-
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gacién ha sido confirmada posteriormente por Fleury-Feith y
cols (1987) (65) y la atribuyen tanto a una mayor suscepti-
bilidad de éstas células a la lisis y a una menor capacidad
de adherencia al cristal, 1o que facilita que se pierdan du-

rante los procedimientos de tincién.

La velocidad de citocentrifugacién parece modificar
tambien los recuentos celulares. Mordelet-Dambrine y cols
(1984) demostraron que con altas velocidades de citocentri-
fugacién desciende el porcentaje de MAC y se incrementa el

de LINFC en relacién con bajas velocidades (66).

Las preparaciones obtenidas mediante filtros Millipore
muestran un excelente detalle morfolégico y aunque no se
observa pérdida de LINFC, si que se ha mostrado un menor
porcentaje de neutré6filos en comparacién con la citocentri-

fugacidén ,quizds por destruccién al pasar a través del

filtro (67).

En definitiva, el procesamiento de las muestras influye
de forma importante en los recuentos celulares diferenciales
y por ello , los resultados han de ser interpretados tenien-

do en cuenta las limitaciones de cada método empleado.
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3.3.- Caracterfisticas v funcién de las células obtenidas
mediante LBA

3.3.1.- Macréfagog (MAC)

A nivel pulmonar , los méds investigados han sido los
MAC alveolares, que representan el 90-95% de las células ob-
tenidas mediante LBA.

Es debatido todavia si estas células son representati-
vas de la poblacién celular alveolar, ya que en el LBA
se arrastran MAC de via aérea y ademds , es posible que las
células recuperadas sean células senescentes con poca capa-
cidad de adherencia.

Los MAC obtenidos son heterogéneos tanto morfolégica
como funcionalmente. Reynolds y Newball (1974) (7) y Cohen y
Cline (1977) (6) realizaron 1los primeros estudios de
caracterizacién y describen al menos tres tipos de células
en base al tamafio : 1los mds numerosos (=70%) son MAC de
tamaio intermedio (14-19 um), el 20% tienen el tamafio de las
células mononucleares fagociticas de sangre periférica y el
7% son células multinucleadas gigantes con didmetro de
20-40 pm.

La exposicién prolongada al humo de tabaco se asocia
con inflamacién crénica del tracto respiratorio inferior. E1
LBA en sujetos fumadores evidencia MAC mds numerosos, de

mayor tamafio y con mds inclusiones intracitopldsmicas pig-
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mentadas. Se ha demostrado (68) un incremento en la canti-
dad de Fe y ferritina en MAC alveolares de pacientes fumado-
res comparativamente con los no fumadores. Del balance Fe
libre-Fe unido a ferritina puede depender la generacién de
agentes oxidantes potencialmente 1lesivos implicados en la
patogenia de enfermedades como §1 enfisema pulmonar.

Desde este punto de vista, es desconocido aun si el
metabolismo del Fe por 1los MAC alveolares de pacientes

fumadores es protector o problemidtico en el pulmén (69).

E1 origen de l1os MAC alveolares ha sido muy debatido.

En estudios realizados en animales y humanos se ha de-
mostrado que la mayoria de los MAC alveolares derivan de los
monocitos de sangre periférica. En el realizado por Thomas y
cols (1976), se mostré el origen en médula 6sea del MAC al-
veolar al observar en pacientes sometidos a trasplante de
médula ésea una repoblacién gradual de sus alvéolos con MAC
originados en el donante (70).

No obstante, en estado normal, ha sido demostrado que
una minima porcién de esta poblacién deriva de la replica-
cion "in situ” del pool de MAC intraalveolar (71-73).

Se considera que el primer mecanismo puede estar impli-
cado en el reclutamiento de monocitos periféricos en los
estados de inflamacién aguda. En los procesos inflamatorios

crénicos, aunque se incrementa el grado de reclutamiento
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(72), parece ganar mas importancia la replicacién local in-
traalveolar (71-73).

Otra poblacién de MAC, no recuperada con el LBA, es la
existente a nivel intersticial e intravascular, probablemen-
te diferentes funcionalmente a los MAC alveolares.

Los MAC interactuan con otras células mediante la
unién de ligandos a receptores especificos localizados en su
superficie.

E1 empleo de AcMo ha permitido la descripcién de una
amplia variedad de moléculas implicadas en una gran diversi-
dad de funciones celulares. Muchas de estas moléculas estén
presentes en otras lineas celulares y pueden ser evidencia-
das sin gran complejidad en los estudios rutinarios de la
celularidad del LBA. No obstante, aunque su andlisis ha
permitido acceder al estudio de funciones sofisticadas del
MAC, su utilidad en el diagnéstico de procesos inflamatorios
o inmunes pulmonares esté& aun por investigar.

Aungue es dificultosa su ordenacién, un sistema Gtil de
clasificacién puede basarse en agrupaciones segln funcién
celular como se resume en la TABLA 3 siguiente.

Algunas de estas moléculas ejercen funciones distintas.

Asi por ejemplo, las moléculas de membrana implicadas
en la adherencia leucocitaria (LFA-1, CR3, CR4) son esencia-
les en el proceso de fagocitosis.

En €1 caso del CR3, su unién con C3bi 1leva a la endo-
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TABLA 3

ANTIGENOS DE SUPERCIE PRESENTES EN MACROFAGOS ALVEOLARES

* En relacidén con la adherencia leucocitaria (integrinas):
-Receptores para componentes del sistema del complemento
(LFA-1, CR3, CR4) [73,74]
-Otros
* En relacion con la guimiotaxig
* En relacion con la fagocitosis:
-Receptor para la fraccién Fc de Igs.
- " para componentes del sistema del complemento:
.LFA-1 (leucocyte function antigen-1) (CD11a/CD18).
.CR3 (receptores para el C3bi) (CD11b/CD18) [73]
.CR4 (receptores para el C3bi) (CD1ic/CD18) [74]
* En relacion con la presentacion antigénica:
-Ags. de histocompatibilidad de clase II [75-79]
* En relacioén con 1a actividad macrofdaica:
-Receptor para gamma-interferoén

- transferrina (CD71)

- " " IL-2 (CcD25)

T e T —  — — TE GE D T . - —— — U —— — > W WSS G CE VIR TR S G GU WS WD U TN Wl Sub M G GED G SV Gmn GED G W W A o
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citosis del complejo formado e induce modificaciones en el
metabolismo celular (incremento de la capacidad para liberar
radicales 1libres de oxigeno, aumento en la expresidén de mo-
Téculas de clase II y disminucién de la fagocitosis mediada
por CR3). Su expresidén y afinidad puede guardar relacién con
el estadio madurativo ya que se ha comprobado menor expre-
si6n en el MAC alveolar que en el monocito sanguineo (73,
74).

La expresién de CR4 (CD11c/CD18), molécula que actua
tambien como receptor para el C3bi, se ha observado que es
mayor en MAC histicos que en monocitos de sangre periférica
(MSP)(75,76), 1o que sugiere una compartimentalizacién de la
expresién de moléculas encargadas de la fagocitosis y adhe-

rencia segin distintas fases de maduracién.

En humanos, los MAC presentan, ademds, receptores de
unién en su superficie para 1IgGi e IgGs ( subclases conoci-
das de IgG que fijan complemento ) esenciales en el proce-
so de opsonizacién . Un pequeilo porcentaje de éstos presen-

tan tambien receptores para 1a IgE e IgA.

Los MAC alveolares expresan en porcentaje muy variable
Ags HLA-DR (Ia) (71,77-80). Tal expresién es importante para
la interaccién entre estas células y los linfocitos T (LT),

especialmente durante la presentacién antigénica. Su funcién
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primordial es actuar como elementos de restriccién para los
LT helper.

Estos Ags son expresados tambien por las células B y
células T activadas y en mayor nivel por otras células pre-
sentadoras de Ag (células dendriticas y de Langerhans).

La expresién HLA-DR en situacién basal es transitoria,
ocurre cuando los fagocitos inmaduros dejan de proliferar y
comienzan a madurar. En 1los macréfagos en situacién ya
estable, tal expresién se hace negativa y con ello se
pierde buena parte de la capacidad de presentacién antigéni-
ca a otras células (88).

En distintas neumopatias se han descrito variaciones en
la expresién de estos Ags pero con datos muy discordantes
(81-87) probablemente por ser muy diferentes 1o0s inmunomodu-
ladores que regulan su expresién tanto en sentido positivo

como negativo.

Los MAC poseen ademas receptores para la transferrina
(CD71), glicoproteina que estéd presente en el fluido del LBA
e 1implicada en la captacién/liberacién del Fe por los MAC
en el pulmén inflamado crénicamente (68). Es un factor de
crecimiento celular necesario, como se ha demostrado em
cultivo de tejidos, donde las células en proliferacién
expresan receptores para transferrina (RTr) y hay correla-

cién entre la densidad de RTr y crecimiento celular. Ademéas
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es esencial en el metabolismo celular (89,90).

Una funcién adicional que se ha asignado a RTr es el de
estructura de reconocimiento por las células NK (natural
Killer) (81). Estas células constituyen una subpoblacién
linfoide con capacidad para eliminar células tumorales,
células infectadas por virus o células hematopoyéticas. Es
posible que su identificacién se base en la gran densidad de

RTr en su membrana.

La expresién de receptores para IL-2 (CD25) no es ex-
clusiva de la poblacién de LT activados como se ha comproba-
do en recientes estudios. Aunque no esten presentes
basalmente en 1a membrana del MAC, es posible inducir su

aparicién tratando estas células con linfoquinas (92).

Otra de las moléculas, CD14 (uno de los marcadores mas
especificos de la serie mononuclear fagocitica que se expre-
sa mas intensamente en monocitos), ho es conocida funcional-

mente en su totalidad (79,80,93)

E1 Ag CD4 (receptor para el VIH) no se expresa s610 en
LT helper sino en MAC alveolares que actuan como reservorio
y via de propagacién del virus a otras células que expresen

este Ag (32,94).
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3.4.- Interacciones entre poblaciones celulares

Como se ha comentado anteriormente, la regién alveolar
estd sometida a 1la inhalacién continua de inmunégenos y
sustancias irritantes capaces de producir dafo parenquimato-
so, sin embargo, a pesar de esta continua agresién , la in-
flamacién a nivel alveolar es rara. Debe existir, por 1o
tanto, un mecanismo que regule la respuesta inmune celular

a este nivel.

En este apartado intentaré resumir algunos aspectos de
la inmunidad mediada por células y 1la regulacioén de la
respuesta inmunitaria que considero esenciales para la com-

prensién de los resultados obtenidos mediante esta técnica.

3.4.1.-Inmunidad mediada por células

Hay un hecho clave : un mismo tipo de células, los lin-
focitos T, realizan varias funciones distintas. Existen por
un lado células T efectoras (CD8+) de dos tipos:

a) Células T citotéxicas que lisan células que poseen un
Ag determinado en su membrana . En respuesta al Ag liberan
linfoquinas (IL-2) (CD28+).Son células que reconocen el Ag
en asociacién con moléculas de clase 1I.

b) Otras células no reconocen Ag ni liberan IL-2 (CD11b+).
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Por otro lado, existen células T reguladoras (CD4+) de

dos tipos:

a) Cooperadoras (CDw29+) que influyen positivamente sobre
Ta funcién de las células T efectores y las células B.

b) Supresoras/citotéxicas, que controlan el funcionamien-
to de las células CD8+ (CD45R+) y que son inductoras de su-
presioén.

Algunas de estas células CD4+ expresan marcadores pro-
pios de células agresoras naturales (NK), producen IL-2 y no

proliferan en respuesta a mitégenos y Ags (102).

E1l Ag es presentado a las células T cooperadoras y a
las células B por las células presentadoras de Ag (CPA). Las
células cooperadoras ayudan a las células B para producir
Ac y las células T supresoras son estimuladas tambien por
el Ag y regulan tanto a las células B como a las células T
cooberadoras.

Hay ademds una regulacién no especifica de Ag basada en
la accién de mediadores tales como la interleuquina-1 (IL-1)
y la interleuquina-2 (IL-2), ésta ultima con efecto inespe-
cifico amplificador de proliferacién de células T (coopera-
doras o citotéxicas) ya activadas previamente de forma

selectiva por el Ag.
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x Reconocimiento del Ag por las células T

Las células T cooperadoras y citoté6xicas no se unen al
Ag 1libre ,sino que parece ser reconocido sélo cuando esté
asociado con productos del sistema mayor de histocompatibi-
lidad (MHC) expresados en la membrana celular (88).

No todas 1las células T utilizan los mismos productos
del MHC. Las células citotéxicas reconocen el Ag asociado
con productos de clase I presentes en todas las células de
todos los tejidos, mientras que las células colaboradoras 1o
reconocen asociado a moléculas de clase I1 expresadas en
las CPA y en algunos linfocitos (103).

Los receptores a nivel de membrana linfocitaria de
estas moléculas de clase I y II son unas glucoproteinas de
76 kilodaltons (T8) y 62 KD (T4) respectivamente. Su identi-
ficacién mediante AcMo especificos permite definir dos sub-
poblaciones de 1linfocitos T diferentes funcionaimente, las
células T4* (helper-cooperadoras) y células T8+ (supresoras—-
citotéxicas).

Los AcMo frente a CD4 bloquean la activacién de células
T con restriccion de clase II, mientras que los anti-CD8
bloquean 1la destruccién por parte de las células con res-
triccién de clase 1 aunque no afecta a la proliferacién
celular inducida mediante Ag o IL-2. Esta correlacién ha
1levado a sugerir que CD4 y CD8 son los receptores para las

moléculas de clase II y I respectivamente.



-25-

Las células T maduras poseen , ademas, una proteina de
20 KD (T3) asociada con el receptor para el Ag en las
células T (TCR), que constituye el marcador definitivo de
las células T. La unién con el AcMo anti-CD3 conlleva un
bloqueo de las funciones que requieren estimulacién celular

por Ag (citotoxicidad y proliferacién celular).

* Células presentadoras de antigeno

E1 reconocimiento del Ag por las células T cooperadoras
requiere que éste sea presentado junto con moléculas del MHC
por parte de las CPA. Previamente al reconocimiento por
parte del receptor antigénico de células T, las CPA degradan
parcialmente el Ag antes de la asociacién a moléculas de
clase II.

A nivel pulmonar esta funcién es realizada por algunos

monocitos/MAC, células dendriticas y células de Langerhans.

Los monocitos/MAC, como ya ha sido sefialado, presentan
receptores para inmunoglobulinas y fragmentos del complemen-
to, expresan glucoproteinas de clase II (HLA-DR) y pueden
actuar como CPA para las células T y B.

La mayor parte de los estudios indican que la expresién
de moléculas HLA-DR (Ia) en estas células se encuentra bajo
regulacién (88,102).

A nivel tisular, la expresién basal ocurre cuando la
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célula deja de proliferar e inicia su maduracién, por 1o
tanto esta expresién es transitoria y no se muestra en la

célula macrofdgica estable (88).

Las células dendriticas y de Langerhans pertenecen al
sistema mononuclear fagocitico. Son células accesorias con
un importante papel en l1a iniciacién de reacciones inmunes
en el puimén. Al igual que los MAC, tienen receptores Fc
y C3 y en su membrana presentan Ags de clase II. Aunque su
nimero es escaso en el pulmén normal, en la inflamacién
crénica del pulmédn asociada a tabaquismo y en enfermedades
granulomatosas como 1la histiocitosis X hay una marcada

acumulacién en el tracto respiratorio inferior.

x Activacién de células T por CPA

La iniciacién de 1la proliferacién de las células T
implica no sélo el reconocimiento del Ag y determinantes del
MHC sino tambien de mediadores l1iberados por 1l1as CPA; uno
de éstos, la IL-1 ,junto con la estimulacién del propio Ag,
es capaz de inducir la aparicién de receptores para la IL-2
en 1a superficie del linfocito T y estimular a estas células
para la liberacién de IL-2, cuyo efecto es promover la pro-
liferacién de células T especificas de Ag. Otros cambios son
un incremento del numero de receptores para IL-1 y la adqui-

sicién de Ags HLA clase II en la superficie del linfocito.
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x Citotoxicidad mediada por células
Ciertas subpoblaciones de c¢élulas 1linfoides pueden
unirse a células diana y 1lisarlas. En unos casos esta

funcién es realizada por células T citotédxicas, frecuente-

mente T8+ y con funcién restringida por el MHC de clase I.

Otra poblacién celular con misién semejante es la de
células agresoras naturales (NK). Constituyen un grupo hete-
rogéneo de células, pero 1la mayor parte de ellas son
linfocitos granulares grandes. E1 fenotipo de superficie,
ampliamente estudiado mediante citometria de flujo (96,97),
tambien es heterogéneo. Pueden expresar Ags HLA-DR, recep-
tores para Fc de inmunoglobulinas , C3 del complemento,
IL-2, gammma-IFN y comparte el receptor T8 con la subpobla-
cién de LT supresores.

La mayoria de estas células tras una breve incubacién
con estimulantes incrementan 1a expresién de CD11b y CD11c
(integrinas que constituyen un marcador de monocitos/MAC y
PMN), Ags implicados en funciones esenciales como adhesién,

fagocitosis e interaccién entre células) (104).

No ha sido aun definida alin la/s estructura/s que reco-
nocen las células NK, aunque no parece tratarse de Ags de
superficie celular bien definidos. En estudios recientes se

valora la importancia del receptor para la transferrina,
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presente en todas las células en divisién (91), aunque pro-

bablemente intervengan otras estructuras.

A nivel pulmonar, en el sujeto normal, el porcentaje de
células en el fluido de LBA con morfologfa linfocitaria que
expresan Ags propios de células NK es escaso en relacién con
el porcentaje de células T3+, no obstante se incrementa
ostensiblemente en patologias tales como infeccién por VIH
(29-31) y en 1a neumonitis por hipersensibilidad (100).

No se ha comprobado aun una clara correlacién entre
funcién 1inmune e 1inmunofenotipo en esta poblacién celular

(102).

* Papel de 1os MAC en la inmunidad celular

Los MAC desempefian un papel central en la inmunidad me-
diada por células al ser capaces de iniciar una respuesta
como CPA y de efectuarla como células inflamatorias, tumori-
cidas o microbicidas, ademds de ser responsables del dafio
histico y participar en el proceso reparativo de tejidos.

Tras ser presentado el Ag a las celulas T, éstas 1ibe-
ran linfoquinas que actuan sobre los MAC e inducen su acti-

vacién, la cual no es Ag-especifica.

A nivel pulmonar, en el fluido de revestimiento

epitelial, 1la poblacién monocito/MAC constituye 1a inmensa
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mayoria de las células en el estado normal. La activacién de
esta poblacién es un hecho complejo que alin estd en via de
estudio.

Hay dos hechos que explican dicha complejidad: por un
lado , la heterogeneidad de esta poblacién en cuanto a esta-
dfo madurativo y exposicién de Ags en su superficie (77-80)
y por otro lado, la gran diversidad de estimulos (inflamato-

rios y/o linfoquinas) a l1os cuales estd expuesta.

A nivel tisular, cuando el material antigénico no pue-
de ser degradado, las células T se acumulan y liberan linfo-
quinas. Esto conduce a 1l1a proliferacién y activacién de
MAC, con el aspecto de una masa nodular (granuloma) consti-
tuido esencialimente de células gigantes multinucleadas,
células epitelioides y MAC activados. E1 estudio del fenoti-
po de LT presentes en el foco granulomatoso indica que los
linfocitos T4* (helper) estan localizados en el centro y
alrededor de 1la lesién , mientras que las T8* (supresoras/
citotéxicas) estan distribuidas en anillos discontinuos al-
rededor del granuloma. Esta distribucién es tipica de los

granulomas tuberculosos y sarcoideos (105).
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3.3.2.- Linfocitos (LINFC)

Son vistos infrecuentemente en los estudios de tejido
pulmonar normal (95) y en las muestras de fluido de LBA de
sujetos no fumadores representan menos del 15% de las

células obtenidas (7,10,49,50,57-62).

Probablemente el LBA tan s610 muestrea la poblacién de
LINFC que residen a nivel alveolar. Otra péblacibén se
encuentra a nivel del tejido 1infoide asociado a bronquios y
otra en intersticio. Es posible que ésta Ultima guarde un

equilibrio con la existente a nivel alveolar (17).

Los LINFC obtenidos mediante LBA tienen actividades
diversas, incluyendo tanto sintesis de Igs, secrecién de
Tinfoquinas, citotoxicidad, funcién NK y expresién de molé-

culas implicadas en activacién /interaccién celular.

La tincién de Wright Giemsa es una técnica simple, re-
productible y barata para caracterizar las distintas pobla-
ciones celulares en el fluido del LBA. Los grandes LINFC ac-
tivados pueden semejar pequeios macré6fagos como sucede en
procesos inflamatorios como sarcoidosis. Esta dificultad de
identificacién puede minimizase cuando se aplican criterios

morfolégicos estrictos.
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Los LINFC pequefios se caracterizan por presentar un
nucleo redondo y denso con cromatina condensada y situacion
céntrica dentro del citoplasma. Los grandes 1linfocitos
suelen presentar niucleos excéntricos de morfologifa variable,
redondo o 1lobulado y 1la cromatina es menos densa que los
anteriores.E] citoplasma es aparentemente transparente,

aunque puede contener granulaciones.

La tecnologfia de hibridomas para obtencién de AcMo re-
conocedores de marcadores de membrana , Jjunto con las
técnicas de fluorescencia y ultimamente la citometria de
flujo (96,97), estan revolucionando 1los estudios sobre
actividad funcional de las poblaciones de células linfoides
recuperadas en el fluido del LBA y han ampliado la utilidad
del LBA en el diagnéstico.

Los AcMo reaccionan especificamente con determinados
Ags existentes en la membrana celular. Actualmente se em—
plean dos tipos de técnicas para visualizar o identificar

esta reaccién Ag/AcMo:

* Inmunofluorescencia (IF)

E1 método habitual es 1a tincién y estudio de células
en suspensién. Las células son incubadas, o bien con AcMo
marcado con un fluorocromo (IF directa) o con un AcMo no

marcado al que se fija , en segunda incubacién, Ac anti-Ig
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marcado con fluorocromo frente al primero (IF indirecta).

En muchos laboratorios se estudia esta reaccion
mediante microscopio de fluorescencia , sin embargo , una de
las ventajas de la técnica de IF es la posibilidad de
incorporar el estudio automatizado de las células mediante
citometria de flujo (96,97). Esta técnica permite el anali-
sis Yy correlacién de multiples parametros de un gran numero
de células en suspensién, incluyendo tamafio, granularidad,
identificacién de fenotipo inmune , cuantificacién de expre-
si6n de Ags y separacién de distintas subpoblaciones.

Otras posibilidades incluyen el estudio de estado de

activacién y/o diferenciacién celular.

E1l estudio de muestras mediante IF , sobre todo si se
emplea citometria de flujo, es una técnica muy réapida, sin
embargo, los inconvenientes son claros, la preparacién no se
puede mantener mucho tiempo y por supuesto no permite obser-
var detalles morfolégicos. E1 estudio mediante microscopio
de fluorescencia es una técnica mucho mas lenta, no obstante
permite estudiar simultaneamente morfologia celular.

Los pasos secuenciales de esta técnica seran descritos

mas detalladamente en 1la seccién de MATERIAL Y METODO de

este trabajo.
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* Inmunocitoguimica.

De estas técnicas , las mds sensibles son las técnicas
de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) y fosfatasa alcalina-anti
fosfatasa alcalina (FAAFA), donde un inmunocomplejo de
inmunoenzima se une al AcMo primario mediante otro Ac que
actua como puente. Esta reaccién se visualiza mediante
microscopia Optica convencional y permite visualizar la
morfologia celular y estudiar simulténeamente dos poblacio-
nes 1linfocitarias y macr6fagos en la misma preparacién, con
1o cual se requiere menor numero de células.

La técnica es mucho mds laboriosa que la de IF, sin
embargo, la sensibilidad es mayor y las muestras obtenidas
pueden ser conservadas para estudios posteriores.Ambas han
mostrado una excelente correlacién al comparar sus resulta-
dos (98). Al igual que las técnicas de IF, las técnicas de
inunocitoquimica han sido aplicadas fundamentaimente en el

estudio de subpoblaciones 1infocitarias.

La funcién linfocitaria puede ser determinada estudian-
do 1los Ags de diferenciacién expresados en la superficie
celular. Estos Ags de superficie estan categorizados segun
una nomenclatura internacional basada en “clusters de
diferenciacién” (CD) (93).

Los fenotipos funcionales incluyen , entre otros, todas

las células T maduras, células T helper/inducer, células T
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supresoras/citotéxicas , células B y célulias NK.

Las subpoblaciones de LINFC han sido bien definidas en
sangre Yy su estudio ha demostrado ser Util, sobre todo, en
el manejo de la patologia ligada a la infeccién por el VIH
(97).

Las mismas técnicas han sido aplicadas al estudio de
las subpoblaciones 1infocitarias en el fluido del LBA con la
intencién de conocer l1os mecanismos que operan en el reclu-
tamiento de estas células al pulmén y su papel en la patoge-
nia de enfermedades como sarcoidosis, neumonitis por hiper-
sensibilidad, rechazo de injerto o fibrosis pulmonar idiopé-
tica, sin embargo, la utilidad diagnéstica de estos hallaz-

gos estid aun por determinar.

Por de pronto, los estudios realizados en sujetos sanos
no fumadores muestran resultados dispares sobre distribu-
cién porcentual de las distintas subpoblaciones, quizés por
ser diferente el nimero y tipo de pacientes estudiados asi
como el método de estudio empleado. Algunos de estos estu-
dios se muestran en la TABLA 4 siguiente.

E1 porcentaje medio de 1linfocitos en estos estudio
oscilé entre el 7% y 16%., de los cuales, 59% a 73% eran
células T y de éstas, 39%-54% son CD4+ y 20%-33% son CD8+.

E1 cociente CD4/CD8 oscilé entre 1.8 y 2.7.
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E1 porcentaje de linfocitos B oscild entre <1% y 3.3%
en los dos Unicos trabajos que 1o refieren entre l1os mostra-

dos en la tabla adjunta.

TABLA 4
FENOTIPOS LINFOCITARIOS EN EL LBA DE SUJETOS SANOS NO FUMADORES

Autores Ref. Afio Método = Linf LT tot.(X) T-helper(%) T-supres.(%) CD4/CD8 LB(%)

CD3+ CDé+ chs+
Hunninghake (99) 1981 Hf1 6 1.0 73.0 46.0 25.0 1.8 NR
Leatherman (149) 1984 W1 ] 16.0 61.0 39.0 24.0 1.8 NR
Costabel  (59) 1986 WPAP 1 1.0 12.4 54.1 33.0 1.9 ¢
Semenzato (62) 1986 Nfl 12 1.5 67.3 43.2 2.1 2.0 NR
Wallaert  (61) 1987 M1 12 1.1 66.4 48.4 21.5 1.8 NR
Semenzato (100) 1968 110 1.8 NR NR NR 2.0 NR
Saltini  (101) 1988  Cit.f1 5 16.0 59.0 39.0 21.0 1.8 NR
NHLBI (49) 1990  Cit.f1 56 1.7 12.1 45.6 20.7 2.1 3.3

Definicién de abreviaturas:Mfl=microscopio de fluorescencia;MPAP=microscopia convencional y técnica de
peroxidasa antiperoxidasa; Cit.fl=citometria de flujo;n= nimero de pacientes; LT tot(X)=Linfocitos T
totales; CD4/CD§ =indice CD4/CD8; LB= linfocitos B .Las subpobiaciones linfocitarias se expresan como
porcentajes de linfocitos totales.

En pacientes fumadores es posible que haya un trastor-
no de la inmunoregulacién celular a nivel pulmonar ya que se
ha comprobado un descenso del porcentaje de linfocitos CD4+
helper/inductores y un incremento de linfocitos CD8+ supre-
sor/citotéxicos con un marcado descenso del indice CD4/CD8
comparativamente con los no fumadores (59). En este sentido,
es posible que el tabaco, ademds, modifique el curso subcli-
nico de algunas enfermedades intersticiales al deprimirse la

funcién de 1los 1linfocitos CD4, esenciales en la respuesta
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inmune celular.

3.3.3.- granulocitos polimorfonucleares (PMN)

Representan el 60-70% de los leucocitos intravascula-
res, pero sélo unos pocos son observados en alvélos, como ha
sido demostrado en estudios de tejido pulmonar. En el fluido
del LBA de un sujeto no fumador menos del 2% de las células
totales son PMN (7,10,49,50,57-62).

No obstante el 1lecho capilar de l1os vasos pulmonares
contiene un gran reservorio de PMN, algunos en intimo
contacto con las células endoteliales. La adherencia al en-
dotelio es, probablemente, el paso inicial en la migracién
de los PMN al alvéolo.

E1 MAC alveolar juega un papel fundamental en este
proceso de migracioén mediante la liberacién de factores
promotores e inhibidores de la quimiotaxis. Mediante estos
productos secretorios 1os MAC contribuyen a la modulacién de
la alveolitis (16).

Aunque Tos PMN no muestran ninguna especificidad de
Ag, desempefian un papel importante en la inflamacién aguda y
en la proteccién frente a microorganismos.

Por otra parte, los PMN han sido implicados en el daifo
pulmonar, a través de la liberacién de radicales oxigeno,

proteasas neutras y enzimas lisosomales.
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4.- FACTORES LIMITANTES EN LA ESTANDARIZACION E
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Aunque el LBA fue introducido como técnica en la
investigacién de 1os mecanismos inmunes e inflamatorios en
el tracto respiratorio inferior, en los Ultimos afios se esté
evaluando la utilidad de l1os datos que aporta en el diagnés-
tico de las distintas neumopatias intersticiales y hay una
tendencia a incluirlo de forma progresiva junto a las técni-
cas de biopsia. No obstante, hasta l1legar a este punto han
sido planteadas y resueltas algunas cuestiones bdsicas,
aunque aun quedan otros problemas importantes por solucio-

nar:

4.1.- i t cel

Recientemente se ha demostrado que volimenes de 1iquido
instilado de al menos 100-120 mls perfunden de forma efecti-
va la via aérea distal y luz alveolar (106). No obstante, el
mayor problema que se plantedé inicialmente y que aun se
discute, es si 1la celularidad del LBA refleja los cambios
histol6gicos acaecidos en el pulmén, sobre todo la acumula-
lacién de células inflamatorias en las estructuras alveola-
res.

Son pocos los estudios en los que se realice un andli-
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sis comparativo entre la celularidad en e1 fluido del LBA y
la existente en las muestras de biopsia pulmonar.

Davis y cols (1978) (95) compararon el porcentaje de
células linfocitarias en el espacio alveolar con el existen-
te a nivel intersticial en muestras de biopsia de 28 pacien-
tes con una variedad de emfermedades intersticiales y en 7
sujetos normales. Aunque encontraron un intenso infiltrado
intersticial a base de celulas mononucleadas en muchas de
las muestras, no existfa una correlacién directa con el por-
centaje de LINFC del espacio aéreo en casos individuales.

En los 7 sujetos normales se encontraron relativamente
pocas células 1libres en los espacios aéreos, en su mayoria
MAC alveolares (media 96%) y LINFC.

Estos autores no realizaron LBA previo a la biopsia.

Haslam y cols (1980) (63) realizaron estudios de corre-
lacién entre celularidad en el LBA, muestras de biopsia pul-
monar Yy células obtenidas tras fragmentacién y tratamiento
de 1las muestras de biopsia en 21 pacientes con fibrosis
pulmonar.

No encontraron una correlacién entre recuentos celula-
res observados en l1os espacios alvolares o a nivel de pared
alveolar y numero de céluias totales o su distribucién por-
centual observada mediante LBA o técnicas de extraccién. Si

gue comprobaron una correspondencia entre los recuentos ce-
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lulares diferenciales en el LBA y los observados con técni-
cas de extraccién, 1o que sugiere que el LBA refleja la ce-

lularidad de la parte méds distal del pulmén.

Hunninghake y cols (1981) (35) encontraron una buena
correlacién entre la celularidad del LBA y la extraida de
piezas de biopsia pulmonar de 9 pacientes con fibrosis

pulmonar , 6 con sarcoidosis y 3 de pulmén normal.

Semenzato y cols (1985) (107) compararon las células
recuperadas mediante LBA con las observadas en las muestras
de biopsia pulmonar transbronquial en 26 pacientes con sar-
coidosis y 7 con neumonitis por hipersensibilidad.

Concluyen que el fluido obtenido mediante LBA en estas

enfermedades es representativo del grado de alveolitis.

En la actualidad se conoce gran parte de los mecanismos
inmunolégicos que regulan la afluencia de células desde el
compartimento intersticial al espacio alveolar, sin embargo,
falta aun una razén que Jjustifique la amplia diversidad de
los recuentos celulares en el fluido del LBA en una misma
poblacién de pacientes. Esta es una de las mayores limita-
ciones del uso del LBA en el diagnéstico de las neumopatfas

intersticiales.
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La base sobre la que se fundamenta la técnica del LBA,
como ya se ha comentado anteriormente, es la posibilidad de
arrastrar componentes celulares y moleculares existentes en
el fluido de revestimiento epitelial (FRE) que tapiza la luz
alveolar.

E1 fluido recuperado mediante LBA es una mezcla de so-
lucién salina instilada y FRE en proporciones diffciles de
estimar debido a 1a gran dilucién de éste ultimo; ésto limi-
ta la determinacién de la concentracién real de estos compo-
nentes y por tanto, la exacta interpretacién de los resulta-
dos.

Se ha tratado de obviar este problema mediante la uti-
1lizacién de distintos marcadores, uno de ellos exégeno como
el azul de metileno y otros end6bgenos como la albumina (7,9-
11,41,50,56) y méds recientemente 1a urea (55). Dado que
estos dos Ultimos marcadores se encuentran en plasma en
concentracién conocida y difunden 1libremente hacia la 1luz
alveolar, pueden servir como elementos de referencia para el
cdlculo de volumen y concentracién de componentes solubles y

celulares en el FRE.
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La utilizacién de 1a albumina ha permitido la determi-
nacién de muchos componentes en el FRE de pulmones normales,
sin embargo, en 1o0s procesos que cursan con alveolitis y au-
mento de permeabilidad vascular puede existir un incremento
de esta proteina con 1o cual se infraestiman otros componen-
tes.

La urea tambien difunde libremente hacia la luz alveo-
lar con 1o cual el volumen de FRE puede ser medido por ecua-
ciones de dilucién (55). Usando este procedimiento se ha es-
timado que el FRE recuperado de un sujeto normal no fumador
es 1.0:0.1 m1/100 m1 de volumen recuperado y la densidad de
células 1inflamatorias en l1a superficie epitelial del tracto
inflamatorio inferior es de 210003000 cé1/ul, un valor que
es aproximadamente el doble de la existente en sangre peri-
férica. No obstante, este método tambien tiene limitaciones
ya que se ha comprobado que el contenido de urea y otros
componentes del FRE aumenta a medida que se alarga el tiempo
de permanencia del 1fquido instilado antes de ser recupera-
do, con 10 cual , los valores resultantes constituyen proba-

blemente una sobreestimacién de dicho volumen (55).

La imposibilidad de realizar, por ahora, una valoracioéon
directa de estos componentes , supone otra limitacién impor-

tante en l1a estandarizacién del procedimiento.
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Se ha estimado que con la 1instilacién de 100 mls de
suero fisioldégico en un bronquio segmentario se obtiene una
muestra celular que corresponde a la superficie de unos 108
alvéolos (108) y que 1la superficie de la via aérea lavada
representa menos del 5% de la superficie total lavada. Re-
sulta pues tentativo suponer que la celularidad residente en
via aérea contribuye minimamente al recuento de células

totales obtenidas.

Varios autores han descrito alteraciones en muestras de
LBA de pacientes con varias enfermedades de via aérea, in-
cluyendo las causadas por tabaquismo, asma y bronquiolitis
obliterante. Sin embargo, dado que el material procedente de
la superficie alveolar representa la mayoria del recuperado
mediante LBA, es dificil detectar cambios sutiles causados

por enfermedad de la via aérea.

Tan s6lo en los uUltimos afios se han disefiado algunos
estudios dirigidos al estudio de las primeras alfquotas
obtenidas, que rutinariamente se tipifican como “"muestra
bronquial”, y 1l1a repercusién de éstas sobre los recuentos

celulares diferenciales.
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Robinson y cols (1988) (109) estudiaron secuencialmente
las aliquotas recuperadas durante el LBA en 23 pacientes con
diversas enfermedades intersticiales difusas.

Segun los datos de este estudio, la acumulacién de PMN
no se restringe al alvéolo , ya que se evidencian tambien en
la via aérea en pacientes con fibrosis puimonar idiopéatica y
secundaria a artritis reumatoide. En pacientes con sarcoido-
sis, sin embargo, la proporcién de LINFC en via aérea es mu-

cho menor que la existente a nivel alveolar.

Rennard y cols (1990) (110) aplicaron en 127 pacientes
con una diversidad de procesos un protocolo de lavado se-
cuencial mediante instilacién de 5 alfquotas de 20 mls en
cada uno de tres bronquios segmentarios de diferentes 16—
bulos, 1.medio, lingula y 16bulo inferior. E1 volumen de
las tres primeras aliquotas recuperadas, denominada muestra
bronquial, tenfa una composicién claramente diferente del
resto de las aliquotas, con mayor numero de células epite-
liales ciliadas , mayor porcentaje de NEUTR y menor porcen-

taje de LINFC.

La influencia de la celularidad de 1a muestra bronquial
sobre la alveolar puede minimizarse eliminando 1a primera
aliquota recuperada o proceséandola separadamente. No obstan-

te, en l1os procesos que cursan con inflamacién intensa del
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compartimento bronquial puede haber un inevitable "enrique-
cimiento” alveolar con material bronquial dificil de cuanti-

ficar (109-111,112).

Aunque 1la enfermedad intersticial pulmonar t{ipicamente

produce una afectacién difusa y bilateral, es posible
encontrar en la radiografia de torax, gammagrafia con galio
y biopsia pulmonar una falta de homogeneidad en la afecta-

cién pulmonar.

En la mayor parte de los estudios de patologfa inters-
ticial se realiza LBA en un sélo 16bulo asumiendo que los
hallazgos en éste son representativos del resto del pulmén.

Garcia y cols (1986) (113) disefiaron un estudio de co-
rrelacién de recuentos celulares diferenciales en 53 LBA bi-
lobares realizados en 20 pacientes con sarcoidosis, 9 con
fibrosis pulmonar idiopdtica o asociada a enfermedad del te-
Jido conectivo y 5 con diversas enfermedades 1intersticiales
difusas (silicosis, neumonitis por hipersensibilidad, neumo-
nitis inducida por drogas). Segun 1los datos aportados, el
grupo de pacientes con sarcoidosis mostré una excelente cor-

relacién interlobar ya que sélo el 17% de los pacientes di-
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ferfan en 108 recuentos >10% en el porcentaje de LINFC.

En el grupo de pacientes con fibrosis pulmonar con
neutrofilia predominante en el LBA, habfa una buena correla-
cién interlobar, aunque el 35% tenfa una diferencia interlo-
bar >10%.

En el resto de enfermedades intersticiales habia peor
correlacién interlobar. Las diferencias encontradas en de-
terminados pacientes no se explicaron ni por cambios en el
volumen instilado o recuperado , numero total de células re-
cuperadas o historia de tabaquismo. La radiografia de torax

, ademés, fué insensible a estas variaciones.

Peterson y cols (1988)(115) realizaron 82 LBA bilatera-
les en 64 pacientes con sarcoidosis en distintos estadios
radiolégicos y encontraron tambien una buena correlacién
entre ambos lados en los recuentos celulares diferenciales,
aunque en algunos de los pacientes habfa diferencias signi-

ficativas.

En definitiva, cuando se valore la utilidad de l1os re-
cuentos celulares diferenciales en el diagnéstico, pronésti-
co o evaluacién de necesidad terapéutica en patologfa in-
tersticial pulmonar, debe tenerse en cuenta la falta de ho-
mogeneidad interlobar, sobre todo en los casos que no son

sarcoidosis.
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Por otra parte, la variabilidad interiobar de los re-
cuentos diferenciales en patologfa intersticial pulmonar, no
parece atribuible a determinados cambios en la técnica de
realizacién, por ejemplo, en el volumen de liquido instila-
do. Este pardamero modifica de forma directamente proporcio-
nal la cantidad de células totales recuperadas mediante LBA
en un mismo paciente, sin embargo, no influye significativa-
mente ni en los recuentos diferenciales ni en la determina-
cién de concentracién celular (n°cél/ml fluido recuperado).

(115).

4.5.- varijabjlidad vy reproductibilidad de recuentos
celulares en sujetos normales

Otra de las grandes 1limitaciones del empleo del LBA en
el diagnéstico clinico es la gran variabilidad de resultados
atribuible a varios factores. Aunque algunos de éstos ya han
sido analizados en diversos trabajos , otros como variabi-
lidad y reproductibilidad de los recuentos celulares en su-

jetos normales no han sido suficientemente evaluados.

Ettenshon y cols (1988) (58) analizaron los resultados
del LBA de 78 sujetos voluntarios sanos no fumadores de edad
homogénea (20-36 afios). A pesar de la uniformidad en 1la

aplicacién del protocolo de LBA, se observé una variabili-
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dad considerable tanto en el porcentaje de 1fquido recupera-
do como en el numero total de células, sin embargo, habfa
cierta constancia en los recuentos celulares diferenciales.
Estos mismos autores estudian la reproductibilidad de
los hallazgos del LBA en 16 sujetos normales (116). En
cada paciente, el porcentaje recuperado fue similar en ambos
procedimientos, pero habfia gran variabilidad en el numero
de células obtenidas comparando tanto 1los LBA en un mismo
sujeto como entre sujetos. El recuento celular diferencial
fué el pardmetro mds constante de lavado a lavado, sin em-
bargo , un pequefio porcentaje de estos pacientes sanos teni-
an elevaciones "anormales” de algun tipo de célula (LINFC o

NEUTR) no atribuibles a una causa clara.

La muestra ideal para estudio es aquella que contiene

células mayoritariamente procedentes del espacio alveolar y
en mucha menor cantidad del tracto respiratorio inferior
hasta bronquiolo terminal. Dado que no es posible determinar
el grado de “"contaminacién” con células de origen bronquial,
es necesario establecer criterios aplicables al proceso de

seleccién de muestras (117,118). La no aplicacién de éstos

puede originar gran variabilidad de resultados no atribui-
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bles al proceso patolégico y dificultar la comparacién de

resultados entre series.

4.7.- Yariabilidad de resultados dependiemte del
procesamiento v andlisis de muestras

Pequefios cambios o modificaciones en 1la realizacién de
la técnica, procesamiento o0 andlisis de muestras inducen
grandes variaciones en l1os resultados obtenidos (64-66), por
lo cual es necesario ajustarse a un protocolo de realizacioén
que contemple todos estos aspectos.

Asi pues, los resultados han de ser valorados teniendo

en cuenta las posibles variaciones inducidas por el método.

4.8.- Complejidad del estudio inmunolégico

E1 estudio inmunolégico de las muestras obtenidas por
este procedimiento es muy complejo, no obstante, es esencial
para obtener informacién sobre funcién inmune e inflamatoria

de las células a nivel del pulmén profundo.

Los factores que dificultan este tipo de analisis son

varios:
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1°) Gran diversidad de Ags de diferenciacién leucocitaria
Tras el IV Taller de Trabajo Internacional sobre Ags

de Diferenciacién de Leucocitos Humanos (Viena,1988),
quedaron establecidos 78 “"clusters"” de diferenciacién (CD) o
Grupos de Diferenciacién Antigénicos y se ha estudiado la

especificidad celular e histica de unos mil AcMo (93).

2°) En el caso de algunos AcMo es desconocida la signifi-
cacién funcional y/o especificidad de reaccién con un deter-

minado CD, 1o que dificulta la interpretacién de resultados.

3°) Falta por estandarizar el método de estudio inmunolé-
gico de muestras obtenidas mediante LBA, 1o que impide la
comparacién de resultados entre laboratorios. Las técnicas
existentes en la actualidad (inmunofluorescencia con evalua-
cién mediante microscopio de fluorescencia o citometria de
flujo y las técnicas de inmunocitoquimica) tienen cada una
de ellas ventajas e inconvenientes en el estudio de cada una
de 1las poblaciones celulares y las indicaciones de cada una

estan aun por determinar.

4°) No existe aun ningun patrén especifico de normalidad

aplicable al diagnéstico de las distintas neumopatias.




OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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E1 LBA ha extendido ampliamente las posibilidades de la
BF de desarrollo habitual al aportar importantes datos acer-
ca de los mecanismos patogénicos de un amplio abanico de en-
fermedades pulmonares intersticiales.

Aunque en esencia la técnica de obtencién de muestras
es simple, la seleccién de éstas, el procesamiento y poste-
rior andlisis citolégico e inmunolégico requieren el disefio
y aplicacién estricta de un protocolo que contemple todos
estos aspectos y que se adapte a las necesidades particula-

res del proyecto de trabajo.

E1 estudio de distribucién celular porcentual, particu-
larmente de macréfagos alveolares, linfocitos y polimorfonu-
cleares ha mostrado 1la existencia de distintos perfiles
celulares sobre todo en sarcoidosis, neumonitis por hiper-
sensibilidad, fibrosis pulmonar y en la afectacién pulmonar
asociada a infeccién por el VIH.

Estos perfiles celulares pueden ayudar al diagnéstico
de una enfermedad pulmonar intersticial en pacientes en l1os
cuales no es posible la confirmacién histolégica mediante
técnicas de biopsia y pueden reorientar al clfnico hacia
distintas posibilidades diagnésticas o influir en la deci-

sién sobre empleo de otras técnicas complementarias.
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E1l estudio de la serie linfoide y sus subpoblaciones
ha sido esencial para establecer modelos de respuesta
inmunolégica en determinados procesos patolégicos pulmonares
como granulomatosis, fibrosis y patologia pulmonar en la
inmunodeficiencia asociada al VIH. Algunos de estos modelos
de respuesta, como los descritos en sarcoidosis o neumonitis
por hipersensibilidad tienen un reconocido valor predictivo
diagnéstico en un contexto clinico determinado cuando el

estudio de tejido no es concluyente.

Una informacién complementaria al derivado del estudio
de las subpoblaciones 1linfocitarias puede obtenerse del
estudio de otras poblaciones celulares como la de macréfagos
alveolares. Estas células, aun siendo las mas numerosas en
la gran mayoria de las enfermedades intersticiales, no han
sido estudiadas en toda su complejidad hasta fecha relati-
vamente reciente y los Ultimos estudios les asignan un papel
central como inmunoreguladores, tanto en las enfermedades
granuiomatosas como fibréticas. Su disfuncién es tambien
clave en 1la etiopatogenia de las complicaciones pulmonares

asociadas a inmunodeficiencia celular por el VIH.

Por el momento, el estudio de inmunofenotipo en las
células obtenidas mediante LBA no estd estandarizado como

en sangre periférica y falta aun por determinar muchos
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aspectos de 1la expresién /coexpresién de Ag de superficie
en células inmunes e inflamatorias de procedencia pulmonar

y su modificacién en las distintas neumopatias.

Tras analizar estos planteamientos se 1inicié en 1989,
en nuestro Servicio de Neumologia del Hospital Universi-
tario Virgen del Rocio, un estudio prospectivo con la
finalidad de valorar 1os hallazgos celulares e inmunolégicos
en el fluido del LBA en pacientes con neumopatia intersti-
cial difusa de origen no neoplésico.

Con este fin, se diseAd6 un protocolo de trabajo que
establecia la metodologia de realizacién de la técnica de
obtencién de muestras celulares , procesamiento y estudio

citolégico e inmunolégico de éstas.

Los objetivos genéricos del estudio fueron los siguien-

tes:

1.- Optimizar 1la técnica de LBA en todos sus aspectos
(obtencién, procesamiento y estudio de muestras) y adecuar-
la a las necesidades del estudio y disponibilidad de me-

dios.
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2.- Evaluar 1los hallazgos citolégicos y la utilidad de
determinados” patrones de alveolitis“ en el diagnéstico de

las distintas neumopatias intersticiales.

3.~ Estudiar la expresién de Ags en superficie de célu-
las (linfocitos y macré6fagos) en 1los distintos tipos de
patologfa intersticial difusa mas frecuentemente encontrados
en nuestro medio (granulomatosis, fibrosis pulmonar idiopéa-
tica , neumonifa intesticial asociada a conectivopatifas Yy
patologia pulmonar difusa asociada a inmunosupresién por in-

feccibn VIH). Dentro de este apartado 1los objetivos

concretos fueron:

3.1.- En pacientes con neumopatia intersticial crénica
, establecer las posibles diferencias en expresién de deter-
minados Ags de superficie presentes habitualmente en 1la se-
rie linfoide y 1inea monocito-macrofdgica que puedan resul-
tar UGtiles para discriminar entre los distintos procesos y

por tanto de posible utilidad en el diagnéstico de éstos.

3.2.- En pacientes con infeccién por VIH y sospecha de
neumopatfa, determinar 1las diferencias en expresién de los
mismos Ags en relacién con la propia infeccién de base y la

evidencia de infecciones oportunistas asociadas.



MATERIAL y METODOS
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1.~ CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS

Desde finales de 1988 hasta inicios de 1992 han sido
realizadas 92 FB en pacientes inmunocomprometidos y 73 a

pacientes con sospecha de neumopatia intersticial difusa de

distintos origenes.

La inclusién de un determinado paciente en protocolo de

estudio de LBA se basé en los siguientes criterios:

1.1.- criterjos clinicos de inclusidn:

A) Pacientes con inmunosupresién asociada a infeccién por
VIH con infiltrado pulmonar de predominio difuso (in-
tersticial o alveolo-intersticial) o con escasos ha-
1lazgos radiolégicos, a los que se les realizé BF por

sospecha de infeccién oportunista (I0).

B) Pacientes con sintomas, signos, datos radiograficos,
exploracién funcional respiratoria , datos biolégicos

y evolucién compatibles con neumopatia intersticial

difusa:
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* Enfermedad granulomatosa intersticial ( neumoni-
tis por hipersensibilidad ,sarcoidosis)

x Neumonfa intersticial idiopdtica/FPI

x Neumonfa intersticial asociada a conectivopatia.

x Sindrome de hemorragia alveolar difusa asociado o

no a enfernedad sistémica.

1.2.- Criterijos endoscépicos de exclusion:
Se rechazaron las muestras obtenidas de pacientes en
los cuales se evidenci6:
* Presencia de claros signos inflamatorios en la
Tuz bronquial (enrojecimiento importante y secre-
cién mucosa o mucopurulenta).
* Sufusién hemorrdgica visible con la aspiracion

mantenida.

La seleccidtn de muestras adecuadas para estudio se rea-

1iz6 segin los siguientes criterios:

2.1.- Aspecto macroscépico del fluido recuperado
Fueron excluidas del estudio:
* Muestras con aspecto muy hemorréagico ( 1o que
implica contaminacién con sangre periférica).

x Aspecto grumoso por excesivo moco en suspension.
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2.2.- Aspecto microscépico del fluido obtenido
La seleccién se basbé en los criterios establecidos

por Chamberlain y cols (1987) (117).

Asi, fueron rechazadas 1las muestras en las que se
evidencio6:

* Excesivo numero de células epiteliales (escamosas o
brongquiales), sobre todo cuando supera el de MAC.

* Conglomerados de exudado mucopurulento con acimulo de
gran cantidad de células PMN.

* Artefactos inducidos por el propio procesamiento de
laboratorio que dificultan la identificacién celular.

* Numero excesivo de hematies junto con uno o mas de los
anteriores criterios.

* Escaso numero de MAC por campo en combinacién con ex-—

cesivo numero de células epiteliales o exudado mucopu-

rulento.

En la TABLA 5 adjunta y Figura 1 se muestran los
pacientes incluidos en protocolo de estudio y las muestras

seleccionadas segin los criterios previamente establecidos.
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PACIENTES INCLUIDOS EN ESTUDIO Y PORCENTAJE DE

MUESTRAS EXCLUIDAS SEGUN CRITERIOS ESTABLECIDOS

Indicacién del LBA

Pacientes incluidos

M.excluidas

x Inmunosupresién VIH

x Neumop.interst.difusa
(NID)
* Neumop.interst.difusa
asociada a enf.coldgeno
(NID-EC)
* Sfnd. hem. alveolar difusa
(SHAD)

* Grupo control

33

27

12

13

12 (36%)

4 (15%)

4 (33%)

2 (15%)




Figura 1
PACIENTES INCLUIDOS EN ESTUDIO Y
MUESTRAS DE LBA OBTENIDAS ADECUADAS PARA ESTUDIO

= %

e

1k

CONTROL VIH NID

= 7
\

A
NID-EC SHAD

Bl Pac.incluldos Muestras adecuadas (*)

(v).Seleccién seghn criterios de Chamberlain (1987)
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2.~ CRITERIOS DIAGNOSTICOS.
PACIENTES INCLUIDOS EN CADA GRUPQ DE ESTUDIO

2.1.- Infeccibn por VIH fue determinada mediante test de
ELISA y confirmado mediante técnica de Western blot. EI]
estadio clinico de cada paciente se bas6é en los criterios
establecidos por el CDC (Centers for Disease Control) en
1987 (119).

La evidencia de infeccién por gérmenes oportunistas se
obtuvo mediante hallazgo de éstos en muestras de fluido de
LBA,BTB, CTO o0 necropsia. Fueron incluidas en estudio las
muestras de LBA obtenidas de 21 pacientes que cumplfan cri-
terios de adecuacién de muestras para estudio previamente

establecidos.

2.2- El1 diagnéstico de sarcoidosis (SARC) fue confirmado con
el hallazgo de granulomas no caseificantes en muestras de
tejido obtenidas por biopsia transbronquial o a través de
minitoracotomia, en las cuales se descarté infeccién por

micobacterias o pardsitos. En este grupo se incluyeron
5 pacientes. Ninguno de ellos tenia historia de exposicién a
particulas orgdnicas o inorgdnicas capaces de inducir

reaccién granulomatosa.
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2.3- E1 diagnéstico de neumonitis por hipersensibilidad (NH)
se establecié segun los siguientes criterios: 1) exposicion
ambiental a Ags especificos revelada por historia clinica o
determinacién de anticuerpos IgG especificos de Ag (precipi-
tinas), 2) sintomas relacionados con la exposicién, 3) ha-
1lazgos radiogréaficos compatibles, 4) espirometria con pa-
trén restrictivo, 5) cambios histolégicos compatibles con la
enfermedad en muestras de biopsia pulmonar, 6) test de pro-

vocacién positivo.

Se confirmé el diagnéstico si se cumplian los tres
primeros criterios y dos de los otros tres.

Se establecid este diagnéstico en 7 pacientes y se con-
firmé en 5 de ellos.

En dos casos 1la exposicién era profesional, uno de
ellos trabajador en 1la construccién con manipulacién de
esparto (Stipa tenocissima) y otro, carpintero con exposi-
cién a polvo de madera de Iroko (Chlorofora excelsa). En
tres casos habia evidencia de exposicién a heces de palomas
y en un caso a heces de aves de corral. Las precipitinas

resultaron positivas a neumoalergenos contenidos en estos

productos.
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2.4.- E1 diagnéstico de neumonfa intersticial asociada a
conectivopatfa fue realizado ante un patrén radiolégico
compatible, una afectacidén funcional respiratoria y la
existencia de datos clinicos-biolégicos propios de enferme-
dad del coldgeno. Cumplian estos criterios 8 pacientes
(5 LES, 1 con ESCLERD y 2 con EMTC).

En el paciente diagnosticado de esclerodermia, 1la
participacién pulmonar congistié en wuna bronquiolitis
obliterante con neumonia parcheada demostrada en la biopsia

pulmonar abierta (BPA).

2.5.- En ausencia de datos serolégicos de enfermedad del
coldgeno, el diagnéstico de neumonia intersticial idiopédtica
con sus variantes de neumonia intersticial usual (NIU),
neumonia intersticial descamativa (NID) y neumonia intersti-
cial en fase de apanalamiento se plantedé seglin criterios
clinicos,radiolégicos y funcionales y se confirmé en base a
BPA en 5 pacientes.

En 2 casos aislados, el numero y tamafio de las muestras
de BTB permitié al paté6logo sugerir el diagnéstico de UIP y
DIP sin que se llegara a su confirmacién por BPA.

En 4 pacientes, 1la Rx de torax mostré patron intersti-
cial con evidente reduccién de volumen de ambos pulmones y
patrén de apanalamiento en diversos grados y el estudio fun-

cional respiratorio un patrén restrictivo con reduccién de
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volumes puimonares. El1 estudio de difusién no pudo determi-
narse homogéneamente en todos los pacientes por insuficien-
te capacidad vital . E1 TAC toréacico evidenci6é, como
hallazgo comin, opacidades reticulares localizadas preferen-
temente en regién subpleural y ambas bases junto a 1la pre-
sencia de quistes en parenquima de diferente tamafio.

En este grupo no se realizé BPA (FPI no confirmada) y
los hallazgos en la BTB se limitaron a datos inespecificos
como inflamacién crénica, fibrosis intersticial, engrosa-

miento septal o bronquiolitis focal.

De 1a historia clinica en éstos pacientes se obtuvieron

ademds datos sobre: ingesta de fdrmacos ( tan sé1o un
paciente tomé amiodarona a dosis habituales durante tiempo

prolongado),

(presentes en tres enfermos en 1los cuales se evidencid
hernia de hiato, uno de 1os cuales requirié correcciéon

quirurgica en l1os primeros meses de vida) o antecedentes de

( evidentes
en tres pacientes, uno de ellos trabajador metalurgico en
horno de 2zinc y expuesto a humo y particulas de aluminio,
otro trabajador en contacto con material de aislamientos y

otro era pintor que utilizaba pintura en polvo).
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2.6.- Los 9 pacientes incluidos en el grupo denominado
sindrome de hemorragia alveolar difusa presentaron al menos
dos de los siguientes datos: infiltrados pulmonares, anemia
y hemoptisis.

Las circunstancias c¢linicas asociadas fueron las si-
guientes: hemosiderosis pulmonar 1idiopéatica (2), LES (2),
vasculitis sistémica tipo panarteritis nodosa (1), glomeru-
lonefritis de evolucién rédpidamente progresiva (4),en dos de
los casos secundarias a enfermedad de Wegener.

Se excluyeron los casos en los cuales se identificaron
macréfagos cargados con hemosiderina en el fluido del LBA en

el contexto de infeccién o éstasis pulmonares.

2.7.-E1 grupo control se formé con 11 pacientes, 8 fumadores
Yy 3 no fumadores, que acudieron para estudio FB de rutina
por hemoptisis (8) o por estudio radiografico con imagen
nodular o agrandamiento hiliar. En el estudio funcional res-
piratorio, los no fumadores mostraron valores normales y los
fumadores, valores normales o distintos grados de obstruc-
cién al flujo aéreo. E1 estudio microbiolégico y citopatol6-

gico de las muestras obtenidas no evidenciaron hallazgos.

En 1a TABLA 6 siguiente se muestra el perfil clinico y
funcional de los pacientes incluidos en estudio y en la Fi-

gura 2 la distribucién de pacientes por grupos.
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TABLA 6

DATOS CLINICOS Y EXPLORACION FUNCIONAL
RESPIRATORIA DE LOS PACIENTES SELECCIONADOS

GRUPOS DE ESTUDIO®

SARC NH NII NI-EC SHAD

CNTRL VIH+
NGmero (n) 11 21
Edad 515 362
Sexo (V/H) 7/4 21/0
Tabaq (F/NF) 8/3 15/6

*x Hist.tabaq. ! 4510 23%3

5 7 11 8 9
4215 38+7 585 3513 5319
2/3 2/5 7/4 1/7 4/5
2/3 0/7 3/8 1/7 1/8
23 0 3014 30 0

*x VC # 8516 ND 7619 65+8 58:5 67116 ND
* FEV1 # 7418 ND 7711 638 604 64%15 ND
* FEVi% # 7245 ND 8613 88+6 9317 8713 ND
* MMEF 5919 ND 7516 5416 73+12 56116 ND
* FRC # 120+14 ND B 9710 87%12 66110 ND ND
* RV # 141318 ND 8127222 12018 74110 ND ND
x TLC # 10811 ND B 9116 7711 6017 ND ND

* CNTRL,grupo control; YIH+,inmunodeficiencia asociada a VIH; SARC,sarcoidosis; NH, neumonitis por hi-
persensibilidad; NII, neumonia intersticial idiopética; NI-EC, neumonfa intersticial asociada &
enf. del colégeno; SHAD, sindrome de hemorragia alveolar difusa ; KD, no determinada,

* Datos expresados como media ¢ error estandar del porcentaje del valor tedrico.

$ Diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo CNTRL y NII.

? Diferencia significativa (p<0.05) entre NII y SARC.

i Historia de tabaquismo expresada en paq.afio (n° paq.dia x afos.tabaquismo).



Figura 2
PACIENTES INCLUIDOS EN CADA GRUPO DE ESTUDIO

Inmunosupresién VIH 21

11 Grupo control

N. Interst. idlop 11 [\
9 Sind.hem. alv.difusa

N. por hipersensibllidad 7 : 8 N, Interst asociada a E.C

Sarcoldosis
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3.- METODOLOGIA DE OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

3.1.- Broncofibroscopia v LBA,

Fue realizada en todos los casos en posicién de decubi-
to supino. Como premedicacién se utilizé sistemdticamente
atropina por via intramuscular seguida a l1os 30 minutos de
aplicacién de anestesia en regién nasofaringea en forma de
nebulizacién e inyeccién intratraqueal de 5 cc de lidocaina
al 2%. Ocasionalmente se usaron benzodiacepinas como
medicacién sedante.

Habitualmente el broncoscopio (modelos Olympus BF10 /
1T20D) se introdujo por via nasal, aunque en algunos pacien-
tes se recurrié a la via oral cuando la anterior era imposi-

ble.

Antes del inicio de cualquier procedimiento, se revisa-
ron ambos &arboles bronquiales para descartar existencia de
patologia endoluminal neoformativa o signos de inflamacién
bronquial (abundante secrecién acuosa-mucosa 0 mucopurulen-

ta, sufusién hemorrédgica o hipertrofia y edema de mucosa).

Se procuré realizar el LBA antes de otra técnica endos-
copica, bien sea cepillado o biopsia transbronquial, con 1la
finalidad de reducir al maximo la posibilidad de contamina-

cién del fluido del LBA con sangre periférica.
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Se introdujo cuidadosamente el extremo del broncoscopio
en el bronquio 1lobar correspondiente hasta alcanzar una
posicién “en cufa” evitando dafiar 1a mucosa bronquial. Nor-
malmente fue 1introducido en un bronquio segmentario del
16bulo medio o 1ingula, por ser éstos 1os que mejor drenan
en posicién de decubito, aunque en enfermedades méds locali-
zadas o de distribucién mas heterogénea , el LBA se realizé

en el territorio con mayor afectacién radiolégica.

La técnica emplieada , en su esencia, varié poco de la
descrita originaimente por Reynolds y Newball en 1974 (7).

E1 LBA se realizé mediante instilacién de suero fisio-
16gico esteril a temperatura ambiente con una jeringa de 50
cc de capacidad. La cantidad utilizada oscil6é entre 100 y
200 ml repartida en aliquotas de 50 mls. Habitualmente cada
aliquota fue 1instilada en 10 seg (flujo aproximado de 5
ml/segundo). E1 volumen empleado varié dependiendo de la
tolerancia por parte del paciente y volumen de muestra
necesaria para los distintos objetivos del procedimiento.

Una vez finalizada la instilacién de cada aliquota, se
inicié de forma inmediata la recuperacién mediante aspira-
cién mecénica con presién negativa constante, procurando
evitar el excesivo colapso de la pared bronquial y la consi-
guiente sufusién hemorragica, efecto no deseable por la al-

teracién de la composicién celular del fluido recuperado.
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De interés para posterior valoracién de l1a metodologia
del procedimiento y evaluacién de resultados finales se

anotaron rutinariamente 1os siguientes datos:

1) L6bulo o segmento pulmonar muestreado.

2) Grado de tolerancia de la técnica (buena/mala).
3) Volumen total de liquido instilado.

4) Porcentaje de l1iquido recuperado.

5) Aspecto macroscépico del 1iquido recuperado.

Se consideré como mala tolerancia cuando el paciente
presentaba tos continua o sensacién de disnea y ante l1a ne-
cesidad de limitar el volumen el volumen instilado por falta
de colaboracién del paciente o la evidencia de caida de sa-
turacién importante por pulsioximetria.

La buena tolerancia se reflejé en general en una exce-
celente colaboracién, ausencia de tos y posibilidad de rea-
1izacién de la técnica de forma adecuada ,segun se ha des-

crito anteriormente.

E1 fluido recuperado fue filtrado de forma rutinaria a
través de una gasa esteril de 2-3 capas para evitar el moco
y se vertié secuencialmente en tubos de 50 mis de material
plastico siliconado con la finalidad de retardar la adheren-

cia de las células.
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Una vez valorado el porcentaje de liquido recuperado ,
se suspendié cada aliquota recuperada en solucién buffer
(PBS) con EDTA (dilucién final EDTA 0.05%) sin Ca ni Mg para
mantener 1la estabilidad del medio y evitar la agregacién
celular. E1 tiempo que transcurrié desde la obtencién hasta
su procesamiento en el laboratorio (que en ninguno de los
casos fué mayor de dos horas) se procuré el mantenimiento de
las muestras en hielo o camara frigorifica.

La alfquota inicial recuperada , designada “muestra
bronquial”, fué procesada separadamente Yy aprovechada para
estudio citopatolégico y/o microbiolégico . E1 conjunto de
muestras restantes , denominado “muestra alveolar”, fue el

utilizado para estudio.

3.2.- Procesamijento de muestras

Si en la suspensidén de células existia moco visible se
afadié a cada tubo 50 pl de solucién de dithiotreitol y se
incubaron 1los tubos durante 5 minutos a 37 grados en atmés-
fera de 5% de CO2 . Posteriormente las muestras fueron cen-
trifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos para separar las
células del sobrenadante. Los pellets fueron resuspendidos
con vortex Yy mediante aspiracién suave con pipeta fueron
mezclados en un solo tubo y nuevamente 1levados hasta 50 mis
con PBS+EDTA. Las muestras fueron centrifugadas de nuevo a

la misma velocidad y durante el mismo tiempo. Este proceso
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fue repetido un total de tres veces y las células fueron

entonces resuspendidas en 3-5 mls de PBS+EDTA.

3.3.- Numero total de células vy concentracién celular

Para recuento de células totales y viabilidad celular
se tomaron 45 ul de azul trypan y se mezciaron con 5 uls de
suspensién celular. Con esta dilucién la décima parte de la
cantidad de céluias contadas en el hemocitémetro (camara de
Neubauer) corresponde al n° de células por ml de suspension.

E1 n° total se obtuvo al multiplicar este numero por el
n° de mls de suspensién celular final.

Dado que el n° total de células guarda una relacién con
el volumen instilado y el porcentaje de éste que se recupe-
ra, se determiné la concentracién celular en la suspensién

celular original dividiendo el n° total de células entre el

volumen de fluido recuperado.

Tras determinar el numero de células se ajusté la con-
centracién celular a 10 millones de cél/ml, para 1o cual fue
nhecesario volver a centrifugar si 1la concentracién celular
era inferior a la cantidad referida. Si era superior se afia-

dié la cantidad de PBS+EDTA necesaria.



-73=-

3.4.- Estudio de distribucién celular porcentual

Una muestra de la suspensién obtenida tras la primera
centrifugacién fue utilizada para recuento celular diferen-
cial tras fijacién y tincién con Wright-Giemsa modificado.

Los criterios citolégicos establecidos para la identi-

ficacién de cada tipo de célula fueron los siguientes (64):

x Macréfagos alveolares : reconocidos facilmente como
células con una amplia variedad de tamafio, oscilando desde
pequefias células semejantes a monocitos hasta grandes célu-
las maduras que generalmente tienen un nucleo indentado o
convoluto o nucleos separados. E1 citoplasma contiene granu-

los y vacuolas de diferentes tamafios.

x Linfocitos: generalmente pleomérficos y variables en
tamafio desde pequefias células de una o dos veces el tamafio
de un eritrocito hasta grandes linfocitos con diametro apro-
aproximado al de los monocitos sanguineos. Los pequefios 1in-
focitos muestran una cromatina muy condensada. E1 nucleo
tiene una colocacibén excéntrica y el citoplasma adopta una
forma en media luna. Los grandes linfocitos tienen un nucleo
de tamafo variable de morfologia redondeada o lobulada y la
cromatina es menos condensada. Ocasionaimente estos linfoci-

tos presentan granulos en el citoplasma.
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* Neutréfilogs: generaimente reconocidos por la caréacte-
ristica lobulacién de 1os nucleos. E1 citoplasma habitual-

mente es poco abundante pero contiene grénulos.

*x Eoginéfilog: identificados por la intensa eosinofilia
de sus grédnulos citoplasmaticos. Los nlcleos pueden ser

bilobulados y tener cromatina muy condensada.

x Célylas plasmiaticas: fueron identificadas por 1la si-

tuacién excéntrica del nucleo, la distribucién de la croma-
tina en forma de rueda de carro y la intensa acidofilia de

su citoplasma.

Fue aceptado el término "alveolitis” para definir un
incremento en el numero total de células , tanto si existe
un incremento selectivo de un tipo célular determinado como

si se mantiene la distribucién celular porcentual normal.

3.5.- Iinciones y estudios especiales

Seglin el contexto clinico se solicitaron:

* Tincién de Perls para identificacién de macréfagos al-
veolares cargados con hemosiderina.
* Tincién de plata para la identificacion de determinados

agentes infecciosos tales como Pneumocystis carinii, Asper-
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gillus fumigatus u otros hongos o levaduras.

*x Tinci6én de Zieh1-Nielsen para identificacién de bacilos
dcido alcohol resistentes.

*x Inmunofluorescencia directa frente a Legionella pneu-
mophila.

¥ Los estudios en microscopia electrénica fueron solici-
tados cuando existia sospecha de histiocitosis X, proteino-

sis alveolar o afectacién puimonar por fdéarmacos.

3.6.- [Estudio inmunolégico mediante  técnica de IJIFI

Las células del fluido de revestimiento epitelial
obtenidas por LBA en la muestra alveolar fueron procesadas
para estudio de subpoblaciones 1infocitarias y de 1la
poblacién mononuclear fagocitica . Se empleé de forma sis-
temdtica en el estudio de las muestras la técnica de IFI y
examen de las células con microscopio de epifluorescencia
(Leitz).

Para este andlisis se excluyeron las muestras con bajo
numero total de células (<4x 10® céls) , ya que no es posi-

ble la realizacién adecuada de un estudio protocolizado.

Brevemente descritos, los pasos secuenciales en su rea-

lizacién fueron los siguientes:



-76—

~ Tras la eleccién de los AcMo (ver TABLA 7),se dispen-
s6 la cantidad adecuada de cada uno de ellos en tubos de 5
ml de polipropileno.

- Se affladi6 a cada tubo 100 pul1s de la suspensién
celular ajustada previamente a una concentracién de 10 x
106cé1/m1 (la concentracién de células es de 1 x 108 céis
por cada tubo) y se incubaron en frio durante 30 minutos.

- Posteriormente se lavé cada tubo con 3 ml de PBS+EDTA
se centrifugaron, se resuspendieron las células y se afadié
a cada 5 uls del segundo anticuerpo, IgG F(ab’)zgoat
antimouse conjugado a isotiocianato de fluoresceina.

- Tras 30 minutos de incubacién en frio y oscuridad,
las células se lavaron dos veces con PBS+EDTA, se centrifu-
garon, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron con
vortex.

- 8i no fue posible realizar el estudio el mismo dia
que las células fueron procesadas ,se afadié a cada tubo
1 ml de solucién de paraformaldehido al 1% en suero fisio-
16gico y se guardaron en frigorifico a temperatura de 4°C.

- E1 dfa del estudio se Tlavaron 1las células con
PBS+EDTA se centrifugaron y se eliminé el sobrenadante pro-
curando que la cantidad de 1iquido sobrante fuera el minimo
posible. Se afiadié a cada tubo 50 ul de glicerol + PBS al
50% e inmediatamente se estudié una pequefia cantidad de

esta suspensién célular en microscopio de epifluorescencia.
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Fue estudiado un minimo de 50 células para cada Ag
estudiado.

La intensidad de fluorescencia fue puntuada como -, +,
++ O +++,

Dado que las células de 1la linea monocito-MAC mues-
tran autofluorescencia que dificulta la observacién de
la fluorescencia especifica, se determiné que sélo las
células que présentaran claramente una anillo de fluorescen-
cia verde fueron consideradas positivas. Utilizando este
criterio, menos del 1% de células fueron positivas en los

estudios con anticuerpos control.

La identificacién de fluorescencia especifica en
linfocitos es méds sencilla porque generaimente no muestran
autofluorescencia. No obstante, el estudio cuantitativo no
siempre es posible por el escaso numero de linfocitos
existente en el fluido dél LBA de determinados pacientes.

Como norma, se ha establecido que en estudios de IF es
es necesario al menos un numero de 10%céluias y un porcenta-
je minimo de linfocitos del 15%, por debajo del cual los da-
tos resultantes no son adecuados, 1o que obliga a “"enrique-

cer” la muestra de linfocitos.

En éste estudio, las muestras que contenian menos del

15% de linfocitos fueron resuspendidas en medio RPMI 1640
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suplementado con 20% de suero fetal bovino (FCS) y pasadas
dos veces a traves de pajas corrientes de beber flexibles
que contienen 100 pg de fibra de nylon (Leukopak, Fenwall)
cerradas en el extremo inferior, dejandose s610 un orificio
de wunos 2 mm. Las fibras habian sido saturadas previamente
del mismo medio de cultivo e incubadas durante 30 minutos

a 37°C.

Una vez afladida 1la suspensién celular , las columnas
fueron incubadas a 37° durante 45 minutos. Tras este tiempo
se deja caer gota a gota , 10 mis de medio de cultivo , de
manera que las células no adherentes son arrastradas y se
depositan en tubos de centrifuga. A continuacién, las colum-
nas fueron lavadas con unos 20 mls de medio de cultivo,
arrastrandose las células adherentes tras retorcer y “"escu-
rrir" las columnas. En los casos en los que el porcentaje de
células no macrofdgicas era inferior al 15%, este método

permitié obtener una pureza de 1linfocitos entre 40-70%.

En la tabla siguiente se describen los fenotipos fun-
cionales discutidos en este estudio. Estos son agrupados se-

gun nomenclatura basada en “clusters de diferenciacién”(CD).
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ANTIGENOS DE DIFERENCIACION LEUCOCITARIOS VALORADOS EN ESTE ESTUDIO

D Anticuerpo Reactividad Co-expresién Antigeno

CDia 0KT6,Leu-8 Timocitos inmaduros Subunidad B-2 microglobu-
Cé1. de Langerhans Jina (CD8)

c03 O0KT3,Leu~4 Timocitos y linfoci~ Receptor de células T
tos-T

K] OKT4,Leu-3 Células T helper- Monocitos y Receptor Clase 1I del MCH/
inductoras macréfagos receptor VIH

€8 0KT8,Leu-2 Células T supresoras- Subpobl. NK Receptor Clase I del WHC
citotéxicas

C0t1b OKM1,Leu-15 N&s del 90% de mono- Subpobl. NK Cadena a-2 de Mac-!

Mol citos y neutréfilos (receptor C3bi)

Cbt1c Monocitos, granuloci- Cadens ¢-3
tos y macr. tisulares

cD14 Ny4,Leu-M3  Serie monocito/macro-

Ho2,UCHN1  fago exclusivamente
CD45 Panleucocitario Antigeno comin leucocitario
(control positivo)

€020 Leu-16 Todas las células B

CD25 IL-2 recep. Céluias T activadas, Células B y Receptor para la IL-2
monocitos,macréfagos NK

CD57 Leu-7 Células NK Subp. céls T Carbohidrato

con 19 Células T activadas Receptor transferrina
Células en estadio
de proliferacion

c069 Células T activadas Ag inicial de activacion

HLA-DR Nonocitos,celulas B y Ag Clase II del MHC

células T activadas.
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4.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados son expresados como media * error
standard de la media (M % ES).

Las diferencias entre medias obtenidas de muestras no
pareadas fueron obtenidas mediante el test t de Student.

Cuando 1la intenci6én fue analizar diferencias entre
datos obtenidos de pequefios grupos con distribucién no

normal se empleé la prueba U de Mann-Wihtney.

Para determinar 1la asociacién entre dos variables
cualitativas se clasificaron las distintas observaciones en
tablas de contingencia de 2 x 2 de acuerdo con dos caracte-
risticas, teniendo cada una de ellas dos niveles de clasifi-
cacién. Cuando el total de datos de la tabla era mayor de 20
se empleé el test de Chi-cuadrado. Para un total menor de 20
o bien entre 20 y 40 y el valor mas pequefio menor de 5, se

empleé la prueba exacta de probabilidad de Fisher.

La correlacién entre dos variables se determiné

mediante el test de correlacién de Pearson.

Para todas las evaluaciones estadisticas se consideré

como significativa un valor de p<0.05.



RESULTADOS
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1. ASPECTOS RELACIONADOS CON LA TECNICA DE REALIZACION

1.1.- Tolerancia y porcentaje de fluido recuperado

La mala tolerancia del LBA se manifest6 fundamentalmen-
te por la aparicién de tos continua o sensacién de disnea y
ante la necesidad de limitar el volumen instilado por falta
de colaboracién o evidencia de caida importante de satura-

cién por pulsioximetria.

En el grupo control (n=11), la técnica de LBA fue bien
tolerada por 9 pacientes (81%) y se recuper6 el 50t4% del

1iquido instilado.

La tolerancia del procedimiento en 1la poblacién VIH+
(n=21) fue buena en el 66% (14/21) de los pacientes y mala
en el 34% restante (7/21). E1 porcentaje de 1iquido recupe-
rado fue significativamente mayor en el primer grupo (53%

3.3%) que en el segundo (37+4.5%) (p=0.01).

En el grupo de pacientes con enfermedad pulmonar in-
tersticial difusa (n=31), el LBA fue bien tolerado por el
63% de ellos. El1 porcentaje de 1iquido recuperado en éstos
(50%+2.4%) no mostré diferencia significativa con el obtenido

en el resto de pacientes de este grupo (45+3.5%).
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Aungue la intolerancia del procedimiento se observé con
mds frecuencia entre los pacientes fumadores, la asociacién
de ambas variables, tolerancia del LBA y h&bito tabédquico,

no pudo ser probada debido a la heterogeneidad de grupos.

Se evalué la influencia de la situacién funcional res-
piratoria previa a la exploracién en el grado de tolerancia
de ésta en el grupo de pacientes con enfermedad pulmonar in-
tersticial difusa.

Los que mejor toleraron la técnica fueron los pacientes
con sarcoidosis y neumonitis por hipersensibilidad, mientras
que los diagnosticados de fibrosis pulmonar idiopdtica o
asociada a enfermedades del coldgeno fueron los que mostra-
ron mayor intolerancia.

No obstante, no se observaron diferencias significati-
vas entre las bien toleradas y mal toleradas en l1os valores
de VC (66+4.2 vs 58%6.7), FEV1 (62t3.4 vs 62t6.5) e fndice

de Tiffenau (85+5.7 vs 89+2.4).

1.2.- Eactores determinantes del porcentaje de fluido
recuyperado
En este estudio, como se ha mostrado anteriormente, el
grado de tolerancia del procedimiento no influyé sobre el
porcentaje de recuperacién, salvo en el grupo de pacientes

con patologia pulmonar asociada a infeccién VIH. En este
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grupo, algunos pacientes, por 1o general los que mostraron
mayor intolerancia, partian de un importante deterioro de su
situacién clinica y gasometrica. En éstos fue mads dificil la
realizacién de la técnica o bien requirieron limitar el
volumen instilado, con 10 cual el volumen y porcentaje de

fluido recuperado fueron menores.

En el grupo control se observé una tendencia a un menor
porcentaje de recuperacién en los pacientes fumadores que
en 1os no fumadores (45.1%4.5 vs 63.6t4.4), aunque sin sig-
nificacién debido al nimero reducido de pacientes en ambos

subgrupos.

E1 FEV1 e indice de Tiffenau mostraron una escasa pero
significativa correlacién de promedio con el porcentaje de
fluido recuperado (r=0.44 p=0.01 y r=0.37 p=0.03 respectiva-

mente).

En la siguiente tabla se resumen los factores evaluados
como POSIBLES determinantes del porcentaje de fluido recupe-

rado durante 1a realizacién del LBA.
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TABLA 8

PORCENTAJE DE FLUIDO RECUPERADO
FACTORES VALORADOS COMO POSIBLES CONDICIONANTES

Buena Mala
53+3.3 % |p=0.01 374 %
NEUMOP, INTERST. DIFUSA
1. JOLERANCIA DEL LBA ........ Buena Mala
50£2.4 % NS 45+3.5 %
Buena Mala
50£3.9 % 32:7 %
Correlacién VC y ¥ Recup.
NS
r=0.25
2. FUNCION RESP, PREVIA ......| Correlacién FEVi vy % Recup,
p=0.01
r=0.44
Correlac.FEVI1/FVC y % Recup
p=0.03
- r=0.37
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2.- EVALUACION DE LA ADECUACION DE MUESTRAS PARA ESTUDIO

2.1.- contaminacién con hematies v células epiteliales

De entre las muestras destinadas a estudio citoinmuno-
16gico, en el 32% se evidencié “contaminacién” con hematies
y células epiteliales ciliadas en diversos grados mientras
que el 68% de ellas eran adecuadas. Se encontré una asocia-
cién significativa entre presencia de hematies y/o células
de epitelio bronquial y mala tolerancia de 1la técnica

(p=0.01).

No hubo diferencia significativa en el porcentaje de
1iquido recuperado entre aquellas muestras con y sin eviden-
cia de hematfes y/o células epiteliales en numero importan-
te (4412.3 vs 45%1.8). Cuando es evidente este hallazgo en
muestras con poco volumen recuperado,puede ser indicativo de
dificultad en la realizacién técnica y/o traumatismo local
en el punto de insercién del FB.

Su aparicién ocasional en muestras con gran volumen de
1iquido recuperado y buena tolerancia puede ser debido al
efecto de la succién mantenida en via aérea proximal ya que
generalmente, se observa en las Ultimas aliquotas recupera-
das.

En el grupo utilizado como control, compuesto por 8

pacientes fumadores y 3 no fumadores, se estudié separada-
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mente primera alfiquota recuperada y resto de alfquotas en
"pool” y se observé que las células epiteliales ciliadas
contaminaban sobre todo 1a primera alfquota (muestra bron-
quial) y ,en menor porcentaje, las alfquotas siguientes
(muestra alveolar). Es posible que 1a deteccién de estas
células en el resto de pacientes, una vez que se ha separado
la muestra bronquial, sean células de primera aliquota en-

viadas distalmente y recuperadas posteriormente.

En el grupo de pacientes con neumopatfia intersticial
difusa las muestras més adecuadas para estudio fueron las
obtenidas de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad
y sarcoidosis y las mds contaminadas con células epiteliales
y/o hematies las del grupo con fibrosis pulmonar idiopéatica

( generalmente l1os que peor toleraron el procedimiento).

2.2.- Yviabilidad celular

Todas las muestras fueron procesadas con centrifugacién
y posterior resuspensién en solucién buffer en un plazo no
superior a 2 horas. A pesar de ello se observé que la viabi-
lidad celular determinada con azul Trypan fue variable de
paciente a paciente. No se encontré diferencia significativa
en la viabilidad (expresada en ¥ de células que no se tifien
con este colorante) determinada en los tres grupos de pa-

cientes:control (7616.2), infectados por el VIH (78.5%2.8) y
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patologfa intersticial difusa (81%2.0).

La viabilidad de las muestras obtenidas en condiciones
de buena tolerancia fue mejor que la determinada en las
muestras obtenidas con peor tolerancia (83%1.9 vs 71.3%2.4,
p=0.001). La viabilidad de 1las células obtenidas no se

correlacioné con el porcentaje recuperado.

2.3.- Muestras incluidas en estudio segin criterios
de seleccién
En 1a TABLA 5, en la seccién MATERIAL Y METODOS, se ex-
presan los resultados del proceso de seleccidédn de muestras
segun criterios previamente establecidos.
]

E1 mayor porcentaje de muestras excluidas de estudio
fueron las obtenidas de pacientes con patologfa pulmonar
asociada a infeccién por VIH y de aquellos en los cuales se
realizé el LBA por sospecha de neumopatia asociada a enfer-

medad del coldgeno (36X y 33% respectivamente).

Las causas mas frecuentes de exclusién fueron : 1) as-
pecto claramente serohemorrédgico o mucopurulento a 1la ins-
peccién , 2) presencia de un alto porcentaje de células epi-

teliales o acumulo de moco y células inflamatorias.
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3.1.- Celularidad total y concentracidn celular

La celularidad total fue calculiado con un hemocitémetro
(cdmara de Neubauer) y es expresada como n°.cels x 106. tLa
concentracién celular fue obtenida dividiendo el numero to-
tal de células entre el volumen de fluido recuperado y se ha

expresado como n°.cels/m1. fluido LBA x 10%.

En el grupo control (n=11,edad 51t5.1 afos) 8 eran fu-
madores .E1 numero total de células mostré gran variabilidad
entre sujetos ya que asi 1o fue el porcentaje de fluido
recuperado. En el fluido de LBA de pacientes fumadores habfa
mayor cantidad de células totales (casi 4 veces mds) que en
el de no fumadores (68+28.6 vs 18%1.3) aunque la diferencia
no fue significativa por ser una muestra reducida.

La celularidad, expresada en términos de concentracioén,
tambien mostré gran variabilidad interindividual, sobre todo
entre los pacientes fumadores, y fue muy superior a la obte-
nida de pacientes no fumadores (7241227.4 vs 143%11.6). Por
haber distintas varianzas , la diferencia no fue significa-
tiva. No se observé correlacién significativa entre concen-
tracién celular e historia acumulada de tabaquismo (paq.dia

X afios tabaquismo) (r=0.25, NS).
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En el grupo de pacientes con infeccién VIH (n=21,
edad 36%2.2 afos),15 eran fumadores (71%) con una historia
de tabaquismo de 23+3.4 paq/afio. Aunque esta poblacién fue
homogénea en cuanto a edad, era heterogénea en cuanto a
situacién de inmunosupresién como ha sido descrito en el
apartado de PACIENTES Y METODOS. Del total, en 14 se
documenté infeccidén oportunista (I0) (estadios IV C1 y IV C2
del CDC) y en 7 no se habfa demostrado previamente IO ni se
evidencié en el estudio de muestras obtenidas por FB.

E1l numero total de células, considerando la poblacién
globaimente, fue muy variable (5311 x 10% cels) , asi como
la concentracién celular (696*162.5 x10% cels/ml).

No hubo diferencia significativa en la celularidad to-
tal o concentracién celular cuando se compard la poblacién
con IO y sin IO. Tampoco hubo diferencia significativa en
estos paréametros con el grupo control.

En el resto de patologfas, como se comentara en poste-
riores apartados, el numero total y concentracién celular
mostraron gran variabilidad entre pacientes y por ello no se

observaron diferencias significativas con el grupo control.

3.2.- Morfologfa celular en las muestras obtenidas
Se emplearon volumenes relativamente amplios que se
sometieron a sedimentacién del componente celular por cen-

trifugacién (normaimente 500 g durante 10 minutos) Yy Jlas




-91-

muestras fueron preparadas del pellet, tras extensién en
portas y secado al aire o bien fijados. La tincién con
Wright Giemsa de las muestras seleccionadas mostré una buena
morfologia celular.

Habitualmente se empleé para estudio de distribucién
celular porcentual parte de 1a muestra obtenida tras primera
centrifugacién, previamente filtrada a través de una gasa
esteril de 2-3 capas. E1 estudio evidencié:

A) Células epiteliales

En preparaciones de rutina, aun eliminando la primera
aliquota aspirada (muestra bronquial), se observaron , en
mayor o menor cantidad, grupos de grandes células de aspecto
escamoso con nucleo pequefio y gran citoplasma sin granula-
ciones visibles. La procedencia de estas células escamosas
suele ser la cavidad oral,epiglotis y porciones de laringe
arrastradas con el paso del broncofibroscopio .

Otras células observadas mostraron morfologia alargada,
con nucleos de localizacién basal y citoplasma que se ex-
tiende en columna vertical; la superficie apical muestra un
penacho de cilios. Son células epiteliales ciliadas y su
procedencia es trdquea o bronquios. No fue infrecuente ob-
servar grupos de células de epitelio columnar compactadas
que representan fragmentos de mucosa bronquial intacta.

Las muestras en las que se evidenciaron células epite-

liales , tambien mostraron cierto grado de contaminacién con
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hematfes. Como ha sido comentado previamente, este hallazgo
se asocidé mas con el grado de tolerancia y dificultad en la
realizacién técnica que con el volumen de fluido recuperado.

Cuando se observé gran cantidad de células epiteliales
(>10% de 1la cantidad de MAC) durante el recuento celular
total en hemocitémetro se consideré l1a muestra como no

adecuada para posteriores estudios.

B) Contaminantes no celulares

A pesar de ser filtradas las muestras de fluido a tra-
vés de gasa esteril de 2-3 capas, con frecuencia se observa-
ron grumos de moco en suspensién. En algunos pacientes se a-
fadié dithiotreitol a la dosis de 50 ul a cada tubo con la
muestra recuperada, incubando a 37° durante 5 minutos antes
de la primera centrifugacién. Con este procedimiento mejoré
el aspecto del fluido recuperado en los casos en los que se
empleé. A pesar de ello, en algunas preparaciones se vieron
acumulos de moco que aglomera gran cantidad de células, ge-
neralmente MAC y PMN, que dificulta los recuentos celulares
porcentuales. Este hallazgo fue otro de los pardmetros con-

siderados en la seleccién de muestras para estudio.

C) Células no epiteliales
Las células no epiteliales encontradas fueron células

inflamatorias ( MAC, LINFC, PMN y EOSINF).
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Su distincién se basé en criterios ya establecidos (ver

seccién METODOS).

1) Los MAC variaron en tamafo, forma, inclusiones cito-
plasmaticas y forma del nucleo, el cual puede ser redondo,
oval o indentado. E1 citoplasma puede contener una amplia
variedad de sustancias 1ingeridas (sobre todo pigmento an-
tracético y otras que forman parte de 1la fase particulada
del humo del tabaco). E1 aspecto de estos acumulos puede ser
similar a 1os de hemosiderina (Fe en forma insoluble) obser-
vados en procesos en los cuales hay extravasacién de sangre

al intersticio pulmonar y alvéoio.

2) La morfologfa de l1os LINFC fue méds uniforme en las
preparaciones estudiadas, variando sobre todo en tamafio.

Ocasionalmente, fue dificil distinguir grandes LINFC
de MAC inmaduros con tamafio similar al monocito, 1o cual
obliga a aplicar criterios morfolégicos estrictos. Este da-
to es de gran importancia porque puede constituir una causa
de error no sélo en los recuentos diferenciales sino en los
estudios de inmunofenotipo cuando se estudian las células en

suspension sin tincién.

3) Tanto 1l1os PMN como EOSINF, cuando se evidenciaron,

se ajustaron en morfologia a los criterios ya establecidos.
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4.- DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL EN LOS DISTINTOS GRUPOS
DE ESTUDIO

4.1. Grupo control

En la tabla siguiente se expresa el porcentaje de
fluido recuperado , n° total de células, concentracion celu-
lar y distribucién celular porcentual en cada paciente.

E1 grupo control, en conjunto, mostré una celularidad
total media de 54.6121.6 y una concentracién celular media
de 565.7 * 181.7 x10%® cél1/ml1. de LBA. La distribucién celu-
celular porcentual mostré un promedio de 88% MAC, 5.9% LINFC
y 5.5% de NEUTR.

Se observé una gran variabilidad interindividual tanto
en el numero de células totales como en la concentracién
celular, sobre todo entre los pacientes fumadores .

A pesar del escaso numero de pacientes no fumadores
incluidos en este grupo, se pudo observar en éstos una
tendencia a un menor numero total de células y sobre todo a
una menor concentracién expresada en n°'de células por ml de
fluido recuperado (ver TABLA 9).

La mayorfa de células recuperadas fueron MAC con un
porcentaje medio de 87.7 ¥ (rango 69-95) en fumadores y 90 %
(rango 83-95) en no fumadores.

E1 porcentaje medio de LINFC fue 5.1 ¥ (rango,0-12)

go,0-12) en fumadores y 8.6 % (rango 4-15) en no fumadores.
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TABLA 9

GRUPO CONTROL
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac. P.recup C.total Cel/ml MAC LINFC NEUTR EOSINF

FUMADORES

1 25 4.7 118.4 93 5 2 -
2 71 258.7 2192.3 95 0 5 -
3 45 52.0 577.0 92 0 8 -
4 39 64.5 826.9 69 3 28 -
5 43 28.3 566.0 94 5 0.9 -
6 48 45.0 500.0 85 5 10 -
7 40 13.8 212.3 88 11 0.9 -
8 50 80.0 800.0 86 12 2 =
M3 #45.1% 68.3% 724.1+ 87.7% 5.1 7.12 -
ES 4.5 28.6 227.4 2.9 1.5 3.2

NO FUMADORES

9 * 66 16.1 121.2 92 7 1 -
10* 70 20.7 147.9 83 15 2 -
11¢ 55 17.7 160.9 95 4 0.9 -

M3 #63.6% 18.1% 143.3t 90.0% 8.6% 1.3% -
ES 4.4 1.3 11.6 3.6 3.2

POBLACION TOTAL

M1 50.2% 54.6% 565.7t 88.1% 5.9% 5.5¢%
ES 4.3 21.6 181.7 2.3 1.6 2.4

Pac,paciente; P.recup,porcentaje recuperado; C.total,n'total de células expresade en millones

{n x 10%); Cel/ml, concentracidn celular expresada en n°células/ml de fluido recuperado (n x 10?) ;
NAC,macrofagos, LINFC,Vinfocitos,MEUTR,neutrdfilos, EOSINF,eosinéfilos, expresados en porcentajes.

N ¢ ES, media ¢ error standard.

¥ Pacientes no fumadores.

¢ Diferencia significativa (p<0.05) entre porcentaje de recuperacion en fumadores y no fumadores.
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La media de porcentajes de NEUTR en fumadores fue 7.1%
(rango 0.9-28) ; en 6 de 8 fumadores el porcentaje de NEUTR
fue 22%. En los no fumadores la media de porcentajes fue
1.3%.

E1 porcentaje de EOSINF fue <1% en las preparaciones

habituales.

4.2 .- Pacientes con inmunosupresién por infeccién VIH

Al tiempo de realizacién del LBA se evidencié infeccién
oportunista (I0O) en 14 de 21 pacientes. En los restantes 7,
0 no se aisldé ninglun patégeno o fueron gérmenes habituales
(ver TABLA 10 adjunta).

En la TABLA 11 se muestra el n°total de células, con-
centracién y distribucién celular porcentual en ambos grupos

de pacientes distribuidos seglin existencia o no de IO.

TABLA 10

AISLAMIENTOS EN LA POBLACION VIH+ ESTUDIADA

* POBLACION ESTUDIADA Ill...l..l..l.ll.....'21 pacientes
* AISLAMIENTO DE PATOGENOS OPORTUNISTAS.....14 "

- Pn.carinii....cccccee ceees.10 *
Citomegalovirus (CMV)..... 1
- CMV + Pn.carinii.cceceeee. 1 *
- Mycobacterias....ccceeeee. 2

* AISLAMIENTO DE PATOGENOS HABITUALES........2 .
% NO AISLAMIENTO ..veveveenveenceccesnaanceash -
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TABLA 11

PACIENTES INMUNOCOMPROMETIDOS POR INFECCION VIH
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac. P.recup C.total Cel/ml MAC LINFC NEUTR EOSINF

INF. OPORTUNISTA

1 30 192.0 3200.0 86 14 - -
2% 30 18.0 400.0 76 17 7 -
3 44 26.5 473.2 61 39 0 -
4% 50 50.3 503.0 82 18 - -
5 60 25.9 385.0 52 34 14 -
6 27 16.5 300.0 67 32 1 -
7 48 148.0 1541.0 86 5 9 -
8 25 83.4 18563.3 73 22 5 -
9 56 82.5 617.6 54 28 18 -
10 58 11.2 97.1 78 21 1 -
11% 54 24.2 290.0 56 26 18 -
12% 72 27.0 216.0 68 30 2 -
13 40 10.4 139.0 26 73 1 -
14 53 9.0 113.0 56 44 0

M2 46.0¢% 51.7¢ 723.3% #65.8% 828.7% 5.6% -
ES 3.7 156.0 236 4.3 4.3 1.7

NO INF. OPORTUNISTA

16 52 38.5 366.6 83 1 6 -
16x% 80 41.0 342.0 88 9 3 -
17 59 36.5 410.1 65 25 10 -
18 51 65.4 855.0 72 11 17 -
19% 34 32.0 457.6 92 8 - -
20 40 37.5 625.0 87 13 - -
21 47 143.6 1430.0 77 15 8 -
M1 41.2% 56.3+ 640.8t #80.6: B13.1% 6.2% -
ES 2.2 16.1 148.0 3.6 2.1 2.2
POBLACION TOTAL

Mt 48.1% 53.2% €95.92 70.7¢ §23.5¢ 6.1t

ES 3.1 11.0 162.5 3.4 3.3 1.3 -

Nota: Para descripcion de las distintas abreviaturas ver pie de TABLA 11 en pdg. precedente.

Nt ES, media ¢ error standard.

* Pacientes no fumadores.

# Diferencia significativa entre porcentaje de MAC en pacientes con y sin 10 (p=0.03) y entre pacientes
con I0 y grupo control (p=0.0003)

B Diferencia significativa (p=0.005) entre porcentaje de linfocitos en pacientes con y sin I0.

i Diferencia significativa (p=0.0002) entre porcentaje de infocitos en poblacion VIH+ y grupo control.
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No se evidencié6 diferencia significativa en el n’'de
células totales ni en la concentracién celular entre ambos

grupos (ver tambien FIGURA 3).

Una alveolitis linfocitaria (porcentaje de LINFC >15%)
se evidencié en el 66% del total de la poblacién VIH+ (12 de
14 con I0 y 2 de 7 sin I0). E1 porcentaje de LINFC en los 14
pacientes con 10 al tiempo del LBA fue significativamente
superior al de los pacientes sin IO (28.714.3% vs 13%2.1%,
p=0.005). Considerada 1a poblacién globaimente, se encontré
diferencia significativa con el grupo control en cuanto a

porcentaje de LINFC (23.5%3.4% vs 5.9%1.6% , p=0.0002).

No existié diferencia significativa en cuanto al
porcentaje de NEUTR entre ambas poblaciones, ni entre éstas

y el grupo control.

En los pacientes VIH+ con IO , el porcentaje de MAC
fue significativamente inferior al de los pacientes sin IO
(60.8t4.3 vs 80.6%3.6, p=0.03) y al del grupo control
(88.1%2.3, p=0.0003) (estos resultados se ilustran en la

FIGURA 4).
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Figura 4
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4.3 .-Pacientes con sarcoidosis

E1 diagnéstico de sarcoidosis (SARC) fue establecido
en 5 pacientes . En la TABLA 12 se expresan los datos
correspondientes al n° total de células, concentracién ce-
celular y distribucién celular porcentual y se comparan con
el grupo control. En las FIGURAS 5 y 6 se representan grafi-
camente estos datos junto a los obtenidos en pacientes con
neumonitis por hipersensibilidad.

Se observé diferencia significativa entre el
porcentaje de MAC en este grupo de pacientes y el grupo
control (p=0.002) y entre el porcentaje de LINFC en ambos
grupos (44.6*2.7% vs 8.6+3.2, p=0.0007).

E1 porcentaje de LINFC en este grupo de pacientes con
SARC oscil6 entre 36% y 52%.

Los NEUTR o no se observaron o se vieron en un porcen-
taje <5%. E1 porcentaje de EOSINF fue en todos 1los casos

1%.

Aunque el n’ total de células y concentracién celular
fueron mayores en los pacientes con SARC no habfa diferen-
cia significativa con el grupo control por ser reducido el

numero de pacientes Yy la dispersién de datos.
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TABLA 12

PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE SARCOIDOSIS
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac. P.recup C.total Cel/ml MAC LINFC NEUTR EOSINF

SARCOIDOSIS

1 72 58.4 402.7 49 48 3 <t
2% 40 45.5 758.3 58 42 - <1
K} 55 11.6 133.3 64 36 - <1
4% 57 23.8 417.5 50 45 5 <1
5 41 50.0 700.0 45 52 3 <1
Mt 53.1% 34.8% 482 .3% #53.2+ B44.6% 2.5% <1
ES 5.9 8.1 113.1 3.4 2.7 0.7

GRUPO CONTROL (no fumadores)

M2 63.6% 18.1% 143.3% #90.0t B8.6% 1.3% -
ES 4.4 1.3 11.6 3.6 3.2 0.3

Pac, paciente; P.recup, porcentaje recuperado; C.total,n’ de células expresado en millones (n x 10¢);
Cels/ml, concentraci6n celular expresada en n° de células/ml de fluido recuperado (n x 103 };

NAC, macréfagos; LINFC, linfocitos;NEUTR, neutréfilos; EOSINF, eosin6filos, expresados en porcentajes.
M ¢ ES, media ¢ error standard.

* Pacientes no fumadores

§ Diferencia significativa (p=0.002) entre porcentaje de MAC en SARC y grupo control.

B Diferencia significativa (p=0.0007) entre porcentaje de LINFC en ambos grupos.
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4.4.- Pacientes con neumonitis por hipersensibilidad

En 1la TABLA 13 adjunta se muestran 1los datos de
celularidad y distribucién celular porcentual en el grupo de
pacientes con neumonitis por hipersensibilidad (NH) y los

del grupo control y se ilustran en las FIGURAS 5 y 6.

E1 porcentaje de fluido recuperado no mostré diferencia
significativa con el obtenido en el grupo control (54.5%5.2%

vs 63.6%4.4%).

Se evidencié una diferencia significativa en la concen-
tracién celular que fue superior en el grupo de pacientes
con NH que en el control (409.3 x 103 vs 143.3 x 103 ,
p=0.03)).

Este grupo presenté un menor porcentaje de MAC
(52.5%7.6 vs 90%3.6, p=0.01 ) y un incremento significativo
en el porcentaje de LINFC (44.7%16.6 vs 8.6%3.2 ,p=0.01), que

oscilaron entre 26% y 73%.

Los porcentajes de NEUTR en ambos grupos fueron simila-
res. Tan s6lo se observé 1incremento significativo en el
porcentaje de EOSINF (6%) en un paciente; en el resto los

porcentajes de estas células fueron despreciables.
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TABLA 13

PACIENTES CON NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac P.recup C.total Cel/m1 MAC LINFC NEUTR EOSINF

NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD

1 60 42.0 350.0 55 42 3 <1
2 45 17.2 191.0 57 42 0.9 <1
3 42 40.5 476.4 58 38 4 <1
4 40 32.0 385.0 67 28 5 <1
5 50 52.8 644.5 44 64 2 <1
6 70 ND ND 74 26 0.9 <1
7 75 ND ND 13 73 8 6
M3 54.5¢% 36.9% #409.4: B52.5% {§44.72 3.4% -
ES 5.2 5.9 74.7 7.6 6.6 0.9

GRUPO CONTROL (no fumadores)
M2 63.6% 18.1% #143.3: 090.0% § 8.6% 1.3% -
ES 4.4 1.3 11.6 3.6 3.2 0.3

Nota.- Para descripcion de las distintas abreviaturas ver pie de TABLA 11 (grupo control).
N t ES, media ¢ error standard,

# Diferencia significativa (p=0.03) entre concentraciones celulares en ambos grupos.

B Diferencia significativa (p=0.01) entre porcentajes de MAC en ambos grupos.

J Diferencia significativa (p=0.01) entre porcentajes de LINFC en ambos grupos.
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4.5.- Pacientes con neumonia intersticial idiop4tica

Los datos derivados del recuento celular total y dis-
distribucién celular porcentual se muestran en 1a TABLA 14
siguiente y en las FIGURAS 7 y 8.

Este grupo de pacientes fue heterogéneo tanto en edad,
hdbitos téxicos, antecedentes de exposicién ambiental pro-
fesional, repercusién funcional y estadio de enfermedad al
tiempo del estudio.

Aunque fue menor el porcentaje de fluido recuperado en
este grupo con respecto al grupo control (45.7% vs 50.2%),
la diferencia no alcanzé significacién probablemente por 1la
gran dispersién de datos (rango 30%-70%).

Tambien se observé dispersién amplia en el n° total de
células y concentracién celular.

E1 porcentaje de MAC fue menor en este grupo que en el
grupo control debido a un aumento significativo tanto en el
porcentaje de NEUTR como de LINFC.

E1 porcentaje de NEUTR fue significativamente superior
al detectado en el grupo control (17.8% vs 5.5%, p=0.008) a
pesar de estar integrado éste Ultimo por una mayoria de pa-
cientes fumadores (8/11).

Tan s6lo en un paciente se evidencié un elevado
porcentaje de EOSINF en el fluido del LBA (10%) y el estudio

de biopsia por toracotomia mostré una neumonia intersticial
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TABLA 14

PACIENTES CON NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA (NII)
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac. P.recup C.total Cel/mil MAC LINFC NEUTR EOSINF

NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA
Grupo 1 (FPI con confirmacién histolégica por BPA) n=5

1 32 48.5 932.6 14 10 16 <1
2 41 43.0 524.0 65 9 26 <1
3% 30 6.2 113.5 80 5 16 <1
4% 53 26.6 302.2 65 23 12 <1
5 55 ND ND 50 1 39 10
M2z 42.2% 31.0% 468.0t 66.8: 9.6t #21.6% -
ES 5.1 9.5 176.1 5.0 3.7 4.9

NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA
Grupo 2 (FPI sin confirmacién histolégica) n=6

6% 47 22.8 325.7 97 2 1 <1
7% 46 20.4 291.4 77 17 6 <1
8x 45 50.8 807.1 47 30 23 <1
9x 60 14.0 150.0 57 12 31 <1
10% 49 38.5 447.6 70 22 8 <1
11% 70 ND ND 52 28 19 <1
Mt 49.5¢% 29.3% 404.3+ 66.6t818.5¢ 14.6% -
ES 2.8 6.7 111.2 7.6 4.2 4.6
POBLACION TOTAL NII (n=11)

Mt 45.7% 30.0% 432.5+ 66.7tB14.4% $17.8% -
ES 3.2 5.2 93.4 4.5 3.0 3.4
GRUPO CONTROL (n=11)

Mt 50.2¢% 54.6% 565.7+ 88.1% B5.9% # 5.5%

ES 2.3 21.6 181.7 2.3 1.6 2.4

Nota.- Para descripcién de las distintas sbreviaturas ver pie TABLA 11 (grupo control) en pég.95.

# ¢ ES, media ¢ error standard.

* Pacientes no fumadores.

# Diferencia significativa en el porcentaje de NEUTR al comparar grupo control con el de FPI comprobada
histolégicamente {p=0.005) y con la poblacién total de pacientes con NII (p=0.008).

§ Diferencia significativa en el porcentaje de LINFC al comparar grupo control con el de FPI no compro-
bada histoldgicamente (p=0,02) y con la poblacién total de pacientes con NII (p=0.03).
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descamativa.

E1 diagnéstico de fibrosis pulmonar idiopédtica (FPI) se
confirmé mediante biopsia pulmonar abierta (BPA) en 6§
pacientes (grupo 1). Los restantes 6 pacientes cumplian
criterios clinicos, radiolégicos y funcionales propios de
esta enfermedad y en la biopsia transbronquial los hallaz-

gos, a pesar de ser inespecificos, sugerfian un proceso fi-

brético.

No se encontré diferencia signficativa en celularidad
total, concentracién celular y distribucién celular porcen-
tual entre ambos grupos (FPI confirmada histolégicamente y
FPI no confirmada). Los porcentajes de NEUTR mostraron gran
variabilidad interindividual (12%-39% en el primer grupo y
1%-31% en el segundo).

Los porcentajes de LINFC tambien mostraron valores muy
dispersos (1%-23% en el primer grupo y 2%-30% en el segun-
do). Los mas bajos se observaron en los tres pacientes fu-
madores (pac. 1,2 y 5).

Por ser reducida la poblacién estudiada no pudo deter-
minarse de forma adecuada la posible correlacién entre celu-
laridad y deterioro funcional. Tan sélo pudo evidenciarse
que los pacientes con VC<50% tenian mayor porcentaje de
LINFC en el fluido del LBA que aquellos con VC>50% (22.2+4.7

vs 12.613.5) aunque esta diferencia no fue significativa. No
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hubo diferencia significativa tampoco entre ambos grupos de

pacientes en cuanto al porcentaje de NEUTR que fue similar

en ambos grupos (16.5 vs 15.2).

Este grupo resulté ser homogéneo en edad (edad media
35 aflos, rango 28-45) no obstante era heterogéneo en cuanto
a tipo de conectivopatia. De los 8 pacientes, uno fue diag-
nosticado de esclerodermia (ESCLERD), 2 de enfermedad
mixta del tejido conectivo (EMTC) y 5 padecian lupus erite-
matoso sistémico (LES). Al tiempo del estudio todos los
pacientes salvo uno (el diagnosticado de esclerodermia)
tomaban corticoides en distintas dosis.

La exploracién funcional respiratoria evidencié, en los
casos en los que se realizé, un patrén restrictivo puro.

Se realiz6é estudio de tejido mediante BPA en un pacien-
te ( el diagnosticado de esclerodermia), evidencié&ndose una
bronquiolitis obliterante con neumonia parcheada. Una de las
pacientes diagnosticadas de LES fallecié al poco tiempo de
realizacién del LBA evidenciandose en el estudio necrépsico

una neumonia necrotizante por M.tuberculosis.

En la TABLA 15 siguiente se expresan los resultados de

celularidad y distribucién celular porcentual.
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TABLA 15

PACIENTES CON NEUMONIA INTERSTICIAL
ASOCIADA A ENFERMEDADES DEL COLAGENO (NI-EC)
CELULARIDAD TOTAL Y DISTRIBUCION CELULAR PORCENTUAL

Pac. P.recup C.total Cel/ml MAC LINFC NEUTR EOSINF

ESCLERD n=1

1 50 40.5 405.0 51 27 22 <1
EMTC n=2

2 50 35.7 476.0 83 8 9 <1
3 55 - - 71 21 8 <1
LES n=5

4 37 33.5 452.7 76 22 2 <1
5 51 48.2 460.0 96 4 - <1
6 50 ND ND 74 25 1 <1
7 31 ND ND 84 16 - <1
8 50 ND ND 83 14 2 <1
M2 #43.82 40,82 §§456.3t%82.6% 15.6 I 1,.3% -
ES 4.1 7.3 3.6 3.8 3.7 0.2

TOTAL DE PACIENTES CON NI-EC n=8

M2 #45.08% 839.42% fi448.22 78.1% 16.1t I 5.3% -
ES 3.0 3.2 156.2 5.2 3.3 3.0

GRUPO DE PACIENTES CON NII n=11

M 45.7% 30.0 432 .5+%66.7+ 14.4 X17.8% -
ES 3.2 b.2 93.4 4.5 3.0 3.4

GRUPO CONTROL (no fumadores)

M2 #83.6¢ B18.1% #£143.3 90,0 8.6% 1.3% -

ES 4.4 1.3 11.6 3.6 3.2 0.3

Nota.- Para ver significado de abreviaturas empleadas ver pie de TABLA 11 (grupo control) en pég. 95.

N t ES, media ¢ error standard.

¢ Diferencia significativa (DS) en porcentaje recuperado al comparar grupo control con el grupo de
pacientes con LES (p=0.02) y con el grupo tota) de NI-EC (p=0.01).

B80S en el n° total de células al comparar grupo control y pacientes con NI-EC (p=0,003).

§ 0S en la conc. celular al comparar grupo control con los pacientes con LES (p=0.0002) y con el grupo
total de NI-EC (p=0.003).

$ DS en el porcentaje de MAC al comparar grupo de pacientes con NII y LES (p=0.04).

I DS en el porcentaje de NEUTR al comparar pacientes con NII con el grupo total de NI-EC (p=0.02) y el
grupo con LES (p=0.009),
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E1 porcentaje de fluido recuperado fue significativa-
mente inferior en el grupo de pacientes con NI-EC, sobre
todo entre 1los pacientes con LES, en comparacién con el
grupo control (43.8% vs 63.6%, p=0.02). A pesar de ello,
tanto el numero total de células como la concentracién
celular fueron mayores tanto en el subgrupo de pacientes con
LES como en el grupo total de pacientes con NI-EC al
compararlos con el grupo control (ver tabla precedente) sin

que pueda atribuirse al habito tab&quico.

Comparativamente con el grupo de pacientes con NII, el
conjunto de pacientes con NI-EC mostré menor porcentaje de
NEUTR en el fluido del LBA (5.3% vs 17.8%, p=0.02) y menor
aun el grupo que incluye sélo los diagnosticados de LES
(1.3% vs 17.8%, p=0.009).

No se observé diferencia significativa en el porcenta-
taje de LINFC en los distintos subgrupos, no obstante, dado
que la concentracién de células en el grupo total de NI-EC y
particularmente en el grupo con LES era 2-3 veces superior
al control, el numero absoluto de LINFC/m1 de fluido recupe-
rado debe estar incrementado.

E1l unico paciente diagnosticado de esclerodermia en el
cual se evidencié una bronquiolitis obliterante con neumonia
parcheada en el estudio de biopsia pulmonar, mostré en el

fluido del LBA una linfocitosis (27%) con neutrofilia (22%).
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Cuando se sospeché este diagnéstico en el contexto de
un cuadro clinico compatible (infiltrados radiograficos
difusos, disnea, anemia y hemoptisis) se evidencié en todos

los casos el hallazgo de MAC cargados con hemosiderina.

Ocasionalimente han sido identificadas estas células
fuera de este contexto ciinico, en pacientes fumadores del
grupo control (2/11), en patologia pulmonar asociada a
infeccién por VIH (4/21), en patologia intersticial difusa
(2/26) y en neumonia intersticial asociada a conectivopatia

(1/12).

En 3 de los 9 pacientes incluidos en este grupo el
aspecto del fluido de LBA fue serohemorrdgico con un cierto
tinte herrumbroso de predominio en las Gltimas aliquotas
recuperadas.

Dado que 1a intencién del LBA en estos pacientes era
descartar un agente infeccioso e identificar MAC cargados
con hemosiderina no se realizé estudio de distribucién

celular porcentual.
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5.- ESTUDIO DE INMUNOFENOTIPO EN LA SERIE LINFOIDE Y
LINEA MONOCITO-MACROFAGICA (MOMAC)

5.1.- Grupbo control

A pesar del empleo de técnicas de enriguecimiento
de LINFC, tan s6lo fue posible determinar con seguridad los
porcentajes de las distintas subpoblaciones linfocitarias en

tres pacientes. Los valores se muestran en la TABLA 16.

TABLA 16

GRUPO CONTROL
ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS DEL FLUIDO DE LBA

Pac. LINFC CD3 CD4 CD8 CD4/CD8 CD20 CD57 CD25 CD71

Porcentaje de células positivas

1 7 70 45 23 1.95 1 10 4 3
2 15 68 39 24 1.62 5 12 16 6
3 1 54 35 30 1.13 2 7 3 14

M3 112 64t 40ft 25.6% 1.5% 4.6t 9.6 7.6 7.6t
ES 2.3 5.0 2.9 2.1 0.2 1.4 1.4 4.1 3.2

INTENSIDAD* 2-3+ 2-3+ 2-3+ 1-2+ 2-3+ 1-2+ 1-2+

Pac, paciente; LINFC(X), porcentaje de linfocitos en el estudio de distribucién porcentual.
Nota.- Para descripci6n de los distintos CD ver el apartado 3.6 en MATERIAL y METODOS (pdg.79).
Datos expresados como porcentajes de LINFC que muestran positividad frente a un determinado AcMo.
N t ES , media ¢ error standard.

SINTENSIOAD: Mediante IFI 12 intensidad de fluorescencia fue valorada segin escala 0 a 3+,
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La suma de porcentajes de células T4+ y T8* resultd muy
pré6xima al porcentaje de células T3+, sin embargo la linfo-
suma (T+B+NK) resulté ser muy baja (<85%)en un paciente. La
expresién de Ags de activacién evidenciados por los AcMo

frente a CD25 Y CD71 mostré porcentajes muy bajos.

E1l estudio de expresién de Ags presentes en la linea
MOMAC mostré 1os resultados expuestos en la TABLA 17.

La existencia de fluorescencia inespecifica en el
citoplasma de las células (autofluorecencia) fue significa-
tivamente superior en 1o0s MAC de fumadores que en l1o0s no
fumadores y mas evidente en 1os MAC de tamafo grande/ inter-
medio que en los pequeffos macré6fagos. Esto podria originar
una dificultad en la lectura de fluorescencia especifica en
superficie celular,no obstante, aun coincidiendo &mbas son

facilmente distinguibles si se emplean criterios estrictos.

Los AcMo CD11b,CD11c y CD14 reaccionaron con un escaso
porcentaje de MAC alveolares en los sujetos fumadores y no
fumadores incluidos en nuestro grupo control.Las medias
de porcentajes de MAC con expresién de Ag en superficie su-
ficiente para ser detectada por IFI fueron variables, osci-
lando, segiin hébito tabaquico, entre 25% y 30% (fum/nofum)
con AcMo frente a CD11b, entre 14.5% y 31.6% frente a CD11c

y entre 23.5% y 24.3% frente a CD14.
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GRUPO CONTROL

EXPRESION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE

LINEA MONOCITO-MACROFAGO EN EL FLUIDO DE LBA

Pac.

MAC AUTOFLU

Porcentaje de células positivas

FUMADORES n=8

1 95 90 12 25 26 55 74

2 88 52 57 23 19 88 82

3 94 85 32 26 44 87 78

4 69 68 18 4 11 58 77

5 86 ND ND ND ND ND ND

6 93 80 13 5 19 73 68

7 85 90 18 4 22 54 71

8 92 ND ND ND ND ND ND
Mt 87.7t #77.5% 252 14.5% 23.5% 69.1¢% 75%
ES 3.0 6.0 7 4.5 4.5 6.4 2
INTENSIDAD* 2-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+ 2-3+
NO FUMADORES n=3

9 95 40 35 20 25 85 80
10 81 54 36 39 6 87 74
11 92 36 19 36 43 76 82
Mt 89.3% #43.3% 302 31.6% 24.6¢ 82.62 78.6%
ES 4.2 5.4 5.5 5.8 10.6 3.3 2.4
INTENSIDAD 2-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+ 2-3+
POBLACION TOTAL n=11

M: 88.1 66.1% 26.6r 20.2% 23.7% 73.6% 76.2%
ES 2.3 7.0 4.8 4.4 4.3 4.8 1.6

Pac, paciente;MAC,porcentaje de macréfagos en estudio de distribucién celular porcentual;AUTOFLU, por-
centaje de MAC que muestran autofluorescencia; CD11b y CD11c son moléculas de adhesion que, entre otras
funciones, actuan como receptores para componentes del sistema del complemento (C3bi); CD14,antigeno de
diferenciacidn de presentacion exclusiva en 1a linea MOMAC; HLADR, Ag de clase II del MHC; CD71,
receptor para transferrina. Llos datos se expresan en porcentajes de MAC observados que muestran
positividad frente a un determinado AcMo evidenciada mediante IFI.

M ¢ ES, media t error standard.

# Diferencia significativa (p=0.009) en el porcentaje de MAC que muestran autofluorescencia (fluores-
cencia inespecifica) al comparar MAC del fluido de LBA obtenido de fumadores y no fumadores.
terminado AcMo evidenciada mediante IFI.

¥ INTENSIDAD.-Mediante técnica de IFI, 1a intensidad de fluorescencia fue valorada segin escala de 0-3+
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Los AcMo frente HLADR y receptor de transferrina (CD71)
evidenciaron una amplia expresién de estos Ags, variable
segun la existencia o no de hdbito tabédquico.

La expresiéon de HLADR oscilé asi entre el 69% y 82%

(fum/no fum) y la de CD71 entre 75% y 78% (fum/no fum).

Asi como en el estudio de distribucién celular tras
tincién adecuada se observé una gran diversidad de tamafos y
morfologia en esta poblacién celular, tras realizar estudio
de inmunofenotipo tambien existia gran disparidad en la
expresién de Ags propios de esta serie MoOMAC 1o gque indica
tambien su posible heterogeneidad funcional. Asi, los MAC
mas pequefios mostraban gran intensidad en la expresién de
Ags que actuan, entre otras funciones,como receptores para
fracciones del complemento (CD11b, CD1ic) y de CD14 (expre-
sado intensamente en monocitos de sangre periférica).

Sin embargo 1os MAC alveolares de aspecto intermedio y
grande presentaban mayor expresién HLADR. La intensidad de

expresién de CD71 fue mas homogénea.
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5.2.- Grupo de pacientes con inmunosupresién por VIH

De l1os 21 pacientes incluidos en estudio, en 14 existia
una IO y en 7 no se evidencié IO al tiempo del LBA. Como ha
sido mostrado en el apartado 4.2 de esta seccién de RESULTA-
DOS, se observé una linfocitosis en el fluido del LBA en el
66% de l1os pacientes con 10 y 1la media del porcentaje de
LINFC en estos pacientes fue significativamente superior a
la observada en los pacientes sin IO (28.7%4.3% vs 13%2.1%
p=0.005). Cada uno de estos subgrupos presentaron una media
de porcentajes superior a la del grupo control (5.9%1.6%).

En la TABLA 18 y FIGURAS 9 y 10 se muestra la distribu-

cién de las distintas subpoblaciones linfocitarias.

E1 porcentaje de células CD3+ en la poblacién VIH+ se
conservé e incluso mostré un porcentaje incrementado con
respecto al control (79+3% vs 64t5%, p=0.05).

No se observé diferencia significativa en el porcentaje
de células CD3+ entre pacientes con I0 y sin I0.

E1 porcentaje de células CD4+ en pacientes con 10 fue
significativamente inferior al determinado en el grupo
control (14%2.8% vs 40%2.9%, p=0.002). Cinco de los 14
pacientes con I0 al tiempo del estudio mostraron porcentajes
de células CD4+ <10%. No se observé diferencia significativa

entre los pacientes con IO y sin IO (14+2.8% vs 16+7.3%).
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Tras determinar el numero absoluto de céls. CD4+/ml de
fluido recuperado pudo observarse una concentracién similar
a la observada en el grupo control (datos no mostrados en
tabla).

En el grupo total de pacientes VIH+, el incremento por-
centual de LINFC en el fluido del LBA, pudo ser causado por
un incremento porcentual y en nUimero absoluto de células
CD8+ comparativamente con el grupo control (70:3.6% vs
25+2.1%, p=0.007).

No hubo diferencia significativa en el porcentaje de
células CD8+ al comparar grupo de pacientes con IO y sin
I0, aunque si se observé una mayor cantidad de células CD8+
por ml de fluido recuperado en el grupo de pacientes con IO
pero sin significacién estadistica debido a 1a dispersién de
datos.

E1l indice CD4/CD8 resultdé asf significativamente des-
descendido con respecto al control, tanto en pacientes VIH+
con IO (0.23%+0.06 vs 1.5%0.2, p=0.002) como sin IO (0.31%0.2
vs 1.5%20.2 p=0.04), sin embargo, no se encontré diferencia
en este parametro entre ambos subgrupos.

En el subgrupo de pacientes VIH+ con IO se observé
tambien un mayor porcentaje de células CD57+ (uno de los
marcadores de células de estirpe NK coexpresado tambien por
las células CD8+) al compararlo con el subgrupo sin 1I0

(18£2.6% vs 9.4%3.2%), aunque esta diferencia s6lo mostré
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GRUPO DE PACIENTES CON INMUNOSUPRESION POR VIH

ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS DEL FLUIDO DE LBA

Pac.LINFC

Porcentaje de células positivas

CON INFECCION OPORTUNISTA (IO)n=14

1 14 65 4 70 0.05 25 ND ND ND ND
2 17 88 11 74 0.14 0.9 ND ND ND ND
3 39 51 11 52 0.21 17 ND ND ND ND
4 18 85 30 60 0.50 10 <1 <1 <1 5

5 34 95 9 87 0.10 6 2 <1 26 11
6 32 86 1 84 0.01 14 4 6 42 15
7 5 82 15 756 0.20 16 <1 2 7 <1
8 22 72 32 62 0.51 18 <1 <1 14 5
9 28 85 25 75 0.33 16 <1 3 19 4
10 21 91 11 76 0.14 36 <1 <1 6 21
11 26 48 26 30 0.86 28 <1 <1 <1 2
12 30 77 0.9 70 0.01 17 <1 <1 <1 12
13 73 70 2 62 0.03 14 5 <1 25 2
14 44 92 13 96 0.13 33 11 26 76 17
Mt 28 77 14%t 69t 0.23% 18+

ES 4.3 3.9 2.8 4.3 0.06 2.6

SIN INFECCION OPORTUNISTA (NO IO) n=7

15 11 93 7 90 0.07 11 ND ND ND ND
16 9 70 2 65 0.03 21 ND ND ND ND
17 25 84 10 76 0.13 <1 <1 <1 <1 8

18 11 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
19 8 93 16 84 0.19 5 <1 <1 11 <1
20 13 88 52 39 1.33 3 <1 <1 <1 9

21 15 17 11 75 0.14 16 <1 <1 <1 2

Mt 13t 84t 16% 71t 0.31x 9.4%

ES 2.1 3.7 7.3 7.3 0.2 3.2

POBLACION TOTAL n=21

Mt 24% 79 14% 70 0.26% 15652

ES 3.4 3 2.8 3.6 0.07 2.1

INTENS. 2+ 2+ 2+ 1-2+

GRUPO CONTROL

Mt 5.9t 64t 40+ 25t 1.5+ 9.6 7.6% 7.6 -~ -

ES 1.6 5.0 2.9 2.1 0.2 1.4 4.1 3.2

Nota: -La significacidn de las distintas diferencias entre grupos son referias en el texto.
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tendencia a la significacién (p=0.07). En relacién con el
grupo control, aunque nho habfia diferencia porcentual signi-
ficativa, si se evidencié mayor numero absoluto de estas
cé1u1as por ml. de fluido recuperado.

E1 estudio de subpoblaciones linfocitarias mediante IFI
con empleo de un s6lo fluorocromo (fluoresceina) puede apor-
tar resultados erréneos derivados de la coexpresidén de de-
terminados CD por distintas poblaciones celulares. Asi, la
poblacién NK y linfocitos T supresores-citotéxicos coexpre-
san tanto CD8 como CD57. La expansién de una de ambas pobla-
cidbnes conllevaria un incremento paralelo en la expresién de
ambos marcadores. En la poblacién VIH+ se ha observado asi
una correlacién importante y significativa en la expresién
de ambos (r=0.92, p<0.0001).

E1 posible error inducido por expansién mds selectiva
de la poblacién NK se puso de manifiesto en 7 de 19 pacien-
tes en los cuales la "linfosuma” CD4+CD8 superé ampliamente
el porcentaje de células CD3+. En estos pacientes el porcen-
porcentaje de células CD57+ oscil6 entre 15 y 33%.

La expresién de Ags propios de estado de activacion
funcional fue muy heterogénea y no se asocié a evidencia de
I0. La expresién de CD25 (receptor para IL-2) y CD71
(receptor para transferrina) fue en ambos casos muy debil y
en la mayor parte de las muestras mo superé el 5-6% de las

células estudiadas. La expresion de CD69 (Ag. inicial de
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activacién de céls T) fué mas intensa pero con mds disper-
sidén oscilando entre <1% y el 76% de las células estudiadas.

La expresién de HLADR (Ag de clase II del MHC) tambien
mostré gran variabilidad, oscilando entre <1% y 21% de las
células estudiadas. Tanto la de CD69 como HLADR fueron méas

intensas en l1os casos de IO.

E1 estudio de expresién de Ag propios de la 1linea MoMAC
mostré 1los resultados que se expresan en la TABLA 19 y
FIGURAS 11 y 12,

E1 incremento significativo en el porcentaje y numero
absoluto de LINFC se acompafi® de un descenso significativo
en el porcentaje de MAC (88+2.3% vs 70t3.4, p=0.001) compa-
rativamente con el grupo control.

No se evidencié ninguna diferencia ni en porcentaje
ni en intensidad de expresién de los Ags CD11b, CD11ic y CDi14
entre el subgrupo con IO y sin I0. Al comparar estos subgru-
pos con el grupo control tampoco se observaron diferencias
en el porcentaje de células positivas para los Ags referidos
aunque si se aprecié una diferencia en la intensidad de
fluorescencia, mayor en el grupo control. Una de las expli-
caciones para este hallazgo es la existencia de un menor nu-
mero de receptores en superficie celular en l1os pacientes

con infeccién VIH comparativamente con el grupo control.



-127-

TABLA 19

PACIENTES CON INMUNOSUPRESION POR VIH
EXPRESION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE
LINEA MONOCITO-MACROFAGO EN EL FLUIDO DEL LBA

Pac. MAC AUTOFLU CD11b CDlic cD14 HLADR cD11
Porcentaje de células positivas

CON INFECCION OPORTUNISTA n=14

1 86 ND ND ND ND ND ND
2 76 45 14 5 8 33 6
3% 61 88 42 12 28 72 25
4% 82 85 27 16 32 75 46
5 52 90 28 3 14 62 9
6 67 70 35 8 21 68 52
7 86 90 30 23 17 63 47
8 73 80 36 42 28 68 72
9 54 20 26 18 7 94 23
10 78 20 30 27 15 10 48
11% 56 76 19 9 15 54 54
12x 68 80 22 2 6 5 5
13 26 40 21 5 3 25 9
14 56 46 11 8 3 58 32
Mt 70.2% 65.7% 26.2% 13.6t 15.9% 52% 33t
ES 6.1 4.3 2.4 3.1 2.6 7.3 6
SIN INFECCION OPORTUNISTA n=7

15 83 85 18 5 8 69 37
16x 88 70 18 11 9 38 17
17 65 85 9 4 12 65 15
18 72 ND ND ND ND ND ND
19% 92 35 45 18 30 82 31
20 87 60 38 17 22 68 25
21 17 85 21 1 17 65 38
Mt T72% 80.5% 24.8% 11% 16.3¢% 64.5% 27.1%
ES 9.8 3.6 5.5 2.3 3.4 5.8 4.0
POBLACION TOTAL N=21

Mt 702 69.4% 25.7% 12.81 16% 561 31.1%
ES 3.4 5.2 2.3 2.2 2.0 5.4 4.3
INTENSIDAD 1-2+ 1-2+ 1-2+ 1-2+ 1-2+

G.CONTROL n=11

Mt 88t 66.1% 26.6% 20.2 23.7+ 73.6% 76.2%
ES 2.3 7.0 4.8 4.4 4.3 4.8 1.6
INTENSIDAD 2-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+ 2-3+
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E1 Ag CD11b parece ser mas expresado que CDi14 y que
CD11c (este ultimo es predominante en MAC de tamafio grande y
aspecto maduro). No obstante, se ha podido evidenciar una
excelente correlacién en 1la expresién entre estos Ags,
cbi1b/CcD14, r=0.70, p=0.0008; CDt11b/CD11c, r=0.53 , p=0.01 vy

CD11c/CD14 r=0.50,p=0.02).

La expresidn de HLADR (Ag de clase II del CMH),esencial
en la presentacién de Ag por parte de la célula macrofégica
al linfocito T, fue significativamente inferior al observado
en el grupo control, tanto en intensidad como porcentualmen-

te (56t5.4% vs 73.614.8%, p=0.05).

E1 receptor para la transferrina (CD71), cuya expresioéon
se relaciona con un estado de activacién metabélica y
proliferacién celular ,se expres6 como promedio en el 76.2%
de los MAC de pacientes del grupo control, mientras que en
el grupo de pacientes VIH+ se evidencié en tan sélo el
31.1% (p<0.001), mostrando ademdas una menor intensidad de

fluorescencia.
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5.3 .- Grupo de pacjentes con sarcoidogisg

E1 porcentaje de LINFC en este grupo fue significativa-
mente superior al determinado en el grupo control (44.6+2.7
vs 8.6%3.2, p=0.0003). La distribucién de subpoblaciones
linfocitarias y expresién de marcadores de activacibén se
muestran en la TABLA 20 siguiente y en FIGURAS 13 y 14 junto
a los datos obtenidos en neumonitis por hipersensibilidad

(apartado 5.4 en esta misma seccién).

E1 porcentaje de células CD3+ fue mayor en este grupo
que en el grupo control (82.215.9 vs 64%5) aunque sin
significacién estadistica. Fue mds relevante el incremento
en el porcentaje de células CD4+ en este grupo con respecto
al control (69.2+3.7% vs 40t2.9%, p=0.001); el porcentaje de
células CD8+ no mostré diferencia significativa entre ambos

grupos ( 19.8+2.9% vs 25.6+2.1%).

E1 incremento en el porcentaje de células CD4+ originé
un aumento significativo en el indice CD4/CD8 comparativa-
mente con el grupo control (3.7610.5 vs 1.5%0.2, p=0.01;

rango 2.57-5.25).

E1 porcentaje de células CD57+, como media, fue similar

al encontrado en el grupo control (11.8% vs 9.6%, NS).
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TABLA 20

PACIENTES CON SARCOIDOSIS
ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS DEL FLUIDO DE LBA

Pac. LINFC

(%) Porcentaje de células positivas
1 48 85 75 14 5.25 5 11 0.9 35
2 42 82 75 22 3.40 12 14 7 20
3 36 94 72 28 2.57 3 30 6 20
4 45 60 55 12 4.58 30 5 6 22
5 52 90 69 23 3.00 9 20 11 45

M t #44.6% 82.2% B69.2¢ 19t §3.7% 11.8¢ 13 7.9% 30.2%
ES 2.7 5.9 3.7 2.9 0.5 4.8 2.9 2.3 4.7
INTENSIDADx* 2-3+ 2-3+ 2-3+ 1-2+ 1-2+ 1-2+ 2-3+

GRUPO CONTROL (no fumadores)

Mzt # 112 64t B 40t 25.6tfi1.5% 9.6 7.6t 7.6 ND
ES 2.3 5.0 2.9 2.1 0.2 1.4 4.1 3.2
INTENSIDAD 2-3+ 2-3+ 2-3+ 2-3+ 1-2+ 1-2+

K ¢ ES, media ¢ error standard. ND, no determinado.
§ Diferencia significativa {p=0.0003) entre porcentaje de LINFC en pacientes con SARC y control.
¥ Diferencia significativa (p=0.001) entre porcentaje de células CD4+ en pacientes con SARC y control.
E Diferencia significativa (p=0.01) entre indice CD4/CD8 en pacientes con SARC y contrel.
* INTENSIDAD: mediante IFI 1a intensidad de fluorescencia fue valorada segln escala 0-3+,
Nota.- Para descripcién de abreviaturas ver apartado 3.6 en seccion MATERIAL Y METODO (pdg.79).
La expresién de marcadores de activacién fue variable y
sin diferencia significativa con respecto al grupo control.
Fue l1lamativa la discrepancia entre el alto porcentaje
de células CD25+ esperado teéricamente y el bajo porcentaje
evidenciado de estas células (IL-2R+), sin diferencia con el

grupo control (10%x2.6% vs 7.6+2.1%). La comparacién de nime-
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ros absolutos de estas células si muestra clara diferencia.
La "linfosuma"” CD4 + CD8 superé el porcentaje de célu-

las CD3+ (Linf T totales) entre el 2-7% en cuatro pacientes

y en uno (n°2) en un 15%. La suma CD4+CD8+CD57+ no superd

en ninguno de l1os cinco casos el 100%.

E1 porcentaje de MAC fue menor en este grupo que en el
control al producirse expansién de la poblacién linfocitaria
(53.2+3.4% vs 89.3%4.2%, p=0.002). E1 porcentaje de células
autofluorescentes no mostré diferencia con respecto al
control.

La expresién de Ags de superficie CD1ib, CD11c, CD14,
CD71 y HLADR se muestra en la TABLA 21 siguiente y FIGURAS
15 y 16 (apartado 5.4 de esta misma seccidn).

CD11b se expresé con gran 1intensidad de fluorescencia
(3+) y en porcentaje superior al control (68.4%4.7% vs 26.6%
4.8%, p=0.01. Dicha expresién se observé tanto en MAC con
morfologia madura como en pequefias células similares al
monocito, aunque la intensidad de fluorescencia predominé en
estas Ultimas.

CD11c tambien mostrd mayor expresién que en el grupo
control pero predominé en células con morfologia y tamafio
propios de MAC maduro.

La expresién de CD14 fue significativamente superior

a la observada en el grupo control, tanto porcentualmente
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TABLA 21

PACIENTES CON SARCOIDOSIS
EXPRESION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE
LINEA MONOCITO-MACROFAGO EN EL FLUIDO DE LBA

Pac. MAC AUTOFLU CD11b CDiic CD14  CD71 _ _ HLADR

(%) Porcentaje de células positivas
1 49 75 82 45 68 74 89
2 58 35 72 65 87 83 95
3 64 23 53 27 40 77 41
4 50 30 70 55 60 95 95
5 45 42 65 46 78 79 90
M + #53.2% 41 B68.4% 47.6 =#62.6% 81.6% 82 ¢
ES 3.4 9.0 4.7 6.2 6.3 3.6 10
INTENSIDAD 3+ 2+ 3+ 3+ 3+

GRUPO CONTROL (no fumadores)

M £ #89.3 43.3t B 30t 31.6t =224.6% 78.6% 82.6%
ES 4.2 5.4 5.5 5.8 10.6 3.3 2.4
INTENSIDAD 2—-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+ 2-3+

Nt ES, media ¢ error standard.

¢ Diferencia significativa (p=0.002) entre % MAC en pacientes con SARC y control.

] ' ' (p=0.01) entre ¥ céls CD11b+ en ambos grupos.

] ' ' {(p=0.01) entre ¥ céls CD14 + en ambos grupos.
INTENSIDAD.-Mediante IFI 1a intensidad de fluorescencia fue valorada segin escala de 0-3+,

(62.6%6.3% vs 24.6%10.6, p=0.01) como en intensidad de
fluorescencia . Este Ag se expresd predominantemente en
células de tamafio similar al monocito.

E1 porcentaje de células CD71+ en estos pacientes fue
similar al observado en el grupo control, aunque 1la inten-

sidad fue superior.
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HLADR no mostré diferente expresién porcentual en
relacién con el grupo control (82+10% vs 78.6%12.4%), aunque
la 1intensidad de fluorescencia fue superior a la observada
en el grupo control.

La mayor intensidad de fluorecencia para Cdi1b, CDiic,
CD14, CD71 y HLADR es compatible con un incremento de 1la

densidad de estas moléculas en la superficie del MAC.

En este estudio no se ha realizado estudio paralelo de
expresién de los Ags referidos en monocitos de sangre
periférica (MSP), no obstante, ha sido mostrado previamente
(74), con empleo de técnica y criterios de identificacién
similares, que CD14 y CD11b se expresan en »>85% de MSP y
entre el 11% (CD14) y 25% (CD11b) en MAC alveolares en suje-
tos sanos . En pacientes con SARC el porcentaje de MSP que
expresaban estos Ags no diferia del determinado en el grupo
control y en en el fluido del LBA existia un incremento
significativo en 1la expresién de estos y otros Ags de la
linea monocitaria.

Los resultados aqui expuestos son similares a los refe-

ridos por estos autores.

La interpretacién de estos hallazgos es compleja. Dada
Ta alta frecuencia con que se observan en los estudios de

distribucién celular en estos pacientes pequefios MAC con ta-
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tamafio similar al LINFC, que muestran alta expresién de Ags
propios de 1la 1linea monocitica podria interpretarse como un
incremento en el reclutamiento de monocitos hacia el pulmén
como explicacién, al menos parcial, del incremento de 1la
poblacién macrofédgica.

No obstante, la expresién de estos Ags se observo
tambien en células grandes de aspecto maduro y ademéds la
expresién HLADR (moléculas de clase II esenciales en la
presentacién de Ags, activacién y proliferacién de 1linfoci-
tos T) tambien se observé incrementada, por 1o cual es posi-
ble que, ademds, en el medio alveolar en esta enfermedad,
los mediadores existentes eviten la pérdida de expresién de

estos Ags en la poblacién MoMAC o induzcan su reaparicion.

5.4.-Pacientes con neumonitis por hipersensibilidad

En este grupo de pacientes el porcentaje de LINFC fue
significativamente superior al determinado en el control de

no fumadores (44.7+6.6% vs 8.6+3.2, p=0.02).

Aunque el porcentaje de células CD3+ fue discretamente
superior en este grupo con respecto al control no habia
significacién estadistica en esta diferencia (73.2t3.1% vs
6415%, NS).Tampoco se evidenci6 diferencia en el porcentaje

de células CD4+ (34+3.7% vs 40%2.9%, NS).
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E1 porcentaje de células CD8+ se incrementé porcentual-
mente de forma significativa en este grupo (57.5%3.2% vs
25.6+2.1%, p=0.001) v en numero absoluto (n° de células
CD8+/m1 de fluido de LBA) ya que la concentracién celular
fue significativamente superior en este grupo con respecto
al control.

Tambien el porcentaje de células CD57+ se incrementd en
este grupo tanto porcentualmente (34.2%6.1% vs 9.6%1.4%),

como en numero absoluto.

E1 1indice CD4/CD8 resulté asi ser inferior al obtenido
en el grupo control (0.58*0.04 vs 1.5%0.2, con tendencia a
la significacién estadistica p=0.057), debido a la expansién
de la poblacién celular CD8+ y CD57+.

Estos resultados se muestran en la TABLA 22 siguiente y
en FIGURAS 13 y 14,

La "linfosuma” CD4 + CD8 superd en todos los pacientes
el porcentaje de células CD3+ entre un 10% y un 26%. La su-
ma de células CD3+ y CD57+ superé el 100% en dos pacientes.

La no realizacion de estudio simultdneo de expresioéon
CD8 y CD57 mediante empleo de dos fluorocromos puede hacer
dificil el estudio de subpoblaciones 1linfocitarias en una
patologia como 1a NH en 1a que se produce expansién tanto de
LT supresores/citotéxicos (CD8+) como de células NK (CD57+),

ya que ambas poblaciones coexpresan estos Ags.
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TABLA 22

PACIENTES CON NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD
ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS EN EL FLUIDO DE LBA

Pac. LINFC CD3 CD4 CD8 Indice CDP57 __CD25 CcD71 _HLADR

(%) Porcentaje de células positivas
1 42 82 43 64 0.67 24 42 5 13
2 42 72 32 52 0.61 28 0.9 3 10
3 38 67 25 52 0.47 33 3 5 38
4 28 ND ND ND ND ND ND ND ND
5 64 72 36 62 0.58 52 15 29 21
6 26 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 73 ND ND ND ND ND ND ND ND

Mt %44.7% 73.2+ 34t #57.5% M0.58% 134.22 15.3% 10.6% 20.5¢
ES 6.6 3.1 3.7 3.2 0.04 6.1 9.5 6.1 6.2
INTENSIDAD 2-3+ 2-3 2-3+ 2-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+

CONTROL

Mz x 8,8t 64t 40t #25.6% B1.50% § 9.62 7.6 7.6t ND
ES 3.2 5.0 2.9 2.1 0.2 1.4 4.1 3.2
INTENSIDAD 2-3+ 2-3+ 2-3+ 2-3+ 1-

N ¢ ES , media ¢ error standard.

3 leerencta significativa (p=0.01) entre porcentaje de linfocitos en pacientes con NH y control,
' (p=0.001) entre porcentajes de células CD8+ en ambos grupos.

(p=0.05) entre indice CD4/CD8 en ambos grupos.

{p=0.05) entre porcentaje de células CD57+ en ambos grupos.
INTENSIDAD.- Mediante IFI la intensidad de fluorescencia fue valorada segin escala 0-3+.

WA

Los porcentajes de células que exponen marcadores de
activacién (CD25+ ,CD71+ y HLADR+) mostraron gran dispersién

porcentual y no se evidencié diferencia estadistica signifi-
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Figura 14
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cativa con el grupo control.

Aunque no son mostrados datos sobre celularidad en tér-
minos absolutos , es posible inferir que existe un incremen-
to importante en el numero de células que expresan estos Ags
de activacién debido a la superior concentracién celular y
mayor numero absoluto de LINFC/ ml1 de fluido en este grupo

de pacientes.

E1 porcentaje de MAC en este grupo fue significativa-
mente 1inferior al determinado en el grupo control (50%8.5%
vs 89.3%4.2%, p=0.01), aunque no su numero absoluto. Ambos
grupos mostraron similar porcentaje de células autofluores-

centes.

Se observd mayor porcentaje de células CD11b+ (71%£3.6%
Vs 30t5.5%, p=0.001) vy de células CD14+ (55.7+5% vs
24.6%10.6%, p=0.03). Aunque el porcentaje de células CD11c+

fue mayor en este grupo, no se encontré diferencia signifi-

cativa.

Tampoco se encontré diferencia significativa en el
porcentaje de células HLADR+ (88+1.7% vs 82.6%3.3%, NS) ni
en el de células CD71+ (75.5+5.5% vs 78.6+2.4%, NS) ;no obs-
tante, la intensidad de fluorescencia fue mayor (ver TABLA

23 siguiente y FIGURAS 15 y 16).
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PACIENTES CON NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD

EXPRESION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE

LINEA MONOCITO-MACROFAGO EN EL FLUIDO DE LBA

Pac. MAC  AUTOFLU CD1ib CD1ic CD14 HLADR CD71

(%) Porcentaje de células positivas
1 55 30 61 75 55 87 60
2 58 25 71 58 54 85 82
3 58 42 74 32 45 87 85
4 67 ND ND ND ND ND ND
5 44 27 78 54 69 93 75
6 74 ND ND ND ND ND ND
7 13 ND ND ND ND ND ND
Mz #852.5% 312 8712 84,7 E68.7% 88z 75.52
ES 7.6 3.8 3.6 8.8 4.9 1.7 5.5
INTENSIDAD 3+ 2+ 3+ 3+ 3+
CONTROL (no fumadores)
M+ #89.3% 43.3% 230% 31.6+ §§24.62 82.6+ 78.6%
ES 4.2 5.4 5.5 5.8 10.6 3.3 2.4
INTENSIDAD 2-3+ 1-2+ 2-3+ 2-3+ 2-3+

{

N t ES, media ¢ error standard,
$ Di ferenc1a gignificativa (p=0.01) entre % MAC en pacientes con NH y control.
] ' (p=0.001) entre % céls. CD11b+ en ambos grupos.
) (p=0.03) entre ¥ de céls. CD14+ en ambos grupos.

NTENSIDAD.- Mediante IFI 1a intensidad de fluorescencia fue valorada segun escala de 0-3+.

E1 incremento porcentual de céls. CD11b+ y de la inten-

sidad de fluorescencia es compatible con la existencia de un

aumento en la densidad de este receptor en superficie

celu-

lar implicado en miltiples funciones tales como receptor de
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de fracciones activas del complemento, fagocitosis e inte-
raccién célula a célula ,ésta Ultima esencial en la forma-
cién del granuloma.

E1 incremento de células CD14+ (Ag expresado intensa-
mente por monocitos de sangre periférica) sugiere un reclu-
tamiento incrementado de monocitos de sangre periférica al
espacio alveolar como mecanismo para interpretar, al menos
parcialmente, la expansién de la poblacién macrofdgica como

se ha observado en los pacientes con sarcoidosis.

5.5.- Pacientes con neumonia intersticial idiopédtica

E1 porcentaje de LINFC en esta poblacién resultéd ser
significativamente superior al observado en el grupo control
(14.4+3% vs 5.9+1.6%, p=0.03) , no obstante dicho porcentaje

mostré una gran dispersién.

Las distintas subpoblaciones linfocitarias se muestran
en la TABLA 24 y FIGURAS 17 y 18.

No se observé diferencia significativa en el porcentaje
de células CD3+,CD4+,CD8+,CD57+ ni en el indice CD4/CD8 en-
tre los grupos de pacientes con FPI confirmada y sin confir-
macién histolégica, ni entre éstos y el grupo control.

Un dato inmportante fue la discordancia observada entre

la suma de células CD4+ y CD8+ y el porcentaje de CD3+.
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PACIENTES CON NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA

ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS DEL FLUIDO DE LBA

Pac. LINFC (CD3 CD4 CD8 CD4/CD8 CDS57 <CD25 HLADR

(%) Porcentajes de células positivas

Grupo 1 (FPI con confirmacién histolégica por BPA) n=5

1 10 74 49 34 1.44 7 ND ND
2 9 90 57 46 1.23 5 <1 2
3 5 ND ND ND ND ND ND ND
4 23 57 64 37 1.72 3 3 30
5 1 ND ND ND ND ND ND ND
Mz 9.5 73.6% 56.6% 39t 1.462 5% - -
ES 3.7 9.5 4.3 3.6 0.14 1.1

Grupo 2 (FPI sin confirmacién histolégica) n=6
6 2 ND ND ND ND ND ND ND
7 17 63 26 44 0.69 5 <1 <1
8 30 57 44 16 2.75 7 <1 10
9 12 48 32 26 1.23 5 20 <1
10 22 67 48 32 1.50 9 5 5
11 28 ND ND ND ND ND ND ND
Mz 18.5+ 58.7+ 37.5% 29.5t 1.54% 6.5+ - -
ES 4.2 4.1 5.1 5.8 0.43 0.9
POBLACION TOTAL NII n=t11
M3 14.4% 65.0% 45.7t 33.5+ 1.50% 5.8% - -
ES 3.0 5.1 5.0 3.9 0.23 0.7
CONTROL n=11
M % 5.9¢ 64+ 40+ 25.6z% 1.5 £ 9.6% 7.6% -
ES 1.6 5.0 2.9 2.1 0.2 1.4 4.1

N ¢ ES, media ¢ error standard, No diferencia significativa entre grupos.
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Excepto en un paciente, la "linfosuma" superé en todos
los casos, entre un 3% y 44%, el porcentaje de células CD3+.

Dado que las células se estudian en suspensién, es
posible que células de tamafio y morfologia similares al
LINFC sean incluidas en la enumeracién (MAC de pequefio tama-
fio e incluso PMN, poblacién ésta ultima muy incrementada en
los pacientes con NII) o bien que existan otras células que
expresen Ags propios de la serie 1linfoide (monocitos-MAC
pueden expresar CD4 en estado de activacién). Esta puede ser
causas de error en la determinacién de subpoblaciones linfo-

citarias en esta enfermedad.

Los resultados del estudio de expresién de Ags de la
lTinea MOMAC se muestra en la TABLA 25 siguiente y FIGURAS
19 y 20.

No se evidencié diferencia significativa en el porcen-
taje de MAC entre el grupo con NII y el grupo control.

Se observé, con respecto al grupo control, un incremen-
to porcentual de células CD11b+ (59.426.1% vs 26.6%4.8%,
p=0.0008) y de CD11c (46.3%8.2% vs 20.2+4.4%, p=0.01). No se
encontré diferencia en expresiétn de CD14, muy especifico de
la 1inea MoMAC. Tanto CD11b como CD11ic se expresaron en
células, por lo general, de morfologia madura.

Dado que la expresién de CD14 no se vid incrementada,
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TABLA 25

PACIENTES CON NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA
EXPRESION DE ANTIGENOS DE LINEA MONOCITO-MACROFAGO
EN EL FLUIDO DE LBA

Pac MAC AUTOFLU CD11b CDti1c CcD14 HLADR CD171
(%) Porcentaje de células positivas

Grupo 1 (FPI confirmada histologicamente por BPA) n=5

1 74 35 60 35 41 22 29
2 65 65 71 62 82 94 50
3 80 20 30 18 12 70 61
4 65 65 80 95 55 70 78
5 50 ND ND ND ND ND ND

Mt 66.8% 46.2% 60.2+ 52.5% 47.5% 641 54.5%
ES 5.0 11.2 10.8 16.8 14.5 16 10.2

Grupo 2 (FPI sin confirmacién) n=6

6 97 20 64 57 78 95 10
7 17 75 40 23 50 95 38
8 47 45 40 58 37 99 53
9 57 35 78 23 11 82 23
10 70 15 72 46 62 97 85
11 52 ND ND ND- ND ND ND

Mzt 66.6% 38% 58.8t 41.4% 47.6% §93.6% 41.8%
ES 7.6 10.6 7.9 7.8 11.3 2.9 12.9

GRUPO TOTAL n=11
M3 66.7t 41.6% #59.4% ®§46.3r 47.5% 80.4% 47 .41

ES 4.5 7.4 6.1 8.2 8.4 8.21 8.3

CONTROL

Mt 88.1t 66.1+ #26.6: @20.2%¢ 23.7% {i73.6¢ 76.2%
ES 2.3 7.0 4.8 4.4 4.3 4.8 1.6

N ¢ ES, media ¢ error standard.

$ ferenc1a significativa (p=0.0008) entre ¥ céis.CD11b+ en grupo total de NII y control.
] ' (p=0.01) entre ¥ cé1s.CDitc+ en ambos grupos.

i " ’ (p=0.01) entre % céls.HLADR+ en FPI no confirmada y control.
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es posible que el mecanismo de reclutamiento de monocitos
desde sangre periférica al intersticio /alvéolo no sea
fundamental en esta patologia.

La expresién HLADR mostré un incremento significativo

con respecto al grupo control (p=0.01).

E1 estudio de subpoblaciones 1l1infocitarias en estos
pacientes tan s6lo pudo ser realizado con seguridad en 4
pacientes (1 EMTC,1 ESCLER Y 2 pacientes con LES). Los re-

sultados se muestran en 1a TABLA 26.

Los datos fueron muy heterogéneos. E1 Unico paciente
diagnosticado de esclerodermia mostré en el fluido del LBA
linfocitosis (27%) y neutrofilia (22%).Los porcentajes de
células CD3+,CD4+ y CD8+ asi como el indice CD4/CD8 se en-
contraban dentro de los 1imites determinados en el grupo
control. Se encontré, ademds, un alto porcentaje de células

CD25+ (49%).

La paciente diagnosticada de EMTC tenia antecedentes
de exposicién profesional a silice anhidra. E1 LBA evidencié
un predominio de MAC (83%) y discreto aumento de NEUTR (9%).

E1 porcentaje de LINFC fue reducido (8%) y el indice
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TABLA 26

PACIENTES CON NEMONIA INTERSTICIAL ASOCIADA A E.C
ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN LINFOCITOS EN EL FLUIDO DE LBA

Pac. LINFC CD3 __CD4 CD8 CD4/CDP8 CDS7 _CD25  HLADR

(%) Porcentajes de células positivas
ESCLERD n=t1
1 27 66 59 35 -~ 1.68 19 45 7
EMTC n=2
2 8 78 38 31 1.21 4 <1 156
3 21 ND ND ND ND ND ND ND
LES n=5
4 22 62 45 34 1.32 15 <1 <1
5 4 61 41 22 1.88 <1 5 <1
-] 25
7 16 ND ND ND ND ND ND ND
8 11

CD4/CD8 fue 1.21.
E1 estudio de expresién de Ags propios de 1la serie

MOMAC mostré 1los siguientes resultados: CD11b (82%),
CD11c (54%), CD14 (62%), HLADR (95%) y CD71 (85%). Al igual
que los hallazgos descritos en los pacientes con sarcoido-
sis, es posible que en este caso con clara exposicién a
particulas inorganicas, la expansién de la poblacién macro-
fagica y el incremento de expresién tanto de las integrinas
CD11b y CD11c y del Ag especifico de linea MOMAC (CD14) sea
debido a un reclutamiento aumentado de MSP.

En los dos pacientes con LES (4 y 5) el estudio de

subpoblaciones e indice CD4/CD8 no fue distinto del control.
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E1l LBA es una técnica de facil realizacién y ,en
general, exenta de complicaciones que requieran una actitud
terapéutica si la seleccidén de los pacientes es adecuada.

Su realizacién en pacientes inmunocomprometidos con el
objetivo de aislar un patégeno oportunista no requiere exce-
sivo cuidado en conseguir muestras adecuadas para estudio;
sin embargo, en la evaluacién de patologia intersticial es
fundamental 1l1a optimizacién de 1la técnica en todos sus
aspectos, desde 1la obtencién de muestras viables hasta su
procesamiento y estudio. Por este motivo , como paso previo
a la discusién de los haliazgos obtenidos , parece necesario
analizar algunos aspectos de la propia técnica que pueden

determinar la obtencién de muestras adecuadas.

1.~ CONSIDERACIONES METODOLOGICAS GENERALES

La técnica de realizacién no varié sustanciaimente con
la descrita por otros autores salvo en el mecanismo de aspi-
racién del fluido. Como ha sido descrito en la seccibn
MATERIAL Y METODOS, 1la recuperacién se 1inici6é de forma
inmediata tras cada instilacién de suero fisiolégico
mediante conexidén a sistema de vacio con presién suave y no
mediante jeringa.

Con este sistema se obtuvo un aceptable porcentaje de

fluido (50% en el grupo control, 48% en pacientes con pato-
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logfa pulmonar asociada a inmunosupresién por VIH, 56% en
pacientes diagnosticados de sarcoidosis, 54% en pacientes
con neumonitis por hipersensibilidad , 45% en los diagnosti-
cados de neumonfa intersticial idiopdtica y 45% en pacientes

con neumnia intersticial asociada a conectivopatias).

E1 porcentaje de fluido instilado que se recupera es un
importante parametro que, tanto en estudio de poblacién am-
plia de sujetos sanos como en pacientes de patologia inters-
ticial, es determinante del numero total de células
obtenidas (58, 115). E1 porcentaje recuperado tambien se
incrementa a medida que aumenta el volumen total instilado
(115).

En este estudio, uno de 1los factores asociados con
disminucién del porcentaje recuperado fue la intolerancia de
la técnica. Esta asociacién se comprobé sobre todo en
pacientes con patologia pulmonar asociada a infeccién por
VIH. En este grupo los que toleraron peor la técnica fueron
aquellos que tenian un mayor deterioro de su situacién

clinica y gasométrica (valores no mostrados en tablas).

La situacién funcional respiratoria tambien puede
condicionar el porcentaje de fluido recuperado. De todos los
paréametros, el Unico que mostré una correlacién significati-

va, aunque escasa, fue el FEV1 (r=0.44 ,p=0.01).
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2.- APLICACION DE CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRAS

Aunque se advierte una tendencia a homogenizar la
técnica de obtencién y procesamiento de muestras para
estudio, no se ha valorado suficientemente la necesidad de
estandarizar criterios que permitan seleccionar las muestras
adecuadas para estudio.

Rankin y cols (1986) (118) consideraron como muestra
inadecuada l1a que contenia menos de 2 x 108 células en
total. Aplicando este criterio detectan un 5% de muestras no
adecuadas entre 175 estudiadas. No obstante, este criterio
mo es totalmente satisfactorio ya que no contempla aspectos
como morfologia celular y representatividad de la muestra.

Tan s6lo 1los criterios establecidos por Chamberlain y
cols (1987) (117) contemplian no s6lo contenido celular sino
tambien grado de contaminacién con sangre, inflamacién de
via aérea y alteraciones inducidas por el procesamiento.

Basandose en estos criterios estos autores encuentran,
entre 1588 muestras, un 30%¥ de ellas no adecuadas para
estudio.

La utilizacién de estos mismos criterios en nuestros
pacientes 1levé a 1la exclusién del 24% de un total de 93
muestras obtenidas de otros tantos pacientes inicialmente
incluidos en estudio. E1 mayor parte de las muestras exclui-

das procedian de pacientes con patologia pulmonar asociada a
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infeccién por VIH+ y de 1los diagnosticados de neumonia
intersticial asociada a conectivopatias.

Las principales causas fueron: 1) contaminacién con
sangre, 2) aspecto mucopurulento del fluido y 3) acumulos de

moco Yy células inflamatorias en el estudio microscépico.

Los factores que pueden determinar la validez de
muestras para estudio son variados y probablemente dependa
tanto del grado de dificultad en la realizacibén de la
técnica y grado de tolerancia de ésta, como de la patologia

pulmonar subyacente y su repercusién funcional.

La tolerancia de 1l1a técnica por 1los pacientes fue
variable segin 1los distintos grupos de patologia sin clara
asociacién con ningin factor concreto. Probablemente los
factores que l1a determinan no sean muy distintos de los que
determinan la tolerancia de una BF de rutina.

En este estudio ,aunque la situacién funcional previa
no se correlacion6é con el grado de tolerancia en pacientes
con enfermedad pulmonar intersticial difusa, fue 1lamativo
observar que los pacientes diagnosticados de sarcoidosis Yy
neumonitis por hipersensibilidad toleraron mejor el procedi-
miento que el grupo con fibrosis pulmonar idiopdtica vy
asociada a conectivopatias, 1los cuales tenian una funcién

pulmonar menos conservada.
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La intolerancia de 1a técnica por parte de éste GUltimo
grupo de pacientes con fibros{s pulmonar y pacientes con
patologia pulmonar asociada a infeccién por VIH ,se asocié a
obtencién de muestras con diversos grados de contaminacioén
por hematies y celulas epiteliales ciliadas, quizéds por di-
ficultad en 1a realizacién técnica, descolocacién de la pun-

ta del BF y traumatismo local.

La seleccién de muestras parece asi esencial antes de
la realizacién de cualquier otro estudio, no obstante, de-
be tenerse en cuenta que ésta puede inducir un sesgo en la

inclusién de pacientes en grupos de estudio.
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3.~ INFECCION VIH Y REPERCUSION EN LA INMUNOLOGIA PULMONAR

E1l efecto de 1la infeccitn por VIH sobre el sistema
inmune ha sido estudiado ampliamente en sangre periférica
donde se ha descrito una caida progresiva del porcentaje y
namero absoluto de células CD4+, un incremento paralelo de
células CD8+ en estado de activacién y un incremento porcen-
tual y absoluto de células con fenotipo propio de células NK
(natural killer) aunque con funcién citotéxica alterada. Ha
sido descrita tambien una hipergammaglobulinemia policlonal
en relacién con una activacién inespecifica de linfocitos B

(30-34).

Los monocitos de sangre periférica sufren tempranamente
la exposicién al VIH presentando una activacién prematura
con expresién de receptores para IL-2. Es posible que esta
expresién contribuya a la depleccién de los niveles de IL-2
observada en el suero de pacientes VIH+. En estadios poste-
riores se evidencia una alteracién de su funcién como célu-
las presentadoras de Ag al LT, de la quimiotaxis y capacidad
de migracién a los tejidos en respuesta a estimulos proce-
dentes del foco inflamatorio y por tanto de generar una res-

puesta granulomatosa (120-124),

Los pulmones son el objetivo preferente de las infec-
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ciones oportunistas asociadas a inmunosupresién por VIH, las
cuales representan la causa de muerte mas frecuente en estos

pacientes (21-25).

E1 estudio de la celularidad obtenida mediante LBA ha
aportado interesantes datos acerca de la inmunidad local en
el lugar de la inflamacién (26,34).

Los distintos autores coinciden en la observacion de
una alveolitis 1linfocitaria compuesta de células CD8+ con
funcién supresora-citotéxica especifica de Ag (23,24,29,126,
127) . E1 mecanismo para la expansién de esta subpoblacién
es desconocido.

La subpoblacién de células CD4+ cae porcentualmente de
forma progresiva aunque el numero absoluto se conserva hasta

fases avanzadas del sindrome.

Como hecho destacable ha sido descrito un incremento
porcentual y absoluto de células con fenotipo NK pero con
defectuosa actividad citotéxica espontdnea ,aunque el meca-
nismo de esta alteracién funcional es desconocido (29,31).

Ocasionalmente se observa incremento de NEUTR en el
fluido del LBA; este hallazgo, de asociarse a infeccién por

Pn. carinii, puede tener implicaciones pronésticas (128).

Los MAC alveolares son morfolégicamente normales pero
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actuan como reservorio de particulas virales con posibitli-
dad de diseminacién a otras células que expresen receptor
para el VIH (CD4) (32,33).

En relacién con su capacidad funcional como céluila
inmune e inflamatoria, faltan aun por determinar alteracio-

nes que expliquen la tendencia al desarrollo de I0.

E1 objetivo concreto del estudio de este grupo de pa-
cientes fue determinar en el fluido de LBA el perfil ce-
Tular y expresién de Ags de diferenciacién de serie linfoide
y 1linea monocito-macrofagica (MoMAC) en relacién con la
propia infeccién VIH e I0 asociadas.

Se empled para ello un panel de AcMo frente a Ags de
serie linfoide y 1linea MOMAC.

De l1os 21 pacientes que acudieron para estudio de BF
por sospecha de 10, se confirmé ésta en 14. En estos casos
existian, casi en su totalidad, sintomas respiratorios, hi-
poxemia e infiltrados bilaterales difusos con patrén inters-
ticial o alveolo-intersticial bilateral. De los 7 pacientes
restantes, en 1os cuales no se evidencié 10, en 2 tambien
existia hipoxemia e infiltrados de distribucién bilateral
pero en el resto no habfa hipoxemia ni clara expresién
radiografica.

Una alveolitis linfocitaria a expensas de LINFC CD8+ y

CD57+ con expresién variable de Ags propios de estado de
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activacién (sobre todo CD69 y HLA-DR) se observé en el 83%
de los pacientes con IO y en el 28% sin evidencia de IO.

E1 estudio de subpoblaciones Tlinfocitarias e indice
cb4/CD8, aunque mostré diferencias significativas con
respecto al grupo control, no 1las evidenci6é entre los
pacientes con IO y sin I0. Desde el punto de vista clinico,
la alveolitis linfocitaria se correlacioné con la existencia
de infiltrados difusos bilaterales e hipoxemia.

No obstante, el significado de l1a alveolitis linfocita-
ria es incierto. En estudios previos ha sido observada esta
anormalidad tanto en estadios tempranos de la infeccién por
VIH con ausencia de sintomas , con Rx de torax normal y sin
evidencia de IO (126), como en estadios avanzados con desa-
rrollo de SIDA.

En estos estudios, los pacientes con IO presentaron ma-
yor 1linfocitosis que aquellos con otras infecciones. Entre
los pacientes en los cuales no se evidencié 10, los pacien-
tes seropositivos sin enfermedad , aquellos con linfadenopa-
tia generalizada persistente y complejo relacionado con SIDA
mostraron los porcentajes de LINFC mas elevados.

Por otra parte, tambien ha sido mostrado, no s6lo la
existencia de alveolitis linfocitaria en estado de activa-
cién como hallazgo asociado a existencia de IO sino tambien
una mayor liberacién de TNF (tumor necrosis factor) en estos

pacientes, 10 que orienta a la posibilidad de una interac-



-165-~

cién 1in vivo LINFC-MAC en la produccién de esta citoquina
por el MAC. Sin embargo, el estimulo real para su liberacién
es desconocido (efecto directo del virus VIH o respuesta a
IO pulmonar). Su hiperproduccién se implica actualmente en
ta patogenia de 1las complicaciones asociadas al SIDA

(129,130).

Las moléculas de adhesién (integrinas) CD1ib y CDi1c,
implicadas en 1la interaccién célula-célula, unién al frag-
mento C3bi y fagocitosis, entre otras funciones, se expresa-
ron de forma semejante en los pacientes VIH+ con y sin IO,
tanto porcentualmente (porcentaje de células positivas) como
en términos de intensidad de fluorescencia.

La menor intensidad de expresién de CD11b en esta
poblacién con respecto al control puede ser debida , entre
otras razones,a una menor densidad de receptores en super-
ficie celular.

La menor intensidad de expresién de CD14 (muy especifi-
co de la poblacién de monocitos en sangre periférica) puede
considerarse con similar interpretacién. Dadas las anormali-
dades funcionales descritas en el monocito sanguineo, es
posible que este Giltimo dato represente una evidencia de un
trastorno en el proceso de reclutamiento de esta célula al
intersticio pulmonar.

La expresién de Ags de activacion-proliferacién celular
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(HLA-DR y CD71) fue significativamente inferior a la observa-
da en el grupo control, tanto porcentualmente como en

intensidad de expresién . E1 primero es esencial en el

proceso de reconocimiento y presentacién de Ag a 1los

linfocitos T (81-86,88) y el segundo participa en la

incorporacién del Fe a 1la célula y parece esencial en el

metabolismo y crecimiento de 1la célula vy destruccioén

intracelular (89-91).

Dado que ambos Ags son inducibles por otras linfoqui-
nas, es posible que la aparente menor expresién se relacione
con una falta de "acondicionamiento” por factores que modu-
lan su expresion.

Los hallazgos descritos habrian de ser confirmados por
técnicas méds sensibles, como 1la citometria de flujo, que
permitan medir con méds exactitud 1la intensidad real de
fluorescencia, no obstante, con las limitaciones de la téc-
nica empleada, no hemos encontrado diferencias en el
inmunofenotipo celular entre los pacientes que desarrollan
IO y aquellos en 1os que no se evidencia.

En definitiva, el hallazgo de alveolitis linfocitaria
en nuestros pacientes, en fase avanzada de infeccién VIH, ha
sido el unico dato asociado a evidencia de I0. E1 resto de
alteraciones encontradas en la poblacién de MAC alveolares
puede ser un efecto basico de la propia infeccién VIH sobre

esta célula, independientemente de la existencia o no de IO.
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4. SARCOIDOSIS

En esta enfermedad existe una acumulacién de LINFC T
activados con capacidad proliferativa y MAC en los érganos
afectados que origina la formacién del granuloma y con ello
el deterioro funcional (99,108).

E1 pulmén de los pacientes con sarcoidosis ha sido
considerado como un modelo representativo para estudio de
los acontecimientos inmunes e inflamatorios que abocan a la
formacién del granuloma. Tal respuesta inmune parece estar

compartimentalizada a nivel de 6rganos afectos.

Ha sido descrito un incremento considerable de células
T helper en estado de activacién (12,13,35-38,56), mostrada
por expresién de HLA-DR,CD25 (receptor para IL-2) y libera-
cién espontanea de IL-2 (interleuguina que promueve la ex~-
pansién de LT) (132), gamma-interferén (134) y factor qui-
miotdctico de monocitos , IL-1 y TNF que promueven la forma-
cién del granuloma. Debido a 1a expansién de la poblacién
CD4+, el cociente CD4/CD8 estd extremadamente incrementado.

La evaluacién de marcadores de activacién ( cociente
CD4/CD8 o expresién de HLA-DR) puede aportar informacién de
utilidad clinica ya que un incremento en el porcentaje de
células CD4+/HLADR+ se ha observado en 1la " fase de activi-

dad clinica” de la enfermedad en relacién con fases de menor
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actividad y ademds puede ser Util para categorizar a los
pacientes segun tipo de alveolitis. Sin embargo, no se ha
demostrado correlacién entre estos parémetros de inmunofe-

notipo y estado funcional de estas células (134).

Los MAC alveolares juegan un papel central en la pato-
genia de la sarcoidosis. La morfologia y fenotipo inmune de
estas células orientan a un estado de inmadurez ,més propio
del monocito sanguineo que del MAC alveolar. La expresibn
incrementada de Ags propios de linea monocitaria parece ser
debida, en su mayor parte, a un incremento en el recluta-
miento de Mo desde sangre periférica. Los LT deben jugar un

papel primordial en este proceso (74,84,87,92).

Al igual que sucede con el estudio de subpoblaciones
linfocitarias, el de la 1inea MOMAC en esta enfermedad puede
guardar correlacién con determinados indices clinicos que
sugieren actividad (clinica, estudio funcional, extensién
Rx) sin embargo ,no parece que exista correlacién con el
pronéstico ni Qque pueda orientar sobre 1la necesidad de

tratamiento en un paciente individual (87).

Los pacientes incluidos en estudio, estaban clinicamen-
te sintomdticos, con alteraciones en el estudio radiolégico

(en general en estadio II con adenopatias hiliares/mediasti-
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nicas y patrén de predominio 1intersticial) y deterioro

funcional con patrén restrictivo.

A pesar de ser un grupo muy reducido , las alteraciones
observadas en 1la expresién de Ags de serie linfoide fueron
suficientemente significativas para poder ser diferenciadas
de otras patologias intersticiales, tanto de tipo granuloma-
toso (neumonitis por hipersensibilidad) como fibréticas.

La expresidén de Ags propios de estado de activacién fue
muy diferente entre pacientes y en todos los casos fue
superior el porcentaje de células HLA-DR+ que de CD25+ o
CD71+. Estos Ags propios de un estado de reciente activacioén
son expresados de forma transitoria (135), por lo tanto es
posible que los LT hayan sido previamente activados pero han
perdido la expresién de estos marcadores (136).

De cualquier forma el estudio de expresién de estos Ags
de activacién mediante técnica de IF con empleo de un sélo
fluorocromo tiene escaso valor ya que previamente ha sido
demostrada en sujetos normales, mediante empleo de dos
fluorocromos, gran variabilidad y amplio rango de expresién
y coexpresién de estos Ags en la poblacién de linfocitos T
obtenidos mediante LBA (137). La falta de correlacién obser-
vada en estos estudios entre identificacién de estos Ags de
proliferacién y evidencia de ésta, puede hacerse extensiva

a los pacientes con sarcoidosis.
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La expresién incrementada de integrinas (moléculas de
adhesién) y de CD14, junto a la evidencia de alto porcentaje
de células con tamafio similar al monocito inducen a pensar
en un incremento en el ya comentado mecanismo de recluta-
miento de monocitos al pulmébn como explicacién ,al menos
parcial, de la expansién de la poblacién macrofédgica.

No obstante, como se comentard en otro apartado, este
hallazgo tambien ha sido detectado en neumonitis por hiper-
sensibilidad y es posible que con significado similar.

Aparte de 1las moléculas de adhesién CD11b y CD11c, se
ha encontrado recientemente un incremento en la expresién de
LFA-1 (cD11a) y su 1ligando ICAM-1 (molécula de adhesién

intercelular) (138).

E1 estudio de expresién de HLA-DR en los MAC mostré un
discreto incremento porcentual y de intensidad de fluores-
cencia con respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos en los distintos estudios son
discordantes en este sentido, debido quizds a diferencias en
la poblacién estudiada, método de cultivo (81-85), método de
tincién empleado (IF vs Inmunocitoquimica) , criterios de
positividad o diferente especificidad de los AcMo empleados.

Debido a que la expresién de HLA-DR puede decaer a me-
dida que aumenta el tiempo de cultivo, parece que el tiempo

al que se realiza el estudio puede ser decisivo (81,83).
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En un estudio reciente (86) se ha valorado la expresioén
de moléculas de Clase 11 en superficie de MAC alveolares de
pacientes con sarcoidosis comparativamente con 1los de
sujetos normales no fumadores. E1 estudio fue realizado con
IFI y citometria de flujo. Estos autores no encuentran
diferencias en 1la proporcién de MAC que expresan estas
moléculas en superficie, no obstante, si que encuentran un
incremento significativo en la densidad de estas moléculas
en la superficie de MAC de pacientes con sarcoidosis.

Este hallazgo es consistente con el concepto de que
esta expresién es determinante de la habilidad de los MAC
alveolares de pacientes con sarcoidosis de presentar Ag a
LINFC CD4+ estimulados e inducir la proliferacién de éstos
(86,139) ; no obstante, es dudoso que la cuantificacién de
la expresién de HLA-DR sea un parametro uUtil en la monitori-
zaciébn de 1la actividad de la enfermedad por los problemas

metodol6gicos previamente comentados.

En definitiva, en un contexto clinico apropiado, la
identificacién en el fluido de LBA de una linfocitosis
con incremento importante del cociente CD4/CD8 pueden ser
datos altamente indicativos de sarcoidosis y discriminativos

de otros procesos como NH o procesos fibréticos.
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5. NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD

Neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad
pulmonar alérgica de evolucién aguda, subaguda o crénica,
que resulta de una respuesta inmune frente a una ampliia gama
de Ags orgadnicos 1inhalados capaces de producir una reaccién
de hipersensibilidad local mediada por células (140,141).

Su presentacién y evolucién estd matizada por factores
epidemiolégicos como tipo , duracién y frecuencia de exposi-

cién (142).

En 1individuos sensibilizados, tras 1la exposicién al
Ag/Ags causales se observa un incremento en el recuento de
NEUTR y EOSINF en el fluido del LBA responsables del dadfo
alveolar agudo y sintomas iniciales en estos pacientes (143-
147,152).

En los pacientes con enfermedad activa se detecta un
incremento del numero total de células recuperadas, repre-
sentadas fundamentaimente por células T CD8+ que expresan
marcadores de activacién (HLA-DR, CD71, CD25) con la consi-
guiente caida del indice CD4/CD8 (62,100,107). La cantidad
de Ag presente durante la exposicién y frecuencia de sen-
sibilizacién parecen ser determinantes de l1a intensidad de
la alveolitis, 1o que explicaria el diferente grado de 1in-

focitosis en el fluido del LBA.
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Ha sido demostrada una mayor presencia de Ags coexpre-
sados por células NK y células T supresoras /citotédxicas
tanto especificas como 1inespecificas (CD566, CD57) y menor
expresion de Ags mas especificos de estirpe celular NK
(cD16) (100,148).

En fases mas avanzadas, ha sido descrito por varios
autores un descenso en el porcentaje y numero absoluto de
LINFC en aquellos pacientes aun expuestos al Ag (150,151) y
el cociente CD4/CD8 persiste invertido .

La retirada del paciente de la exposicién se sigue de
un incremento progresivo de células CD4+ con incremento del

cociente CD4/CD8 (150).

No s6lo se implica 1la respuesta inmune celular sino
tambien la humoral (incremento de IgG,IgA Yy ocasionalmente
IgM en el fluido del LBA y evidencia de formacién local de

complejos inmunes) (41,153).

E1l estudio inmunohistolégico realizado en fases inicia-
les muestra una infiltracién mononuclear difusa del parén-
quima puimonar por células CD8+ (107,150) que afecta funda-
mentalmente a bronquiolos terminales, intersticio y alvéolo
que precede a la formacién del granuloma y con frecuencia

evoluciona a la fibrosis (140).
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E1 diagnéstico es fundamentalmente inferencial a partir
de antecedentes de exposicién ambiental a alergenos conoci-
dos como potencialmente 1lesivos y unos sfintomas clinicos
sugestivos.

E1 estudio de precipitinas séricas frente a estos Ags
tan sélo refleja exposicién y a menudo carecen de relevancia
clinica (142) aunque generalmente figura entre los criterios
diagnésticos. Ademas, en l1os estudios realizados no se en-
encuentra correlacién entre cambios radiograficos, funcién
respiratoria, hallazgos en el fluido de LBA y niveles de
precipitinas en las distintas fases de 1a enfermedad (151,
1563).

Los cambios histolégicos identificados habitualmente en

muestras de biopsia transbronquial son inespecificos.

Los hallazgos en el fluido del LBA resultan altamente
sensibles como traduccién de una reaccién de hipersensibili-
dad frente a determinados neumoalergenos pero no son sufi-
cientemente especificos para el diagnéstico de 1la enferme-
dad. La razén es que muchos individuos expuestos profesio-
nalmente a estos Ags en estado asintomatico, estan sensi-
bilizados y tienen titulos significativos de precipitinas
séricas y ademds, en el fluido del LBA el estudio de inmuno-
fenotipo de LINFC puede mostrar resultados superponibles al

de los pacientes con NH (62,149,151).
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En nuestros pacientes , los hallazgos mds caracteristi-
cos pueden resumirse en una mayor concentracién celular /ml
(tres veces méds que en el grupo control), una clara alveoli-
tis linfocitaria con predominio de células CD3+,CD8+ y CD57+
y reduccién significativa del 4{ndice CD4/CD8. El1 numero
absoluto de células con expresién de Ags propios de estado

de activacién resultéd elevado , aunque no porcentualmente.

En cuanto a la poblacién macrofdgica, aunque se eviden-
ci6 un descenso porcentual , el n° absoluto estaba conserva-
do. E1 incremento de células CD11b+ y CD14+ puede ser atri-
buido a un incremento en el reclutamiento de monocitos de
sangre periférica como lo observado en la sarcoidosis. El
incremento de células CD11b+ tambien puede ser debido al
incremento porcentual y absoluto de células NK, las cuales
pueden expresar este Ag, sobre todo en estado de activacién
(104). Estas células, al ser estudiadas en suspension,
pueden ser diffciles de diferenciar de otras células no

1infoides.

E1 porcentaje de células HLADR+ y CD71+ no mostré dife-
rencia significativa con respecto al grupo control; no obs-
tante, l1a intensidad de fluorescencia fue mayor, dato que es
compatible con un incremento de la densidad en superficie de

estos Ags.
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En los pocos estudios en los cuales se ha estudiado la
expresion de estas moléculas, l1os resultados parecen indicar
una expresién incrementada (154) aunque otros no han encon-

trado cambios significativos (81).

En definitiva, el estudio de expresién de Ags en el MAC
alveolar en esta enfermedad muestra hallazgos préacticamente
similares a los observados en sarcoidosis y probablemente
esten sujetos a gran variabilidad, dado que en esta enferme-
dad la intensidad de 1la alveolitis estd modulada por el
tipo, frecuencia e intensidad de exposicién.

Los resultados del estudio de expresién de Ags en
LINFC, sin embargo, mostraron una clara diferencia signifi-
cativa comparativamente con el grupo control y otras enfer-

medades como sarcoidosis y fibrosis pulmonar idiopédtica.

Estos hallazgos en 1la celularidad del fluido del LBA,
en un contexto clinico compatible , pueden ser utiles para
diferenciar esta enfermedad de otros procesos intersticiales
y vdlidos en la evaluacién de estos pacientes, aun cuando no
ha sido demostrada claramente su relacién con enfermedad

activa y/o eventual desarrollo de fibrosis.
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6.- NEUMONIA INTERSTICIAL IDIOPATICA / EIBROSIS
PULMONAR IDIOPATICA (FPI)

E1l término “"neumonfia intersticial” habitualmente
es empleado para referirse a un proceso inflamatorio difuso
que ocurre predominantemente a nivel del intersticio pulmo-
nar, incluyendo no s6lo el existente a nivel de septos
interalveolares sino tambien alrededor de via aérea (peri-
bronquiolar) y a nivel perivascular, dependiendo del estadio
y cronicidad de la lesién (12,35,108,155-1567).

E1l estadio final en la evolucién de la neumonia
intersticial es el desarrollo de fibrosis pulmonar irrever-

sible con evidencia de apanalamiento.

Tanto la afectacién aguda del intersticio pulmonar
(dafio alveolar difuso, neumonia intersticial aguda) o
crénica ( neumonia intersticial usual o descamativa, neumo-
nia intersticial secundaria a conectivopatias, neumonitis
por drogas, neumoconiosis, granulomatosis o neumonitis por
aspiracién secundaria a reflujo gastroesofagico) pueden

abocar al desarrollo de estadio final de fibrosis (155,165).

Aunque este hallazgo puede ser sospechado en el estu-
dio radiolégico habitual de torax (1568) y evaluado con mas

seguridad en una tomografia axial computarizada de alta
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resolucién (159), su confirmacién requiere realizacién de
biopsia pulmonar abierta (156,157).

La actividad de la enfermedad viene representada por el
grado de celularidad presente y asi, es aceptado que el
prondéstico y respuesta al tratamiento se relacionan con la
cantidad relativa de células inflamatorias y grado de

fibrosis en el tejido pulmonar (12).

En la préactica rutinaria tan s6élo se realiza un estudio
cualitativo de la extensién relativa y severidad de los cam-
bios patol6gicos de forma no sistematizada, 1o cual dificul-
ta la correlacién de éstos con datos clinicos, fisiopatolé6-
gicos y grado de respuesta al tratamiento.

Tal vez dicha correlacién y estadiaje pueda alcanzarse
mediante aplicacién de sistemas de cuantificacién de lesio-
nes, valorando el tipo, extensién y severidad de los cambios
inflamatorios en pared y espacio alveolar y de los cambios
fibréticos reparativos afectando pared alveolar y via aérea

terminal (44,49,161,162).

La evaluacién de la inflamacién en la FPI ha mostrado
que wusualmente consiste de MAC alveolares y NEUTR con
pequefias cantidades de LINFC y EOSINF (12,13,35,41-44,63,
163,164).

Los NEUTR son las células méds incrementadas en la FPI
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(35,41,42,43) y en otras enfermedades intersticiales no
granulomatosas que evolucionan a fibrosis como esclerodermia
(195,196), silicosis y asbestosis.

La combinacién neutrofilia-eosinofilia aparece en
aproximadamente dos tercios de los pacientes con FPI (42) y
en asbestosis (166-168), pero es rara en enfermedades granu-

lomatosas, en las cuales l1os LINFC son predominantes.

No obstante, el LBA en la FPI puede mostrar datos
discordantes 1incluso en grupos homogéneos de pacientes. Las
razones son varias: heterogeneidad de los distintos procesos
preexistentes que conducen a fibrosis pulmonar (165-167),
falta de homogeneidad de afectacién incluso entre distintos
territorios del pulmén (113), ausencia de clara correlacién
entre contenido celular en el LBA y anormalidades histopato-
16gicas (35,63) e historia previa de tabaquismo y variabi-
lidad en la repercusién funcional (predominio de restriccién
o sumacidén de componente obstructivo por afectacién de via
aérea), que determinan el volumen de fluido recuperado

(109,110-112).

Una minoria de pacientes responden al tratamiento este-
roideo. En el estudio realizado por Watters y cols (1987)
(44) sobre un total de 26 pacientes diagnosticados de FPI se

valoré la correlacidn entre celularidad en el fluido del
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LBA y grado de lesiones histopatolégicas asi como respesta

al tratamiento esteroideo.

La linfocitosis en el fluido del LBA se asocié a mode-
rada/severa inflamacién alveolar septal con relativa ausen-
cia de panalizacién y mejoria clinica significativa tras
tratamiento esteroideo. La neutrofilia y eosinofilia no se
correlacionaron con ningun hallazgo histopatolégico ni con
respuesta favorable al mismo tratamiento. La evidencia de
recuentos altos de eosin6filos se correlacioné con mayor

severidad clinica.

Estos datos coinciden en parte con los sefialados por
Turner-warwick y Haslam (1987) (43) de un total de 90 LBA
realizados a 32 pacientes (26 con FPI y 6 con FP asociada a
conectivopatias). Al tiempo de realizacién del LBA el 97%
tenia incrementado al menos un tipo de célula . En el segui-
miento, 12 mejoraron los indices de severidad clinica y los
recuentos celulares volvieron a 1a normalidad.

Una caida significativa en el porcentaje de NEUTR y
EOSINF se observd en los pacientes respondedores tratados
con corticoides y ciclofosfamida respectivamente. Los
pacientes con linfocitosis manifiesta tambien mostraron
mejoria tanto subjetiva como objetiva, sin embargo, fue rara

entre los pacientes con neutrofilia y eosinofilia.
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Por otra parte, O’Donnell y cols (1987) (176) en 28
pacientes que cumplian criterios diagnésticos de FPI demos-
traron una significativa reduccién del componente neutrofi-
lico de l1a alveolitis en los tratados con ciclofosfamida,
sola o asociada a corticoides, que se asocié a estabiliza-
cién del proceso o mejoria clinica/funcional de la enferme-
dad mientras que en 1os no respondedores, los recuentos
de NEUTR permanecian elevados.

En otro estudio Watters y cols (1986) observaron que el
recuento de NEUTR en el LBA se incrementd después de tres
meses de tratamiento con prednisona en pacientes fumadores
con FPI pero no en los no fumadores, los cuales mostraron
evidente mejoria clinica (177). Es necesario, por 1o tanto,
tener en cuenta la variabilidad de 1los recuentos inducidos

por el hdbito tabaquico.

Es decir, los resultados disponibles evidencian que la
linfocitosis en el fluido del LBA discrimina una poblacién
de pacientes con FPI en los cuales se encuentra inflamacién
alveolar septal y por tanto potencial respuesta al trata-
miento esteroideo (42-44,163,164). Por el contrario, recuen-
tos elevados de NEUTR y sobre todo de EOSINF, son signifi-
cativamente incrementados en los que fallan en la respuesta
a esteroides/ciclofosfamida y l1os que tienen mayor deterioro

previo al tratamiento (43,44,163,164,176).
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Al igual que en otras series, nuestros pacientes mos-—
traron una gran variabilidad en el porcentaje de NEUTR y
LINFC aunque como grupo mostraron diferencias significativas
con el grupo control en cuanto a porcentaje medio de ambas
células. De los 11 pacientes, tan s6l1o en 1 1la distribucién
celular porcentual fue similar al grupo control, en 3 habfa
neutrofilia aislada, en 1 linfocitosis aislada, en 5 incre-
mento simulténeo de LINFC y NEUTR y en 1 neutrofilia y eosi-

nofilia.

E1 grado de neutrofilia fue suficientemente alto para
ser diferenciado del encontrado en pacientes del grupo con-
trol integrado en parte por pacientes fumadores.

E1l grado de 1linfocitosis, aun siendo muy variable ,
mostré diferencia significativa con el grupo control. El
menor grado se observé en l1os tres pacientes fumadores.

Este ultimo dato , aun observédndose en un reducido
grdpo de pacientes, va de acuerdo con lo referido por otros
autores en pacientes fumadores con obstruccién crénica al
flujo aéreo (179) y en FPI (43,44). En estos estudios se
valora 1la importancia del antecedente de tabaquismo en la
evaluacién del valor pronéstico de l1os recuentos de NEUTR y

LINFC en el fluido del LBA (43,44,177).

E1 estudio de subpoblaciones 1linfocitarias en este
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proceso es mas complejo que en el caso de la sarcoidosis o
NH debido al menor porcentaje de LINFC, 10 que obliga a rea-
lizar en muchos casos procedimientos de adherencia y enri-

quecimiento de estas células.

En nuestros casos, los resultados no mostraron diferen-
éias significativas con respecto al grupo control. E1 pro-
blema sefialado antes se puso de manifiesto por la discordan-
cia en los resultados de la suma de porcentaje de células
CD4+ y CD8+ que, por 1o general, superaron el de CD3+.

Este hallazgo ha sido descrito por distintos autores
(170,171) y puede ser atribuido a una inexactitud en el
método de enumeracién ,bien por existencia de otras células
que pueden expresar estos marcadores o por incluir en el
computo células no linfoides con similar morfologia o tamafio
cuando son estudiadas en suspensién.

En el estudio realizado por Paradis y cols (1986) (171)
se evidencié una gran variabilidad en el valor del cociente
CD4/CD8 aunque 1la tendencia fue a mostrar un valor similar

al descrito en el grupo control de individuos sanos.

Kradin y cols ( 1986 ) (175), estudiaron muestras de
biopsia pulmonar de 13 pacientes con FPI y encontraron que
los linfocitos T constituyen 1a mayoria de células que

infiltran la regién alveolar septal con un predominio de
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células CD8+ en estado de activacién, mientras que 1os NEUTR

se encontraron en gran numero en la via aérea terminal.

Se ha valorado tambien la utilidad del estudio de sub-
poblaciones linfocitarias para diferenciar 1la FPI de 1la
FP asociada a EC (169) y se ha encontrado un incremento en
el indice CD4/CD8 en FPI y una disminucién en FP asociada a
EC por expansién de la subpoblaciédn supresora-citotédxica. No
obstante, la utilidad de estos estudios es relativa por ser
infrecuente y de baja intensidad el incremento de LINFC en

estas enfermedades.

Los NEUTR dafian el parénquima pulmonar mediante 1libera-
cién de radicales oxigeno, proteasas y enzimas lisosomales y
contribuyen al inicio y desarrollo de 1l1a fibrosis pulmonar
(12,108,165,178).

Los MAC alveolares son tambien responsables de 1la
degradacién de 1los componentes de la matriz intersticial en
esta enfermedad al 1liberar gran cantidad de mediadores y
modular estrechamente el grado de reclutamiento de NEUTR al
pulmén y su actividad (178,179) y el depésito de fibroblas-

tos en el lugar de lesidén (181).

En 1los casos estudiados, 1a expresion HLA-DR no se

modificé sustancialmente con respecto al grupo control, dato
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ya descrito por otros autores (82) aunque no evidenciado
por otros (81).

Como grupo total, los pacientes con FPI mostraron mayor
porcentaje de células CD11b y CD11c (moléculas de adhesién)
aunque no de CD14 (Ag muy especifico de poblacién monocita-
ria de sangre periférica) lo cual puede indicar que el grado
de reclutamiento monocitario puede ser bajo.

Estos resultados son similares a los obtenidos en otros
estudios en pacientes con FPI en los cuales se ha eviden-
ciado un inmunofenotipo propio de MAC tisular maduro (172-

174).

En el estudio morfolégico de las muestras tras tincién
se ha podido observar que, en general, el aspecto es més
propio de MAC maduro y con frecuencia multinucleado, a di-
ferencia del aspecto observado en otros procesos como sar-
coidosis o neumonitis por hipersensibilidad, procesos en los
que ha sido mostrado un incremento en el reclutamiento de
monocitos desde sangre periferica con aumento de células de
morfologfa y tamafio similares a éstos.

Este hallazgo es compatible con estudios previos en los
cuales se ha demostrado un incremento en el grado de repli-
cacién celular "in situ” en patologia inflamatoria crénica
(hdabito tabaquico, sarcoidosis , FPI) (73) y en pacientes

expuestos profesionalmente a asbestos (73,190). En este uUl-
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timo estudio tambien se observé un incremento en la expre-
sién de Ags mas propios de estadio precoz de maduracién de
la 1linea MOMAC, 1o que 1implica que ambos mecanismos pueden

contribuir a la expansidn de la poblacién macrofagica.

Hasta la actualidad ningun paréametro, salvo el tipo de
celularidad predominante, se ha correlacionado con indices
de actividad clinica , deterioro funcional o respuesta al
tratamiento (42-44). No obstante, fuera de un contexto cli-
nico compatible con sarcoidosis, NH o FP asociada a EC, los
recuentos celulares pueden ser una guia en la orientacién
diagnéstica de un proceso fibrosante intersiticial (FPI, FP
asociada a inhalacién de particulas inorgédnicas) (166, 167,
180) u organizativo intraluminal (bronquiolitis obliterante
con neumonia .parcheada) (165, 182-189), bien como estudio
complementario en un primer acercamiento al diagnéstico o

como informacién suplementaria a la obtenida de l1a BPA.

En l1a actualidad, como ha sido referido previamente, se
valora ya su utilidad como indicador pronéstico y en la mo-
nitorizacién de los cambios asociados con respuesta terapéu-
tica.

No obstante, deben tenerse en cuenta las limitaciones
dg esta técnica ya que aunque el LBA parece reflejar 1los

acontecimientos celulares en el espacio aéreo (63),en deter-
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minados pacientes puede no ser capaz de arrastrar muestras
de células a nivel intersticial donde hay predominancia de
LT (171,175), células plasmaticas, mast cells (191,192) y
MAC distintos fenotipicamente (172-174). Quizds sea ésta una
de las razones mads 1importantes de 1la gran variabilidad
interindividual observada en el fluido de LBA en esta enfer-

medad y de su limitacién en el diagnéstico o pronéstico en

un paciente concreto (45).
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7.—- PARTICIPACION PULMONAR EN EL CONTEXTO DE
ENFERMEDADES DEL TEJIDO CONECTIVO

Una gran variedad de anormalidades pueden observarse en
el pulmén en los pacientes con conectivopatias (193,194). La
frecuencia con la que se demuestra implicacién del pulmén en
cada uno de estos trastornos varia considerablemente segun
criterios clinicos, radiolégicos, funcionales o patolégicos
utilizados en el diagnéstico.

Los sintomas clinicos y alteraciones radiograficas pue-
den evidenciarse tardiamente en l1a enfermedad y estar ausen-
tes en algunos pacientes en 1los cuales hay evidencia de
anormalidades en 1a biopsia pulmonar (158).

Es aceptado que la alveolitis media el trastorno de las
estructuras alveolares en las fases iniciales de la enferme-
dad intersticial y aparece previamente al desarrollo de

fibrosis (12,35,36,42).

En pacientes diagnosticados de enfermedad vascular del
coldgeno en estado asintomatico y sin manifestaciones radio-
gréaficas, Wallaert y cols (1986) (195) detectaron alveolitis
inflamatoria en 29 de 61 pacientes estudiados (48%). Una al-
veolitis Tlinfocitaria (porc. LINFC 218%) fue evidenciada
sobre todo en los pacientes con sindrome de Sjdgren y LES.

Los pacientes con esclerosis sistémica progresiva,
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dermatopolimiositis, enfermedad mixta del tejido conectivo y
artritis reumatoide mostraron un incremento de NEUTR (>4%)
con o sin incremento porcentual de LINFC en el fluido del
LBA.

En el seguimiento funcional, 11 de 32 pacientes con LBA
normal y 10 con alveolitis linfocitaria no se deterioraron,
sin embargo, la presencia de NEUTR se asocidé con deterioro
funcional progresivo en 6 de 7 pacientes no tratados, mien-
tras que en 4 tratados permanecieron estables.

No obstante, la evaluacién secuencial de los hallazgos
del LBA en 12 pacientes mostré que la alveolitis puede ser
ciclica, con 10 cual el papel del LBA en estos pacientes

como 1indice con valor predictivo del dafo pulmonar es muy

cuestionable (201).

Cuando 1la EC se asocia a enfermedad pulmonar intersti-
cial con repercusién clinica, radiolégica y funcioﬁa] , la
presencia de linfocitosis en el fluido del LBA ha sido
asociado con buen pronéstico (42,43,44,163).

Aunque la existencia de alveolitis neutrofilica requie-
re una interpretacién mas cuidadosa (efecto concomitante de
tabaquismo y/o infeccién bacteriana), este tipo de alveoli-
tis es frecuentemente encontrado en muchos pacientes con
enfermedad pulmonar intersticial asociada a trastornos como

esclerodermia con importante repercusién funcional (196-199)
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y en pacientes con alveolitis subclinica y enfermedad extra-
pulmonar importante que requieren tratamiento esteroideo
(195),10 que sugiere 1la posibilidad de una correlacién en
estos pacientes entre anormalidad en el fluido del LBA y

severidad de la afectacién extrapulmonar.

No estéd aun suficientemente aclarada la responsabilidad
de un determinado tipo celular en el deterioro funcional
posterior que experimentan estos pacientes.

Asi, en 32 pacientes con EC sin criterios de enfermedad
pulmonar intersticial Wallaert y cols (1987) estudiaron la
situacién funcional de los MAC alveolares obtenidos mediante
LBA comparativamente con 1los obtenidos de 10 con EC y
evidencia de enfermedad pulmonar intersticial. En la préacti-
ca totalidad de ambos grupos se encontré alguno de los cri-
terios que definen un estado de activacién funcional: libe-
racién de factor quimiotéactico de NEUTR, secrecién de fibro-
nectina y aumento en 1la 1liberacién espontdanea de anién

superéxido (200).

Los 8 pacientes 1incluidos en nuestro estudio estaban
sintomdticos. En la Rx de torax existia patrén intersticial
o alveolointersticial y el estudio de funcién respiratoria
evidencié claro patrén restrictivo.

Previamente a 1a realizacién del LBA la préctica tota-
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lidad de ellos habia iniciado tratamiento empfirico antiin-

flamatorio/inmunosupresor.

Las anormalidades mds claras en el fluido del LBA
fueron Jlas evidenciadas en el Unico paciente diagnosticado
de esclerodermia. Este paciente era trabajador en 1la
construccién y referia adiccién a drogas por via inhalada.

E1 cuadro clinico fue un rédpido y progresivo deterioro
de 1la funcién respiratoria con claros sighos de insuficien-
cia cardiaca derecha secundaria a hipertensién pulmonar. La
biopsia pulmonar puso en evidencia una bronquiolitis oblite-
rante con neumonia organizativa y depdsito de microcristales
no tipificados en mucosa de via aérea , posiblemente en
relacién con la inhalacién de droga en papel de aluminio o
bien con la exposicién profesional. La exploracién clinica,
biopsia de piel y estudio serolégico fueron criterios diag-

nésticos de esclerodermia.

En el fluido del LBA se observé una alta concentracién
celular con marcada neutrofilia (27%) y linfocitosis (22%).

Este patrén ha sido descrito previamente como distinti-
vo de bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa vy
utilizable para diferenciar este proceso de la FPI y granu-

lomatosis (182,183).
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E1 estudio de subpoblaciones linfocitarias mostré un
indice CD4/CD8 dentro de l1a normalidad, nho obstante la suma
CD4+CD8 superé ampliamente 1la cantidad de 1linfocitos T

totales que atribuimos a 1la expansién de la poblacién CD57+.

Aunque los sintomas respiratorios son infrecentes en la
esclerodermia, los estudios de necropsia muestran anormali-
dades hasta en el 70 ¥ de los casos estudiados (206). E]
hallazgo més frecuente consiste en una fibrosis intersticial
y sobre todo anormalidades en 1la vascularizacién pulmonar
con hiperplasia de 1l1a 1intima y media, responsables de los
trastornos en la difusidén, insuficiencia respiratoria severa
e hipertensién pulmonar (207-210).

Por otra parte, tanto el dafo alveolar difuso como la
bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa han sido
descritos entre las lesiones histopatolégicas asociadas a la

adiccién a drogas por via inhalada (203-205).

La afectacién pulmonar en 1la enfermedad mixta del
tejido conectivo (EMTC) corresponde a 1la observada en el
LES, esclerodermia y dermato-polimiositis. Puede presentarse
como neumopatia intersticial e hipertensién pulmonar severa
con pobre respuesta al tratamiento con esteroides/ciclofos-
famida (211-213).

E1 LBA en esta enfermedad ha sido estudiado en pequefias
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series en las cuales se ha encontrado un predominio de
NEUTR (169,195).

Una de las dos pacientes diagnosticadas de EMTC tenia
como antecedente la exposicién profesional a silice anhidra
(componente utilizado como abrasivo en la fabricacién de
detergentes). El1 motivo de estudio fue 1la aparicién de
disnea progresiva, infiltrados pulmonares intersticiales
difusos, insuficiencia respiratoria parcial y anemia de
procesos crénicos. E1 estudio serolégico en ambas evidencié
titulos altos de autoanticuerpos contra nRNP, muy especifi-
cos de EMTC.

E1 estudio del fluido del LBA mostré un incremento dis-
creto de NEUTR (9%) de forma aislada en una de ellas y en la

otra incremento de NEUTR (9%) y LINFC (21%).

E1 Tupus eritematoso sistémico (LES) es una de Jlas
conectivopatias que mds repercusidén tiene sobre la pleura y
el parénguima pulmonar. Las 1lesiones pleurales son comunes
hasta en el 50-75% en cualquier estadio de 1la enfermedad
(193).

Las lesiones parenquimatosas son tambien comunes . Una
neumonfa intersticial crénica ocurre frecuentemente acompa-
fada de algun grado de fibrosis, aunque la fibrosis extensa
con apanalamiento es infrecuente (214-217) y el predominio

de células (generalmente 1infocitos y células plasmaticas )
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suele ser mds evidente que en otras formas de neumonia
intersticial (215).

Ha sido descrita en esta enfermedad una alveolitis
linfocitaria subclinica en 3 de 11 pacientes con estudio
radiolégico y funcional normales (195).

En nuestro grupo de pacientes , todos estaban clinica-
mente sintomaticos con disnea, fiebre, hipoxemia e infiltra-
dos pulmonares difusos.

Del total de 7, fueron excluidas las muestras de 2
pacientes por ser imadecuadas para estudio (aspecto macros-
coépico serohemoragico intenso o herrumbroso). El estudio ci-
topatolégico de las muestras mostré la existencia de alto
porcentaje de MAC cargados con hemosiderina y el cuadro fue
tipificado como neumonitis lupica aguda.

Estos hallazgos traducen la existencia de un dafo al-
veolar difuso caracterizado por edema intersticial, exuda-
cién intraalveolar , formacién de membranas hialinas y di-
versos grados de hemorragia intraalveolar producida por in-
flamacién capilar necrotizante aguda (215-219). La necesi-
dad de documentacién de esta manifestacién dramatica del LES
puede ser una de las indicaciones mas Justificadas para
realizacién del LBA en estos pacientes.

En el resto ( 5 pacientes), se observé incremento sig-
nificativo en el porcentaje de LINFC sin incremento de NEUTR

en tres de ellos y una distribucién celular normal en dos.
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Salvo wuna paciente que falleci6é al poco tiempo de
realizacion del LBA por infeccién tuberculosa concomitante,
el resto mostré una buena respuesta al tratamiento esteroi-

deo/inmunosupresor, tanto clinica como funcionalmente.

En definitiva, el estudio de distribucién celular en el
fluido del LBA en pacientes con enfermedad pulmonar inters-
ticial asociada a colagenosis muestra gran variabilidad en-
tre los distintos pacientes y probablemente esté determinada
por el tipo de conectivopatia, tiempo de evolucién de la
enfermedad intersticial e implantacién de tratamiento previo
al estudio.

La linfocitosis observada entre los pacientes con LES
fue uno de los hallazgos mas constantes que en general se
asocié a mejoria clinica y de su funcién respiratoria.

En nuestro medio, el papel del LBA en estos pacientes
puede reducirse al diagnéstico de I0 asociadas y ser una
herramienta uUtil en el diagnéstico de hemorragia alveolar
difusa.

En los pacientes con conectivopatias sin datos de
participacién del intersticio pulmonar, es dificil definir
el papel del LBA en el seguimiento, evaluacién del pronésti-

co y necesidad de tratamiento en cada caso.
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8.- SINDROME DE HEMORRAGIA ALVEOLAR DIFUSA (SHAD)

Las causas de SDAD son muy diversas (202,220-226,229-
231)). El1 diagné6stico en nuestros pacientes se establecid en
base a 1los criterios de hemoptisis, anemia, infiltrados
pulmonares difusos e insuficiencia respiratoria progresiva
en un contexto clinico concreto. No obstante, existen otros
casos en los cuales existe hemorragia alveolar difusa sin
clara apariencia clinica como ocurre en el edema pulmonar Yy
neumonias (21, 235).

E1 LBA mostré en un tercio de 1los casos un aspecto
hemorréagico 0 herrumbroso mds intenso en las UuUltimas
alfiquotas recuperadas, como ha sido descrito por otros
autores (232). En el resto el aspecto fue traslucido.

En todos los pacientes se identificaron numerosos MAC
cargados con hemosiderina, aunque no se realizé ningun tipo

de cuantificacién.

Efte pigmento requiere al menos dos dias para ser for-
mado y de dos a cuatro semanas para ser eliminado del pulmén
,aunque en los sangrados crénicos la permanencia en el pul-
mén puede ser mayor (228).

Los criterios diagnésticos no estan estandarizados.
Algunos autores simplemente realizan un contaje por-

centual de MAC con pigmento (233) y otros emplean un findice
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colorimétrico segun escala 0-4 de 1intensidad de tincién
(226,234).

E1 empleo de esta tincidén en muestras de LBA consecuti-
vas ha permitido evidenciar pequefios porcentajes de estas
células y su frecuencia e intensidad de tincién se ha corre-
lacionado con tabaquismo y con la presencia de otras parti-
culas en el citoplasma (227).

Segin estos hallazgos, parece necesaria la observacioén

de una intensidad de tincién importante para asegurar el

diagnéstico de SHAD.



RESUMEN
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Se han valorado los hallazgos citolégicos e inmunolégi-
cos en muestras de fluido de LBA obtenido de pacientes con
neumopatias intersticiales difusas de distintos origenes en
las que se descarté un origen neoplasico.

Las muestras fueron obtenidas y estudiadas segun un

protocolo previamente establecido.

La tolerancia de la técnica fue variable segin Jlos
distintos grupos de estudio , oscilando entre el 63% en el
grupo de pacientes con enfermedad pulmonar intersticial
difusa y el 81% en el grupo control. Es dificil determinar
los factores que 1a condicionan debido a la heterogeneidad

de los distintos grupos.

E1 porcentaje de fluido instilado que se recupera es
aceptado como uno de los pardmetros que mejor define el re-
sultado global de la técnica. En este estudio, los factores
determinantes han sido el grado de tolerancia de la técnica

y el deterioro de la situacién funcional previa.

La seleccién de muestras para estudio segun criterios
establecidos 1levé a la exclusién de un porcentaje importan-
te de muestras, mas elevado en 1os grupos de pacientes con
patologia pulmonar asociada a infeccién VIH y enfermedad

pulmonar asociada a colagenosis (36% y 33% respectivamente).
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Los factores que influyen en la calidad de las muestras
obtenidas son tambien variados. En este estudio , tan sélo
se ha encontrado asociacién significativa con el grado de
tolerancia, no obstante, se ha observado que otros factores
como tipo de neumopatia, dificultad en la realizacién técni-
ca, o la succién mantenida en via aérea pueden determinar o

influir en 1la obtencién de muestras inadecuadas para

estudio.

Los datos de celularidad total y concentracién celular
son esenciales en cada paciente para realizar el estudio
inmunolégico, sin embargo, carece de utilidad en 1a valora-
cién individual diagnéstica debido a 1a gran variabilidad
interindividual (sobre todo el niumero total de células).

" La distribucién porcentual de cada tipo celular (media
y limites superiores e inferiores ) observada en el grupo
control fue similar a la referida por los distintos autores
y por 1o tanto utilizable como patrén de referencia para

valoracién de hallazgos en las distintas neumopatias.

La alveolitis linfocitaria fue un hallazgo comin entre
pacientes con sarcoidosis y neumonitis por hipersensibili-
dad. Se evidencié tambien en el 66% de los pacientes con
infeccién por VIH , en el 45% de 1los casos con neumonia

intersticial idiopatica y en mads de 1a mitad de los diagnos-
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ticados de conectivopatias (sobre todo LES).
En los pacientes VIH+ incluidos en estudio, la alveoli-
tis linfocitaria se asocié a evidencia de infeccién oportu-

nista.

Una alveolitis neutrofilica fue encontrada en algunos
pacientes con patologia pulmonar asociada a infeccién por
VIH y sobre todo entre los pacientes con neumonia intersti-
cial idiopdtica y asociada a conectivopatias (esclerodermia

y enfermedad mixta del tejido conectivo).

E1 examen de inmunofenotipo en LINFC del fluido de LBA
en el grupo control fue muy dificultoso por 1la escasez de
estas células . E1 estudio de subpoblaciones linfocitarias e
indice CD4/CD8 en el resto de procesos mostré6 datos que per-
miten establecer diferencias entre patologfas y por tanto
estrechar las posibilidades diagnésticas que ofrece el sim-

pie recuento celular porcentual.

En pacientes VIH+ se observé expansién de la poblacién
CD8+ CD57+ e inversién del cociente CD4/CD8, aunque sin
claras diferencias significativas en porcentaje y numero
absoluto de estas células entre los pacientes en 1os que se
aislé y los que no se ais1é germen oportunista.

Es dificil determinar el significado de estos hallazgos
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en la poblacion estudiada, en estadio avanzado de inmunosu-
presién, y de discernir si se trata de una respuesta asocia-
da con evidencia de infeccién oportunista o un efecto de 1la

propia infeccién VIH.

En pacientes con sarcoidosis se evidencié expansién de
poblacién CD4+ e incremento del indice CD4/CD8 y en los
diaghosticados de neumonitis por hipersensibilidad expansién
de poblacién CD8+ CD57+ con inversién del cociente CD4/CD8.

Estos hallazgos amplian 1la posibilidad de discrimina-
cién de ambas granulomatosis mas all4d de la simple identifi-

cacién de una alveolitis linfocitaria.

En los pacientes con neumonfa intersticial idiopatica
(FPI) el reducido porcentaje de LINFC dificulté el estudio
de subpoblaciones. En l1os pacientes en los que se determiné
con seguridad no mostr6 diferencias significativas con el

grupo control.

En general, el empleo de técnica de IFI con utiliza-
cién de un unico fluorocromo (fluoresceina) y estudio me-
diante microscopio de fluorescencia, ha resultado Gtil para
estudio de subpoblaciones linfocitarias en el fluido de LBA.

Las dificultades y errores inducidos en determinados

pacientes se mostraron por una "linfosuma" inadecuada. Los
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motivos han podido ser: 1) coexpresién de CD8/CD57 por
distintas subpoblaciones de la serie linfoide y de CD4 por
LINFC y MAC en estado de activaciébn, 2) inclusién en el
computo de LINFC de otras células con tamafio y morfologia

similar al LINFC (pequefios MAC y NEUTR) al ser estudiados en

suspension.

El1 estudio de la poblacién macrofdgica en los distintos
grupos de pacientes evidencié gran heterogeneidad morfolégi-
ca y posiblemente funcional como se pone de manifiesto con
el estudio de expresién de Ags en superficie.

Comparativamente con el grupo control se aprecié en
pacientes VIH+, indistintamente de 1la existencia o no de
infeccién oportunista, una menor intensidad de expresién de
Ags CD11b,CD11c (moléculas de adhesién multifuncionales) y
de CD14 (Ag muy especifico de monocitos de sangre periféri-
ca), asi como de CD71 (receptor para transferrina) y HLADR
(molécula de Clase II implicada en 1la presentacién de Ag a
LINFC por parte del MAC).

Estos hallazgos parecen reflejar el efecto multiple
de la infeccién VIH sobre la expresién de Ags relacionados
con diversas funciones del MAC alveolar (adhesién , fagoci-
tosis, interaccién célula a célula, proliferacién celular y
presentacién de Ag). No obstante, deberian ser confirmados

mediante estudios de funcidén especificos.
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En granulomatosis (sarcoidosis y neumonitis por hiper-
sensibilidad) se ha observado un mismo patrén de incremento
en expresién de CDi1b, CD11c y CD14 coincidiendo con la
obgérvacién de un aumento de MAC pequefios similares al mono-
cito sanguineo. La expresién de HLADR y CD71 tambien se ob-
servé incrementada con respecto al grupo control.

En los pacientes con fibrosis puilmonar el estudio de la
poblacién macré6fédgica mostré un incremento en la expresioéon
de CD11b y CD11c (no de CD14), junto a la observacién de MAC

con aspecto maduro y frecuentemente multinucleados.

E1 incremento de expresién de estos Ags con respecto al
grupo control, puede ser indicativo de recambio celular ace-
lerado con incremento en la afluencia de monocitos al pulmén
;granu1omatosis) o maduracién /proliferacidén 1local (proceso
fibrético).

E1 estudio de expresién de Ags propios de la linea mo-
nocito macrofdgica, con los AcMo utilizados, no establece
claras diferencias en expresién de Ags entre las distintas
patologias estudiadas que sean de utilidad diagnéstica.

No obstante, dado que el MAC alveolar sigue siendo el
tipo de célula mds predominante y mas implicada en 1los di-
versos trastornos, parece necesario realizar mds estudios
para comparar los distintos procesos 1intersticiales y valo-

rar la expresién de otros Ags diferentes.
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1.- E1 grado de tolerancia de l1a técnica de LBA y el por-
centaje de fluido instilado que se recupera son dos paré-
metros Utiles en la evaluacidén inmediata del resultado

global del procedimiento.

2.- Es previsible una reduccién del porcentaje de fluido
recuperado en los pacientes con neumopatia con importante
repercusién funcional y en 1os que muestran mala toleran-

cia de la técnica.

3.- Los criterios de seleccién de muestras aplicados han
resultado utiles para homogenizar 1a calidad de las
muestras incluidas en estudio como adecuadas y determi-

nar la exclusién de las no adecuadas.

4.- La alveolitis 1linfocitaria, como hallazgo citolégico
aislado, ha resultado un dato constante en los pacientes
con patologia granulomatosa (sarcoidosis, neumonitis por
hipersensibilidad). La alveolitis neutrofilica ha sido
evidenciada sobre todo entre los pacientes con neumonia

intersticial idiopatica y la asociada a conectivopatia.
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5.- La repercusién de 1la infeccién VIH sobre el sistema in-
mune pulmonar se ha mostrado en nuestros pacientes por
una alveolitis 1linfocitaria asociada a evidencia de
infeccién oportunista, un disbalance de subpoblaciones
linfocitarias con incremento de células CD8+ CD57+ e

inversién del cociente CD4+/CD8+.

6.- E1 estudio de subpoblaciones linfocitarias en el fluido
del LBA amplfia 1la posibilidad de discriminacién entre
sarcoidosis (incremento de células CD4+ y por tanto del
cociente CD4/CD8) y neumonitis por hipersensibilidad
(expansién de 1la poblacién CD8+ CD57+ e inversién del
cociente CD4/CD8) mas all4d de la simple identificacién de

un patrén de alveolitis linfocitaria.

7.- E1 estudio de subpoblaciones linfocitarias en pacientes
con neumonia intersticial idiopatica ha mostrado resulta-
tados muy dispares y con dificil interpretacién, 1o cual
puede ser un reflejo de la dificultad de su realizacién y
sobre todo, de 1a falta de homogeneidad de esta poblacién
de pacientes en cuanto a origen del proceso fibrético,

estadio evolutivo y repercusién funcional.

8.- E1 estudio de 1a poblacién macrofdgica en los pacientes

con infeccién VIH+ incluidos ha puesto de manifiesto un
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efecto multiple de ésta sobre diversas funciones del MAC
alveolar a juzgar por una menor intensidad de expresién
de Ags implicados en funciones como adhesién, fagocito-
sis, interaccién célula a célula, proliferacién celular y
presentacién antigénica, sin diferencia entre los pacien-
tes en los‘que se evidencia infeccién oportunista y los

que no se demuestra ésta.

9.- En el resto de patologia 1intersticial estudiada (sar-
coidosis, neumonitis por hipersensibilidad, neumonia in-
tersticial idiopatica) el estudio de expresién de Ags
propios de 1linea monocito-macrofdgica mediante los AcMo
utilizados ha mostrado una gran similitud entre las dis-
tintas patologfas (sobre todo entre sarcoidosis y neumo-
nitis por hipersensibilidad) y por 1o tanto ha resultado
de menor utilidad en la discriminacién entre éstas que
los datos derivados del estudio de subpoblaciones 1info-

citarias.
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