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INTRODUCCION

La técnica de lavado broncoalveolar (LBA), descrita inicialmente por Reynolds y Newball en 1974, fue
concebida como procedimiento para analizar las células inmunes e inflamatorias del tracto respiratorio inferior tanto

del pulmén®

normal como de varios tipos de patologia intersticial.

Desde su descripcién, su aplicabilidad ha ido aumentando progresivamente como técnica esencial en el
aislamiento de patégenos oportunistas en pacientes inmunocomprometidos®. Ademas, en los ltimos afios se tiende
a incluir esta técnica entre las tradicionales en el diagnéstico y valoracion de la patologia intersticial difusa®.

La buena correlacion entre el tipo de células inmunes e inflamatorias obtenidas mediante el LBA y las
observadas en muestras de biopsia pulmonar abierta, la buena tolerancia del procedimiento y la relativa ausencia de
complicaciones importantes son factores que han contribuido a la expansién de su utilizacion.

A pesar de ello, la utilidad de esta técnica sigue siendo controvertida. Es asumido el valor diagndstico de los
hallazgos obtenidos en procesos como neumonia eosindfila crénica, histiocitosis X, proteinosis alveolar, neoplasias o
sindrome de hemorragia alveolar difusa. En el resto de patologia intersticial, puede aportar una informacion
complementaria a los datos obtenidos por otras técnicas que permita estrechar las posibilidades diagnosticas u
orientar en la solicitud de otros estudios complementarios(ﬁ). En estos ultimos procesos, la rentabilidad diagnostica es
muy variable segun la patologia estudiada. Asi, su sensibilidad y especificidad es alta en patologia granulomatosa
(sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad y tuberculosis) y menor en patologia fibrética (de origen idiopatico o la
asociada a conectivopatias).

El valor de esta técnica para predecir pronéstico o respuesta al tratamiento esta aln por determinar.

TECNICA DE REALIZACION

La indicacién de realizaciéon del LBA en pacientes inmunodeprimidos para aislamiento de patdgenos
oportunistas esta firmemente establecida. En estas circunstancias tan s6lo es necesario realizar la técnica de
acuerdo con un protocolo previamente establecido y el procesamiento adecuado de las muestras desde su obtencién
hasta su estudio en el laboratorié.

En pacientes no inmunodeprimidos la decision de efectuar un LBA para el estudio de la patologia intersticial
difusa, debe ser apoyada por una sospecha clinica razonable, unos datos radioldgicos y un estudio funcional
completo. Es fundamental para la interpretacion de los hallazgos obtenidos, la historia acumulada de tabaquismo, el
tipo de exposicion laboral o ambiental y los tratamientos previos realizados.

En los pacientes que han presentado agudizacion de sus sintomas por infecciéon bronquial intercurrente se
debe diferir la realizacion de esta técnica ya que la inflamacion de via aérea puede alterar los recuentos celulares en
la muestra alveolar.

La realizacion del LBA es sencilla y alarga unos pocos minutos la duracion de la broncofibroscopia (BF). Si se

precisa la toma de biopsias, éstas deben ser realizadas después del LBA.
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La técnica no esta definitivamente estandarizada lo cual dificulta la comparacion de resultados entre los
distintos autores. En esencia, consiste en la instilacién a través del broncofibroscopio de un volumen determinado de
suero fisiolégico (en general entre 120 y 200 ml) a nivel de un segmento o subsegmento pulmonar (si es posible,
debe utilizarse el I6bulo medio o lingula por ser segmentos declives en posicién de decubito). Parece razonable optar
por segmentos con mayor afectacién segun el estudio radiolégico simple o el de TAC toracico. El liquido para el
lavado se instila en alicuotas de 20 a 50 ml con una jeringa. Cada instilacion se sigue inmediatamente de una
aspiracion manual mediante la propia jeringa o bién con aspiracion mecéanica suave (con una presion de 5 cm. de
agua), modificable en cada enfermo para conseguir la maxima cantidad de fluido instilado sin que colapse
excesivamente la via aérea y provoque su fusidon hemorragica submucosa.

El liquido recuperado (alrededor de un 40-50% del volumen instilado) suele ser traslicido u opalescente
dependiendo de la cantidad de material celular y no celular en suspensién. En los casos de hemorragia alveolar
difusa, es tipico el aspecto sonrosado 0 marronaceo, mas intenso en las Ultimas aliquotas recuperadas. Distintos
factores tales como el habito en la realizacion de la técnica, grado de tolerancia, deterioro funcional previo y tipo de
patologia subyacente posiblemente determinen en mayor o menor grado el porcentaje de fluido recuperado.

La primera alicuota obtenida se considera representativa de la celularidad de via aérea (muestra bronquial) y
debe separase del resto de alicuotas (muestra alveolar). El fluido debe verterse en frascos de plastico o vidrio
siliconado para retardar la adherencia de las células a la pared y ha de ser mantenido a 4° C hasta su estudio, el cual
no debe diferirse mas de dos horas.

Si se requiere el transporte de las muestras a otro centro y por tanto se va a demorar su estudio, es Uutil
resuspender la muestra obtenida en tubos de 50 ml con solucién buffer salina sin iones Ca2+ ni Mg2+ (PBS o
solucion de Hanks, pH 7.20) y enviar en nevera con hielo.

Las variaciones en la técnica de obtencion de muestras radican fundamentalmente en el volumen total
instilado, que depende de la tolerancia del paciente y de la diversidad de estudios que se pretenda realizar. No
obstante, una vez marcados los objetivos, debemos emplear un volumen lo mas homogéneo posible en todos los

pacientes.

PROCESAMIENTO Y ESTUDIO DE MUESTRAS

La muestra obtenida puede ser dividida para los distintos estudios requeridos segin contexto clinico: estudio
de microorganismos, particulas minerales, estudio de microscopia electrénica y sustancias solubles. El andlisis de
estas Ultimas es complejo debido a la dificultad para conocer el grado de dilucion en cada paciente.

Para el estudio de la celularidad, es fundamental ajustarse estrictamente a un protocolo previamente
establecido, ya que minimas variaciones en el método pueden modificar ampliamente los resultados.

1. Separacion de las células del sobrenadante.

Se realiza mediante centrifugacion a 300 g durante 10 minutos. El sobrenadante se separa y se alicuota en
pequefias cantidades a -70° C para posteriores estudios. El botdn celular queda compacto en el fondo y se agita con
vortex. Se resuspenden las células en 30-50 ml de PBS y se realiza una nueva centrifugacion a la misma velocidad.

2. Contaje de células y distribucién celular porcentual.

El contaje de células se realiza mediante una camara de contaje (p.e. camara de Neubauer o de
Fueh-Rosenthal). Para ello se resuspenden las células en 1 ml de PBS o soluciéon de Hanks; Se mezclan 5 ul de esta
suspension con 45 ul de Azul Trypan (tincién de exclusion para determinar simultdneamente viabilidad celular).

El nimero total de células es muy variable incluso entre individuos sanos incluidos en los grupos control de

fumadores y no fumadores. Posiblemente esta determinado por varios factores, algunos de ellos conocidos, como la
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historia acumulada de tabaquismo y el volumen de fluido utilizado (a mayor volumen total instilado mayor numero de
células recuperadas).

En pacientes con patologia intersticial también hay gran variabilidad en el nimero de células obtenidas.
Ademas de los factores citados, influye la distinta evolucion clinica entre pacientes, la falta de homogeneidad de
afectacion entre distintos territorios del pulmén y la variabilidad en el grado de repercusion funcional.

Es mas util para expresar el grado de "alveolitis" el calculo de la concentracion celular (n° de células / ml de
fluido recuperado).

El n° total de células en individuos no fumadores oscila entre 10 x 1000000 y 20x 1000000 . En fumadores,
esta cantidad puede ser entre tres y cuatro veces superior. Numerosos centros han publicado cifras de celularidad
total y recuentos celulares diferenciales en sujetos normales. Los valores corresponden, salvo escasos estudio®?, a
un pequefio nimero de sujetos y los criterios de seleccion no estan claramente definidos o varian considerablemente.

A pesar de la variabilidad de los resultados referidos por los distintos autores esta aceptado que la celularidad
presente en el fluido de LBA en sujetos normales consiste en su mayor parte de macrofagos (MAC) 80-95%, y en
menorporcentaje linfocitos (LINFC) <15%, ypolinucleares neutréfilos (NEUTR) 2-5%. Los eosindfilos, basofilos y
células plasmaticas, en general, no son observados o lo son en un porcentaje < 1%,

El habito tabaquico no sélo incrementa la celularidad total y concentracion celular; ademéas, modifica la
distribucidn celular con descenso del porcentaje de LINFC e incremento porcentual de neutrdfilos.

La adecuada interpretacion de los resultados del LBA depende de la apropiada identificacion celular. Los dos
métodos normalmente utilizados son la citocentrifugacion con tincion de las muestras con May-Grunwald-Giemsa o
Papanicolau o bién el empleo de filtros Millipore y tincion con Papanicolau o hematoxilina eosina. Ambas técnicas
tienen ventajas e inconvenientes. Se ha comprobado una aparente pérdida de LINFC con el primer método, aunque
en grado muy variable entre pacientes. Con el segundo método, aunque es mas laborioso, se obtiene buen detalle
celular, no obstante se ha demostrado una menor estimacion en el porcentaje de neutréfilos. En definitiva, los
resultados obtenidos han de ser interpretados teniendo en cuenta las limitaciones de cada método empleado.

El estudio de distribucion celular porcentual fue el primer parametro utilizado para discriminar entre aquellas
neumopatias de tipo granulomatoso (sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad, beriliosis, tuberculosis) y las
neumopatias fibréticas (fibrosis pulmonar idiopéatica y asociada a conectivopatias, neumopatias por farmacos,
silicosis, asbestosis o bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa (BONO). En el primer grupo se observa
generalmente una "alveolitis" linfocitaria (>15% de LINFC) mientras que en el segundo existe una "alveolitis"
neutrofflica (incremento porcentual de NEUTR aislados o bién con aumento de LINFC o eosindfilos).

El estudio de morfologia y distribucién celular porcentual es también esencial para poder distinguir las

101D Estas dltimas, en general, se

muestras Utiles para estudio de las no representativas de pulmon profundo(
caracterizan por un escaso numero de MAC o en porcentaje menor que el de células epiteliales ciliadas bronquiales,
presencia de conglomerados de exudado mucopurulento con acimulo de gran cantidad de NEUTR o un ndmero
excesivo de hematies junto a alguno/s de los anteriores hallazgos.

3.- Estudio de Inmunofenotipo celular

La tecnologia de hibridomas para obtencion de anticuerpos monoclonales (AcMo) reconocedores de antigenos
(Ags) en superficie junto con las técnicas de inmunofluorescencia (InmFI) e inmunocitoquimica (InmCitq) estan
revolucionando los estudios sobre actividad funcional de las poblaciones celulares de linea linfoide y
monocito/macrofagica en el fluido de LBA en las distintas neumopatias intersticiales y el estudio de la participacién

pulmonar en la infeccién por el VIh®**¥,

36



NEUMOSUR: REVISTA DE LA ASOCIACION DE NEUMOLOGOS DEL SUR VOL.6, NUMERO 2, SEPTIEMBRE 1994

El estudio de muestras mediante InmF| puede realizarse mediante microscopio de fluorescencia™ o bién de
forma automatizada mediante citometria de flujo.

Las ventajas de las técnicas de InmFl, sobre todo la citometria de flujo®**¢®

son la mayor posibilidad del
estudio inmediato y la sencillez de realizacién por personal experimentado. Sus desventajas son la imposibilidad de
preservar durante mucho tiempo las muestras.

) o fésfatasa alcalina/antifésfatasa

Las técnicas de InmCitg mas utilizadas peroxidasa/ antiperoxidasa(19
alcalina® son mas laboriosas. Su estudio se realiza con microscopio 6ptico. Sus ventajas mas importantes son la
necesidad de un menor ndmero de células y sobre todo, la posibilidad de preservacion tras tincion y el estudio
diferido de muestras criopreservadas.

La aplicacion de una u otra técnica depende de la disponibilidad técnica en cada medio y la finalidad del
estudio.

El examen inmnolégico de las muestras de LBA en general es complejo por varios motivos, por ejemplo:

- Gran diversidad de Ags de diferenciacion leucocitaria. Son 78 los CD o clusters de diferenciacion oficialmente
reconocidos (desde CD1 a CDw78). Muchos de estos Ags no son especificos de ningdn linaje celular. En el caso de
algunos AcMo es desconocida la significacion funcional y/ o especificidad de reaccion con un determinado CD, lo cual
dificulta la interpretacion de los resultados obtenidos.

- Falta una estandarizacion en lo referente a panel de AcMo utilizables, la técnica de estudio de reaccion Ag/
AcMo (InmFl vs InmCitq) o los controles de calidad aplicables. En sujetos normales hay variabilidad en los datos
referidos debido a que los grupos estudiados son diferentes en nimero y la técnica empleada ha sido distinta (TABLA
[). En sujetos fumadores ha sido descrito un descenso en la proporcion de LINFC CDA4+(helper/ inductores e
incremento en la de LINFC CD8+ (supresores/ citotdxicos) con reduccion del indice CD4+/CD8+. Es posible que el
hébito tabaquico altere la inmunoregulacion a nivel local pulmonar y modifiqgue el curso subclinico de algunas
enfermedades intersticiales. Este efecto debe tenerse en cuenta a la hora de valorar la celularidad en el LBA.

TABLA
FENOTIPO INMUNE DE LINFOCITOS EN EL LBA DE SUJETOS SANOS

Autores Ref,  Afio Método n LINFC LTtot(%)  LThelper(%) LTsupr(%) CD4ICD§  LB(%)
CD3+ CD4+ CD8+

ESTUDIOS EN NO FUMADORES

Davidson (14) - 1985 CitFlu 10 13.7 490 580 340 19 NR

Semenzato (15 1986 MFLIFI 12 15 673 432 2.1 20 NR

Yamada (16 1986 CitFlu 23 13.8 63.0 454 253 18 53

Costabel (17 1986 PAP 11 10 721 54.1 330 19 <l

NHLBI 9 199 CitFlu 30 1.8 702 444 207 26 32

Ancochea (18) 199 CitFlu 8 9.2 7.1 49.8 262 19 53

ESTUDIOS EN FUMADORES

Costabel "N 1986 PAP 12 30 754 330 500 09 <l

NHLBI t)] 1990 CitFlu 29 52 9.2 322 292 16 0

Ancochea (18) 199 CitFlu 8 26 67.6 313 2 0.9 52

Abreviaturas empleadas: Ref.(referencia bibliografica); n (n°® de pacientes); LINFC (porcentaje de linfocitos con tincion habitual); NR (dato
no referido); CitFlu (Citometria de flujo); MFI-IFI (Microscopio de fluorescencia y técnica de inmunofluorescencia indirecta); PAP (técnica de

peroxidasa/antiperoxidasa) NHLBI (estudio promovido por el NHLBI Divisién de Enfermedades Pulmonares).

En neumopatias difusas, es admitida ya la utilidad de los distintos modelos de respuesta inmune segun el disbalance

de subpoblaciones linfocitarias observado™®'?:
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- Expansion de subpoblacion CD4+ con normalidad en la CD8+ como se aprecia en sarcoidosis, beriliosis,
asbestosis, artritis reumatoide; el cociente CD4/CD8 esta incrementado con respecto a la normalidad.

- Expansién de la subpoblacion CD8 + con normalidad en la CD4+ como ocurre en neumonitis por
hipersensibilidad, silicosis, neumonitis por farmacos o asociada a conectivopatias, en el rechazo de injerto y la
BONO; el cociente CD4/CD8 esta reducido.

- Expansion de la subpoblacion CD8+ con reduccion progresiva en la CD4+, hallazgo comdn en distintos
estadios de la infeccién por VIH+; el indice CD4/CD8 esta muy reducido.

Tanto los patrones de distribucién celular porcentual como de fenotipo inmune no son excluyentes ya que tanto
el reclutamiento de células inmunes e inflamatorias en el pulmén como su replicacion local son procesos dinamicos y
por ello modificables en corto espacio de tiempo a lo largo del curso clinico de la enfermedad.

La poblacion de macréfagos alveolares es clave en el inicio y mantenimiento de la respuesta inmune. Aln
siendo la méas expandida en la mayor parte de los procesos intersticiales no ha sido valorada funcionalmente hasta
los dltimos afios en que han sido descritos mdltiples ligandos en superficie con funciones tan diversas como
presentacion de Ag al linfocito T, quimiotaxis, adhesion, fagocitosis, receptor para VIH, entre otros. La modulacién en
la expresion de estos receptores en las distintas enfermedades intersticiales es otra de las muy diversas vias de
estudio en la actualidad.

En la TABLA Il se resumen los antigenos de serie linfoide y linea monocito-macrofagica mas frecuentemente
valorados en los estudios de LBA, su distribucion y significacion bioldgica.

TABLA II

ANTIGENOS DE DIFERENCIACION LEUCOCITARIA VALORADOS
CON MAS FRECUENCIA EN LOS ESTUDIOS DE LBA

CD Anticuerpo Reactividad Co-expresion Antigeno y funcién

CDla OKT6, Leu-6 Timocitos inmaduros Subunidtd B-2 microglobu-
Céls. de Langerhans ’ lina

CD3 OKT3, Leu-4 Timocitos y linfocitos T Receptor de células T (TCR)

CD4 OKT4, Leu-3 Células T helper- Monocitos y Receptor Clase Il del MHC/
inductoras macréfagos Receptor para el VIH

CD8 OKTS, Leu-2 Células T supresoras- Subpobl. NK Receptor Clase I del MHC
citotéxicas :

CDlla Leucocitos Cadena o del Ag LFA-1.

ICAM-1(CD54) es su ligando
(molécula de adhesion)

CDl1Ib OKM], Leu-15 Mas del 90% de mono- Subpobl, NK Cadena o2 de Mac-1
Mol citos y neutréfilos (receptor C3bi moléc.adhesién)
CDllc Monocitos, granuloci- Células Ty B Cadena o3 del complejo LFAL
tos y macr. tisulares (p150/95,C4R/moléc. adhesién)
CD14 My4, Leu-M3 Serie monocito/macré- PMN (debil) Receptor para LPS (implicado en
Mo2, UCHM1 fago liberacién de interleuquinas)
CD16 Células NK Granulocitos/ Receptor Fc de baja afinidad
. macréfagos para IgG(FcRIII)
CD45 Subpoblaciones de céls Antigeno comiin leucocitario
T, B y macréfagos (control positivo)
CD20 Leu-16 Todas las células B
CD25 IL-2 recep. Células T activadas, Células B y Receptor para Ia IL-2
monocitos,nacréfagos NK

CD57 Leu-7 Células NK (Linfoci- Subp. céls T
tos granulares)

CD71 OKT9 Células T activadas Receptor transferrina
- Células en estadio
de proliferacién
CD69 Células T activadas Ag inicial de activacién

HLA-DR Monocitos, celulas B y Ag Clase II del MHC
células T activadas.
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