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AR: artritis reumatoide

BAL: lavado broncoalveolar

EPL: enfermedad pulmonar intersticial

EPID: enfermedad pulmonar intersticial difusa

FP: fibrosis pulmonar

FPI: fibrosis pulmonar idiopatica

FR: factor reumatoide

ANA: anticuerpos antinucleares

VSG: velocidad de sedimentacién globular

RT: radiografia de térax

ECG: electrocardiograma
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;//Q.: ventilacién/perfusion
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Th: linfocitos T cooperadores
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Ig: inmunoglobulina

MA: macréfago/s alveolar/es

NK: del inglés, "natural killer"
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BTB: biopsia transbronquial
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AcM: anticuerpo/s monoclonal/es
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la misma estructura molecular)
CPH: complejo principal de histocompatibilidad
IL: interleuquina
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TNF: factor de necrosis tumoral

CTFD: inmunofluorescencia directa

IFI: inmunofluorescencia indirecta
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PBL: LSP

SP: sangre periférica
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r-Tr: receptor de transferrina




TcR: receptor de células T

AIM: del inglés, "activation inducer molecule”
VLA: del inglés, "very late antigen”

IF~y: interfer6n gamma

Kd: kilodaltons

Ca*: ion calcio

Na': ion sodio

HX: histiocitosis X

BOOP: bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa
NEC: neumonia cosinofilica cronica

AAE: alveolitis alérgica extrinseca

NH: neumonitis por hipersensibilidad

CVD: enfermedades vasculares del coldgeno

ECA: enzima conversora de angiotensina

PCP: péptido del procolageno

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
FQN: factor quimiotictico para neutr6filos

PGE,: prostaglandina E,

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

RIA: radioinmunoensayo
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Las enfermedades del tejido conectivo son un grupo heterogéneo de trastornos
inflamatorios, de origen multifactorial y etiopatogenia en gran parte desconocida, mediados
inmunol6gicamente. Los pulmones se afectan frecuentemente en estas enfermedades, dada la
abundancia de tejido conectivo y riego sanguineo pulmonar, y ello compromete en diferente
grado y combinaciones a todas las dreas del pulmén (vias aéreas, alvéolos, sistema vascular,
pleura). La asociacién entre las enfermedades del tejido conectivo y enfermedad pulmonar
intersticial (EPI) es frecuente y estd bien establecida (1-5).

La Artritis Reumatoide (AR) es una artropatia inflamatoria simétrica, de predominio
en el sexo femenino y curso clinico variable, con frecuentes manifestaciones extraarticulares
(especialmente en pacientes con enfermedad erosiva activa, altos titulos de factor reumatoide
(FR) e inmunocomplejos circulantes). Las lesiones extraarticulares incluyen nédulos
subcutaneos, inflamacién ocular, pericarditis, linfadenopatia, esplenomegalia, sindrome de
Felty, ulceraciones cutdneas y una amplia varicdad de lesiones pleuropulmonares (6-9).

La AR fué descrita por Landre—Beauvais en 1800 y posiblemente identificada por
Sydenham en 1676 (10). No obstante, son probablemente Ellman y Ball en 1948 los primeros
autores que aluden al pulmén como 6rgano diana dentro del espectro extraarticular de la AR
(11). Desde entonces, otros investigadores han ido describiendo diferentes patologias
pulmonares que pueden acontecer en el curso de la AR. Quizds, las mds significativas
hist6éricamente han sido dos aportaciones: la de Caplan en 1953, que describe la asociacién
entre la exposicién al polvo en mineros del carbén con AR y la existencia de nddulos
pulmonares reumatoides (12,13), y la de Tomasi et al. en 1960, que observan la existencia

de correlacion entre titulos altos de factor reumatoide (FR) y hallazgos radiolégicos de




fibrosis pulmonar (FP) (12). Sin embargo, hasta la década de los 70 no se empieza a
considerar la FP como posible complicacién de la AR.

Hoy en dia se sabe que la AR, enfermedad inflamatoria crénica de causa desconocida,
puede asociarse con una amplia variedad de anomalias pulmonares (tabla 1) (14,15). De todas
ellas, la méas frecuente ¢ interesante es la neumopatia intersticial. Esta, manifestada
radioldgicamente, ocurre en un escaso porcentaje de enfermos. Sin embargo, utilizando
parametros sensibles de funcién pulmonar y muestras de biopsias pulmonares sc ha
establecido una alta incidencia de EPI en pacientes con AR (15-19).

Distintos estudios han tratado de encontrar el posible factor o factores que
predisponen a que se produzca este hecho, tales como el héabito de fumar, la exposicion a
polvos minerales, la mayor prevalencia de los fenotipos HLA DR3 y DR4, defectos
cualitativos y cuantitativos en la produccién de a-1 antitripsina, la mayor prevalencia en
enfermos con sindrome de Sj6gren secundario y por Gltimo, y muy importante, los diferentes
medicamentos empleados en el tratamiento de la AR (20).

Las lesiones pulmonares inducidas por firmacos son a menudo dificiles de establecer
y su desarrollo estd condicionado por la suceptibilidad del huésped, la dosis del farmaco
empleado y la coexistencia de otros factores como enfermedad pulmonar previa (21). Algunos
de los firmacos en los que estd documentado un potencial papel fibrogenético se utilizan
cominmente en el tratamiento de la AR.

Asumiendo el papel de todos estos factores, hoy en dia se acepta que la AR forma
parte de un grupo heterogéneo de enfermedades de etiologia desconocida que pueden
converger, como via final comun, en el desarrollo de fibrosis pulmonar. Su importancia radica
en su naturaleza crénica, su comienzo generalmente silente, y que en su progresién puede

conducir a incapacidad funcional mayor que la derivada de la afectacion articular (22).




Dentro de este contexto, se ha sugerido que el lavado broncoalveolar (BAL) es un fitil
instrumento para la deteccién precoz de la neumopatia intersticial en la AR y puede contribuir
al estudio y comprensién de los cambios fisiopatol6gicos que ocurren en el espacio alvéolo-
intersticial de estos enfermos, lo que puede permitir establecer criterios pronGsticos y

estrategias terapéuticas.




TABLA 1

MANIFESTACIONES PLEUROPULMONARES DE LA AR

Enfermedad pulmonar intersticial
Enfermedad pleural

N6dulos reumatoides (necrobi6ticos); nédulos neumoconiéticos
(sindrome de Caplan)

Infecciones del tracto respiratorio

Bronquiolitis obliterante con o sin neumonia organizativa
Lesiones vasculares pulmonares e hipertensién pulmonar
Enfermedad fibrobullosa apical

Inmovilidad de la caja tordcica

Disfuncién de la via aérea superior secundaria a artritis
cricoaritenoidea




1. LA NEUMOPATIA INTERSTICIAL EN LA ARTRITIS REUMATOIDE.

1.1. EPIDEMIOQLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

La enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID) se desarrolla a menudo en pacientes
con AR, si bien la frecuencia y prevalencia de esta asociaci6bn varia ampliamente en las
diferentes series publicadas y ello depende de los métodos empleados para su deteccién
(clinico-radiolégicos, funcionales, patolégicos) y de la poblacién seleccionada para el estudio.

La radiografia convencional de térax (RT) es insensible e imprecisa. Walker y Wright
encuentran 8 pacientes con fibrosis intersticial difusa por criterios radiolégicos en 516 AR,
lo que refleja una incidencia del 1'6% (23). En otras series de pacientes con AR existe
evidencia radiografica de EPID en como mucho un 20% de los enfermos (24-28). Los
pacientes con alto titulo de FR tienen mayor probabilidad de presentar una RT patolégica.

Por el contrario, Frank et al. describen alteraciones de la difusién en el 41% de 41
pacientes con AR vistos consecutivamente. S6lo el 18% de los enfermos con difusi6n alterada
tenian evidencia radiolégica de afectacién intersticial (27). Este y otros estudios (17-19,29)
seiialan que el screening fisiol6gico demuestra una alta incidencia de EPID en la AR,

La AR tiene predileccion por el sexo femenino (rango, 2:1 a 4:1). Sin embargo, la
enfermedad pulmonar asociada a AR es més frecuente en varones (relaci6n, 3:1) y se da més
a menudo en pacientes con AR de comienzo tardio. Aunque puede presentarse en nifios, la
EPID en la AR suele aparecer entre la cuarta y octava décadas de la vida, manifestandose la
mayoria de los casos entre los 50 y 60 afios (15).

Algunos autores sugieren que la AR representa una respuesta inmunol6gica persistente

frente a un antigeno atn no identificado en un huésped genéticamente susceptible. La




comunicaci6n de una asociacion familiar de AR y EPID, y de un aumento en el fenotipo MZ
de a-1 antitripsina en individuos con alveolitis fibrosante con y sin AR, avalan la posibilidad
de una predisposicién genética en el desarrollo de EPID (15).

Se han reconocido también otros factores que pueden predisponer al enfermo con AR
a desarrollar EPID, o de padecer ésta, agravarla. Se han implicado la exposicién a polvos
minerales y el habito tabdquico. También parece existir una mayor frecuencia de EPID en los
pacientes con fenotipo HLA DR3 y DR4 (12).

Asi como en otras formas de enfermedad extraarticular, la enfermedad intersticial en
la AR se ha asociado con la positividad del FR (23,25,30,31).

Asimismo, se ha puesto de manifiesto el papel del déficit de inhibidores de proteasas
en la patogenia de la FP en general y en la asociada a AR en particular. En un estudio sobre
estos inhibidores se ha encontrado que los fenotipos no MM para a-1 antitripsina alcanzaban
el 50% en pacientes con AR y FP, frente al 12 y 14% en la poblacién general y AR sin
afectacién pulmonar, respectivamente (32). Investigaciones mas recientes indican un 47% de
FP por criterios radiologicos en pacicntes con AR y fenotipo M1M2, mientras que sélo
aparecia FP en el 3% de las AR con fenotipo M1M1 (33).La AR, considerada globalmente,
presenta un aumento del fenotipo M1M2 (34). Todos estos trabajos sefialan que en pacientes
con AR y FP pueden existir defectos cualitativos y cuantitativos en la produccién de a-1
antitripsina,

Con respecto a las caracteristicas clinicas de la AR, en la literatura se sefiala que
parece ser mas frecuente la afectacién intersticial en enfermos que padecen sindrome de Felty
y sindrome de Sjogren secundario. Incluso, ha sido sugerida una aparente asociacién de AR
y sarcoidosis (35,36), mas concretamente en pacientes con AR y sindrome de Sjégren con

fenotipo HLA DR4 (35).




Referente a los datos serolégicos de rutina, la principal diferencia encontrada en las
distintas series es un mayor porcentaje de seropositividad para el FR. El 95% de los enfermos
tienen tendencia a presentar titulos més altos de FR y velocidad de sedimentacién mds
elevada (22). Otros estudios encuentran una mayor frecuencia de positividad para anticuerpos
antinucleares (ANA), inmunocomplejos circulantes y crioglobulinas, aunque estos tres dltimos
datos son mas controvertidos (12).

Por dltimo, existen una seric de farmacos potencialmente fibrogénicos. Por su
importancia y porque muchos de ellos se utilizan de forma generalizada en el tratamiento de

la AR, se¢ hard una consideracién mas amplia a continuacién.




1.2. PAPEL DE LOS FARMACQS

Numerosos farmacos pueden producir efectos adversos sobre el parénquima pulmonar,
la pleura y las vias aéreas. Esta toxicidad parece ser el resultado de la combinacién de un
efecto téxico directo del farmaco o sus metabolitos y de un efecto indirecto que desencadena
procesos inflamatorios. La mayor parte de estas complicaciones pueden ser prevenidas o
minimizadas por el clinico, conociendo la eventual toxicidad de los medicamentos que
prescribe. De hecho, la mayoria de las enfermedades pulmonares inducidas por farmacos son
reversibles si se reconocen tempranamente y se suspende el agente responsable (37). No
obstante, probablemente menos del 5% de toda la patologia pulmonar secundaria a farmacos
es reconocida 0 documentada, subestimandose la incidencia de este problema (38,39). Parece,
pues, necesario profundizar en los mecanismos que conducen al establecimiento de dafio
pulmonar y utilizar criterios diagnésticos uniformes (40-44).

En la tabla 2 se relacionan los principales agentes que pueden inducir enfermedad
intersticial pulmonar. Dentro de esta relacion se encuentran fairmacos ampliamente utilizados
en el tratamiento de la AR, cuya potencial toxicidad pulmonar ha sido destacada en la
literatura (tabla 3). Tal es ¢l caso de las sales de oro (12,45-51) y la D-penicilamina
(12,44,47.52), de algunos inmunosupresores como el metotrexate (44,53,54), ciclofosfamida
(12,44,55), azatioprina (45,40), algunos antiinflamatorios no esteroideos como la fenilbutazona
(12,56), y la salazopirina (57-61).

En general, se reconocen cinco sindromes clinicos mayores de afectacién pulmonar
secundaria a agentes antirrcumaticos (62):

1- Neumonitis crénica/fibrosis pulmonar (penicilamina, oro, metotrexate, ciclofosfamida,

azatioprina, antiinflamatorios no esteroideos).




2- Neumonitis por hipersensibilidad (metotrexate, oro, antiinflamatorios no esteroideos,

penicilamina).

3- Sindrome pulmén-rinén, con muchas similitudes con el sindrome de Goodpasture
(penicilamina).

4-  Bronquiolitis obliterante (penicilamina, 0ro).

5- Edema pulmonar no cardiogénico (salicilatos, antiinflamatorios no esteroideos,
colchicina).

De todos ellos, la alveolitis crénica/FP es el mds frecuente. Se sabe que las lesiones
pulmonares inducidas por firmacos pueden interesar al intersticio pulmonar, pared alveolar,
pared vascular y bronquiolos terminales con diferente intensidad y, a veces, existen lesiones
similares inducidas por firmacos con muy distinta farmacocinética y estructura molecular.
Esto nos lleva a pensar que el mecanismo intimo de accién de estas drogas es muy similar
al que acontece en aquellos estados patolégicos en los que intervienen células inflamatorias
e inmunes, es decir, que al reclutamiento de células efectoras en el foco inflamatorio se puede
llegar por diferentes vias y que, a partir de este foco, sea cual fuere su causa desencadenante,
puede establecerse la EPID/FP. En este Gltimo paso intervendrian probablemente el sistema
oxidante-antioxidante, sistemas reguladores de la matriz extracelular y determinadas
citoquinas (63). La ciclofosfamida (55,64), metotrexate (65), sales de oro (66) y D-
penicilamina (67) son fairmacos en los que se ha demostrado "in vitro" su intervencién en
alguno o varios de los mecanismos citados.

En los pacientes con AR, la toxicidad pulmonar por farmacos debe ser diferenciada
de la afectacién por la propia enfermedad de base, lo que a menudo supone un problema
complejo. En este contexto, Hakala revisa 57 pacientes con AR ingresados por patologia

intersticial pulmonar, determinando en 8 una relacidn de causalidad con drogas en base a los
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siguientes criterios: (a) comienzo relativamente agudo; (b) infiltrados pulmonares bilaterales
difusos simultaneos a la toma del medicamento; (¢) mejoria tras la retirada del fairmaco; y (d)
s6lo moderados signos radiol6gicos residuales de afectacitn intersticial tras la supresion del
mismo. De los 8 pacientes, 5 habian sido tratados con oro, 1 con penicilamina y 2 con

nitrofurantoina (68).
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TABLA 2

CLASIFICACION ABREVIADA DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE DROGAS
QUE PUEDEN INDUCIR ENFERMEDAD PULMONAR INTERSTICIAL

Antibibticos
Nitrofurantoina
Sulfasalacina
Agentes anti-inflamatorios
Aspirina
Oro
Penicilamina
Metotrexate
Agentes cardiovasculares
Amiodarona
Tocainida
Agentes quimioterdpicos
Antibi6ticos
Bleomicina
Mitomicina-C
Agentes alcalinizantes
Busulfan
Ciclofosfamida
Clorambucil
Melfalan
Antimetabolitos
Azatioprina
Arabinésido de citosina
Metotrexate
Nitrosurcas
Otros agentes
Procarbacina
Zimostatin
Vinblastina -
Drogas que inducen Lupus Eritematoso Sistémico
Procainamida
Isoniacida
Hidralacina
Hidantoinas
Penicilamina
Drogas no legalizadas
Heroina
Metadona
Dextropropoxifeno
Talco
Misceldnea
Oxigeno
Drogas que inducen infiltrados pulmonares y eosinofili
L-tript6fano
Hidroclorotiacida
Radiacién




TABLA 3
AGENTES ANTIRREUMATICOS QUE PUEDEN CAUSAR ENFERMEDAD

PARENQUIMATOSA PULMONAR

Penicilamina

Sales de oro.

Metotrexate

Ciclofosfamida

Azatioprina

Aspirina

Antiinflamatorios no esteroideos (fenilbutazona,
azapropazone, benosaprofen, naproxen, pirosicam,
oxfenbutazona, diclofenac, ibuprofen, fenbufen
y sulindac)

Salazopirina

Colchicina (muy raro)




1.3. CLINICA

Las manifestaciones de la EPID asociada a AR son similares a las de la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI). En la tabla 4 se comparan las caracteristicas clinicas entre FPI y
FP asociada a AR en una serie de 152 y 39 pacientes, respectivamente (69).

Los pacientes con AR y EPID pueden permanecer asintomaticos incluso en presencia
de lesiones radiograficas extensas. Sin embargo, los sintomas pueden preceder a las anomalias
radiolégicas. Generalmente estos enfermos presentan disnea de reposo o esfuerzo y tos no
productiva. La disnea de esfuerzo pucde estar enmascarada por la frecuente inmovilidad del
paciente artritico (15).

Reuniendo datos de distintas scries, los sintomas respiratorios aparecen en el 90% de
los enfermos con AR y FP concomitante. La disnea es el mas frecuente, presentdndose entre
el 55 y el 100% de los casos. La tos, casi siempre no productiva, aparece entre €l 61 y el
66% vy el dolor toricico entre el 20 y el 30% (22).

Como sucede con los sintomas, los signos fisicos de afectacifn respiratoria pueden ser
minimos, o incluso estar ausentes, a pesar de la existencia de anormalidades radiograficas.
Son frecuentes la taquipnea y la presencia de crepitantes bibasales en la auscultacién
pulmonar. Estos crepitantes secos sc presentan entre el 65 y el 83% de los enfermos con AR
y FP, y la acropaquia entre el 66 y ¢l 72%, si bien esta (ltima es de aparicion tardia (15,22).
Los estertores crepitantes pueden ser unilaterales o bilaterales, se auscultan habitualmente en
los campos pulmonares inferiores al final de la inspiracion, muestran una reproductibilidad
constante y su origen estd posiblemente relacionado con el volumen reducido de los pulmones
y el cierre de las pequeiias vias aéreas durante la espiracion, que al reabrirse durante la

inspiraci6én producen cambios de presion en las mismas. La acropaquia no suele acompaiiarse
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de osteoartropatia hipertréfica, que se caracteriza por periostitis proliferativa de los huesos
largos y polisinovitis (70). Ademds, estos pacientes con AR presentan los signos
extrapulmonares propios de la enfermedad de base. En los casos de enfermedad pulmonar
avanzada puede aparecer cianosis, edemas, y signos de hipertension pulmonar.

La relacién cronolégica entre la enfermedad pulmonar y la articular es variable.
Ademis, la severidad de la afectacién pulmonar no se correlaciona necesariamente con la
extension y severidad de la artritis subyacente. Brannan et al.,, en una interesante revision,
encuentran que la artritis precedi6 a la afectacién pulmonar en ¢l 70% de los casos con un
promedio de 37 meses, en el 19% ambas comenzaron a la vez y en el 11% la EPID precedi6
al comienzo de la artritis con un promedio de veinte meses (71). Pueden existir
exacerbaciones repetidas y simultdneas de ambos procesos en un 44% de los casos, y no
parece haber relacién entre la severidad de la poliartritis y la FP asociada, si bien es mas
frecuente en estos pacientes la presencia de nédulos subcutdneos (50% frente al 30-35% de
la poblacién general de pacientes con AR) (12).

La escasa especificidad de las manifestaciones pulmonares puede contribuir a
confundir la EPID inducida por farmacos de la asociada a la propia enfermedad de base (AR).
Con respecto a este punto, se deben tener siempre en cuenta las drogas que recibe el paciente,
la dosis de las mismas, la existencia de enfermedad pulmonar previa, la edad del enfermo,
y la funci6én renal del mismo, ya que la insuficiencia renal prolonga el aclaramiento del
fairmaco (21,72). Una vez establecidas estas cuestiones, resulta recomendable utilizar de forma
estandarizada criterios como los sefalados por Markku Hakala (68).

El estudio de la historia natural de la EPID asociada a AR revela un patrén variable.
Globalmente, se acepta que este desorden es menos severo que la FPI. En general, la

supervivencia de pacientes con AR Y EPID esta reducida de 3'5 a 4'9 afios (68,73). Algunos
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enfermos tienen un curso lentamente progresivo que puede durar més de una década. Por el
contrario, casos con deterioro rdpidamente progresivo (sindrome de Hamman-Rich) han sido
comunicados (11,74). Excepcionalmente, se han descrito remisiones espontaneas (22).

La respuesta al tratamiento es también dificil de determinar, dado el corto nimero de
casos de las distintas series, estudios no controlados, distintas modalidades de tratamiento y

diferentes criterios para valorar la respuesta terapéutica (15).
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TABLA 4

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA FP ASOCIADA A AR

FRENTE A FP IDIOPATICA

FP ASOCIADA A AR

FP IDIOPATICA

(n=39) (n = 152)
SEXO
relacién var6n/mujer 1.4/1 1.5/1
CLINICA
PROMEDIO EDAD DE COMIENZO:
- sintomas pulmonares 56.0 (26-75) 575 £ 11.6
- sintomas articulares 52.6 (20-75) -
RELACION ENTRE COMIENZO DE
SINTOMAS ARTICULARES Y PULMONARES
(en afios)
— articular antes que pulmonar (n = 30) 5,2 (2'1-30) -
— pulmonar antes que articular (n = 5) 32(1 -96) -
VSG (mm/h) 43.5 = 28 312 « 24
ACROPAQUIAS 20/39 (51%) 106/152 (70%)
ANTICUERPOS
- FR > 1/32 23/34 (68%) 14/97 (14%)
- ANA > 1/10 16/36 (44%) 33/97 (34%)
RESPUESTA A ESTEROIDES
Mejoria a las 4 — 8 semanas 10/23 (43%) 51/95 (54%)
SUPERVIVENCIA

Nidmero de muertes a los 5 anos (%) 12/22 (54%)

79/152 (52%)




1.4. ESTUDIO RADIQLOGICO

La radiografia de térax convencional (RT) sigue siendo un método insustituible en la
evaluacién radiolégica inicial de pacientes con EPID. La RT péstero—anterior (PA) y lateral
(L) debe ser la primera técnica de imagen indicada en estos enfermos, en base a varios
argumentos (75): a) su bajo coste y accesibilidad; b) cerca del 90% de los enfermos con FP
presentan una RT patol6gica; ¢) el reconocimiento de un patrén radiogréfico anormal puede
tener valor en el diagnéstico diferencial; d) aunque no sea el método ideal, la comparacién
de RT seriadas puede ser Gtil en el seguimiento del proceso.

Las primeras descripciones de FP en pacientes con AR se realizaron en base a criterios
clinicos y fundamentalmente radiolégicos. Con la utilizacién de las pruebas funcionales
respiratorias (PFR) sc puso de manifiesto la escasa sensibilidad de la RT, particularmente en
la deteccidn de estadios precoces de EPID. Ademds, en su interpretacidn influyen con
frecuencia la subjetividad y factores técnicos que condicionan la realizacién del estudio. Por
lo tanto, una RT normal no descarta en absoluto la existencia de neumopatia intersticial en
un enfermo con AR. De las 41 AR vistas consecutivamente por Frank et al, el 41%
presentaban alteraciones en las PFR, mientras que tan solo ¢l 18% mostraba datos
radiolégicos compatibles con EPID (27). Otros autores citan hallazgos radiolégicos de
enfermedad intersticial tan sélo entre un 2 y un 5% de los pacientes con AR (76).

Actualmente, por tanto, la RT ha perdido valor como técnica diagnéstica "precoz" en
la neumopatia intersticial asociada a AR. Esto indudablemente, nos obliga a una interpretacién
cautelosa, teniendo en cuenta que cuando la enfermedad se traduce radiolégicamente, en
muchos casos, ya estd instaurada la fibrosis y, por tanto, la posible actuacién terapéutica es
poco eficaz.

Los hallazgos de la RT en la EPID asociada a AR no difieren sustancialmente de los
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que se encucntran en la FPI o en la asociada a otras entidades. En las fases iniciales se suele
observar un aumento fino de reticulacién y un patrén en "vidrio deslustrado” de predominio
bibasal, caracteristico de una alveolitis exudativa inflamatoria. Posteriormente, puede aparecer
infiltrados algodonosos o un denso patrén reticular o reticulonodular. Con las exacerbaciones,
nuevos y blandos infiltrados pueden superponerse sobre areas fibréticas. En fases avanzadas,
puede progresar a un patrén radiolégico en panal de abeja (pequefias areas quisticas,
uniformes, no mayores de 1 cm de didmetro, que corresponden a zonas localizadas de
enfisema rodeadas por el intersticio engrosado). La localizacién més frecuente es en l6bulos
inferiores, puede ser asimétrica y asociarse otros hallazgos en ¢l contexto como engrosamiento
pleural, nédulos pulmonares reumatoides y derrame pleural (12,45,63). La enfermedad pleural
acompaiia a la EPID en el 20% de los pacientes (71). Excepcionalmente, se ha descrito en
la neumopatia asociada a AR la afectacién de los vértices pulmonares (12). Cardiomegalia
y signos de hipertensién pulmonar se manifiestan en los enfermos que desarrollan cor
pulmonale.

Ante las limitaciones de la RT, aunque sin cuestionar su indicacién e indudable valor
en muchos casos (en los que sigue siendo la base de la sospecha diagnoéstica y eventualmente
sugiere una posible etiologia), en los Gltimos anos se han introducido nuevas técnicas de
imagen en la valoracion de las EPID.

La tomografia axial computadorizada (TAC) permite estudiar el parénquima pulmonar
con una excelente resolucién espacial y de detalles anitomicos, pudiendo demostrar el
intersticio normal y anormal, incluyendo las caracteristicas morfologicas de enfermedades
difusas y localizadas del parénquima (70). La TAC convencional es significativamente mas
sensible que la RT e¢n ¢l diagnéstico de enfisema y en la demostracion de la enfermedad

intersticial moderada o avanzada (77). Los hallazgos del scanner toracico en la FP asociada
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a enfermedades vasculares del colageno son superponibles a los observados en la FPI (78).
Su capacidad de resoluci6n, sin embargo, no permite generalmente la deteccién de cambios
anatémicos sutiles, que caracterizan la EPID precoz (75). Como consecuencia de ello, la TAC
convencional es generalmente complementada o sustituida por la TAC de alta resolucion
(HRTAC) en el estudio de las EPID.

La HRTAC se estd convirtiendo en un procedimiento casi imprescindible en el estudio
de las lesiones difusas pulmonares, entre las que se incluye la FP. Sus posibles indicaciones
se sefialan en la tabla 5. El scanning por HRTAC puede te6ricamente tener un papel
claramente definido en el diagnéstico temprano de la EPID y en el diagnéstico diferencial de
la enfermedad intersticial establecida. Puede ser también utilizada para valorar la extension
de la enfermedad pulmonar y, quizas, determinar indirectamente la inflamacién pulmonar (75).
La HRTAC muestra una seguridad del 90 al 95% en el diagnéstico de bronquiectasias (79)
y es itil en el estudio de las enfermedades de las pequefias vias areas como la bronquiolitis
obliterante con neumonia organizativa (BOOP) (80). No obstante, al ser una técnica de
reciente introduccion, en la que se tiene una experiencia limitada, queda por definir el papel
real que fa HRTAC desempefiara en el futuro en el manejo de las EPID.

Por iltimo, el valor clinico de las técnicas de resonancia nuclear magnética (RNM),
a pesar de las posibilidades que ofrecen en el estudio del pulmén (81-83), no pasa de ser

puramente especulativo en la actualidad.
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TABLA 5

POSIBLES INDICACIONES CLINICAS DE LA HRTAC EN LA EPID

Sospecha de enfermedad intersticial con RT normal.
Lesiones inespecificas en la RT.
Disnea no explicada, tos productiva crénica o hemoptisis.

Capacidad de difusi6n baja no explicada, o otras anormalidades de
las PFR.

Caracterizacion de la EPID conocida.

Guia de seleccién del tipo (transbronquial o abierta) y sitio de
biopsia.

Sospecha de EPID y enfisema asociado.
Sospecha de enfermedad de las pequefas vias aereas.

Seguimiento de la EPID (resolucién o progresion).




1.5. PRUEBAS FUNCIONALES RESPIRATORIAS

La exploracién funcional respiratoria de enfermos con EPID es, junto con la clinica
y el estudio radiolGgico, el pilar fundamental en el que se basa la evaluacién y el manejo de
estas enfermedades, con la ventaja adicional con respecto a la clinica y la radiologia de que
tas PFR son objetivas y faciles de cuantificar (70).

En las EPID existe un actimulo de células inflamatorias y edema en el intersticio,
alvéolos y paredes bronquiolares, asi como cambios inflamatorios alrededor de los vasos
sanguineos. En la enfermedad evolucionada, existe habitualmente depdsito de coligeno y
fibrosis en el intersticio. No es sorprendente, por lo tanto, que se produzcan alteraciones
caracteristicas de las propiedades mecdnicas del pulmén y deterioro del intercambio de gases
en la interfase alvéolo—capilar, particularmente durante el ejercicio (84).

Las anormalidades fisioldgicas de la EPID reumatoidea no difieren basicamente de las
de otras enfermedades pulmonares fibrosantes (24,85,86).

Independientemente de cual sea la causa de EPID/FP, numerosos estudios sugieren que
la primera manifestacion de la enfermedad, dentro de un grupo de unidades alvéolo—capilares,
es una "alveolitis" 0 acumulacién de células efectoras inmunes ¢ inflamatorias en el intersticio
o en la superficie de las estructuras alveolares (87). La alveolitis es un proceso crénico que
varia dependiendo de cada entidad, de cada individuo y en un mismo paciente, segin el curso
evolutivo de la enfermedad. En muchos casos esta evolucién conduce al desarrollo de FP. En
el contexto de la patogénesis de la enfermedad podemos considerar la alveolitis como una
lesi6én potencialmente reversible y la fibrosis un cambio permanente e irreversible, de manera
que aquellas unidades alvéolo-capilares que se hayan perdido no podran ser reemplazadas.

Estos conceptos son particularmente importantes para entender la utilidad de las PFR en estos
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enfermos (88).

Los hallazgos en la exploracién funcional de los pacientes con AR, cuando se
establece la FP, no difieren del patrén comin de disfuncién de las enfermedades intersticiales
parenquimatosas difusas y fundamentalmente de la FPI.

Habitualmente disminuyen los volimenes pulmonares: capacidad vital (FVC) y
capacidad pulmonar total (TLC). Los flujos espiratorios son normales:el FEV, sucle
encontrarse bien conservado o disminuido sélo en relacién con la FVC (FEV,/FVC%
conservado o incluso incrementado) (88). Se ha descrito también en estos pacientes una
disminuci6n del espacio muerto fisiologico en reposo (89).

La alteracion de la difusi6n alvéolo—capilar, expresada habitualmente por la capacidad
de difusién o transferencia del CO (DLCO), es un dato comuin. La interpretacion de este test
ha dado lugar a confusién y discusiones. La observacién de un trastorno de intercambio
gaseoso en presencia de enfermedad parenquimatosa difusa condujo al concepto, acunado por
Austrian, del "bloguco alvéolo—capilar" como mero problema de obstruccién al paso del gas
desde el alvéolo a la sangre por cngrosamiento de la membrana (90). Posteriormente se ha
enfocado de una manera més fisiopatolégica. Este test, (DLCO), se altera cuando hay pérdida
de parénquima pulmonar funcionante, ya sea de manera global o selectiva capilar. La
alteracién puede producirse con un volumen alveolar disminuido (fibrosis), normal (patologia
vascular) o aumentado (enfisema). Dicho de un modo mas fisiol6gico, la disminucion de la
difusién, una vez descartado que se deba a una anemia o a disminucién del volumen alveolar,
implica: (a) una alteracién en el factor de difusién de membrana, que refleja el conjunto de
resistencias de las diversas capas y membranas que el gas debe atravesar hasta llegar al
plasma; (b) una alteracién en el volunen capilar pulmonar, o (c) una alteracién en ambos,

siempre que se efectde a una PO, alveolar estandar (89).
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La hipoxemia puede convertirse en una caracteristica prominente al avanzar la
evolucién, pero en caso de afectacién menos severa, s6lo existe durante el ejercicio.

Crystal et al., en un estudio detallado sobre la FPI, discuten los mecanismos que
conducen a la hipoxemia (87). Las alteraciones en la ventilacién—perfusién (V/Q) son la causa
mis invocada. Puesto que los pardmetros de flujo aéreo (FEV), resistencia de la via aérea) son
generalmente normales, las anormalidades en la distribucién de la ventilacién han sido
atribuidas a alteraciones regionales en la compliance. Cuando se hacen tests de funcién de la
pequefia via aérea, un nimero significativo de pacientes presenta resultados anormales (91).

Esta evidencia fisiol6gica de enfermedad de la pequeia via aérea se correlaciona bien
con las observaciones morfolégicas de fibrosis peribronquiolar e inflamacién de las pequenas
vias aéreas. Este paralelismo sugiere que, al menos en parte, las alteraciones en la distribucién
de la V/Q y, por tanto, la hipoxemia, puedan ser debidas a obstruccién de la pequeiia via
aérea.

En cuanto a las propiedades mecénicas del pulmén, la compliance estética y dindmica
estdn caracteristicamente disminuidas; la curva de volumen—presion suele estar desplazada
hacia abajo y hacia la derecha respecto a la curva de sujetos sanos (91). Esto supone que, a
partir de un punto, se requieren presiones negativas transpulmonares muy altas para inspirar
pequeiios voldmenes de aire.

Como hemos visto, la hipoxemia arterial en reposo no es comin, y como la capacidad
ventilatoria estd ,en general, conservada, la hipercapnia suele aparecer en fases avanzadas o
terminales. De hecho, la enfermedad intersticial severa en la AR parece ser rara, y asi lo
muestra una serie reciente en la cual la incidencia de hospitalizacion en la AR por enfermedad
intersticial pulmonar es de 1 caso por cada 3500 pacientes y aio (68).

Sin embargo, alteraciones en la funcién pulmonar parecen existir en un 40-50%de los
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enfermos con AR, en series no seleccionadas. Frecuentemente la anormalidad funcional que
predomina en los pacientes con AR es la reduccién de la DLCO (27, 92). La evaluacién
histolégica que se realizé en 9 pacientes con AR y alteraciones de la difusién verificé en
todos ellos cambios intersticiales compatibles con el descenso de la DLCO (27). En distintos
estudios, el patrén espirométrico mds referido en estos enfermos es de tipo restrictivo con
FVC y TLC disminuidas debido a un aumento en la rigidez pulmonar (72}. Otros autores han
descrito también el aumento en las resistencias de las grandes vias aéreas en pacientes con
AR (92-94). La obstruccién de la pequefia via aérea asociada con EPID en la AR ha sido
también documentada (93), aunque en otros estudios esto no ha sido corroborado(95).

Desde que Davidson en 1974 (92) llamé la atenci6n sobre el posible papel nocivo del
tabaquismo en el pulmén de los pacientes con AR, todos los trabajos que describen un patron
obstructivo discuten la contribucién etiolégica de este factor. La asociacién de alteraciones
funcionales pulmonares con el habito de fumar en estos enfermos es suficientemente fuerte
para sugerir un papel sinergistico. Esto es aplicable no s6lo a la presencia de obstruccién al
flujo aéreo (93), sino también a la reduccién de la DLCO (92), pero el tabaco por si mismo
no parece una explicacién suficiente (27,72,94).

Otros investigadores, en estudios posteriores, han sugerido la asociacién de enfermedad
obstructiva con la presencia del aloantigeno HLLA DR4 en pacientes con AR. El mds reciente
es un estudio prospectivo en el que los sujetos con AR DR4 positivos mostraban reducciones
significativas en el FEV, y FVC frente a sujctos con AR DR4 negativos, independientemente
del habito tabaquico. Adicionalmente, describen una correlacién entre obstruccién y sindrome
de Sjogren secundario, pero parece obligado cuestionar este diagndstico puesto que utilizan
como Unico criterio un test de Schirmer < 5Smm en cada ojo (96).

Por Gltimo, las alteraciones de la funcién pulmonar en la AR han sido, en ocasiones,
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atribuidas mas a la terapia que a la propia enfermedad, como ya se ha senalado previamente.

De los estudios correlativos estructura—funcién en EPID/FP llevados a cabo, tanto en
humanos como en experimentacién animal, Keogh y Crystal (88) extraen varias
generalizaciones: (a) los tests de funci6n pulmonar parecen ser un indicador fiable de la
presencia de alteraciones histopatoldgicas; (b) ¢l test mas sensible parece ser 1a monitorizacién
del recambio de gases con el ejercicio, siendo en algunas enfermedades intersticiales la DLCO
y las relaciones presién-volumen indicadores sensibles del proceso; (c) un estudio de funcién
pulmonar normal no significa ausencia o inactividad del proceso, y (d) las PFR no pueden ser
usadas para evaluar especificamente la alveolitis en las enfermedades intersticiales.

Este dltimo punto atrae nuestra atencién sobre un problema crucial para el clinico:
establecer la fase y la actividad de la enfermedad en cada momento, de cara a tomar
decisiones terapéuticas racionales y, en lo posible, acercarse a una orientacién prondstica.

Volvemos pues, de nuevo, al concepto central de alveolitis como primera
manifestacion de enfermedad intersticial, independientemente del tipo o etiologia del proceso
(88,97). El procedimiento mds exacto para evaluar la inflamaci6n en el parénquima (alvéolo)
es indudablemente la biopsia abicrta pulmonar (BPA). Sin embargo, se trata de un
procedimiento invasivo, no todos los pacientes son biopsiados en esta fase, la biopsia abierta
raramente se realiza més de una vez cn el mismo paciente, la intensidad de la inflamacién en
una regién varia con el curso de la enfermedad y la terapéutica y, por ultimo, la
cuantificacién del nimero y los tipos de células efectoras en el material de biopsia s tedioso
y no siempre disponible de manera rutinaria.

Para integrar el concepto de alveolitis como un pardmetro dtil en la clinica practica
diaria, necesitamos métodos no invasivos que estimen el grado de inflamacién de forma fiable

y repetitiva. La introduccién hace unos afios y posterior desarrollo del BAL y la gammagrafia
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pulmonar con galio 67 (Ga 67) ha despertado grandes esperanzas en cuanto a sus aplicaciones
en el diagnéstico precoz y scguimiento de pacientes con EPID, en base a su poder
discriminativo en la caracterizacién del componente inflamatorio o alveolitis que precede al
establecimiento de FP. Por otra parte, la utilidad del BAL en el estudio de la patogenia de la

enfermedad parece incuestionable.
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1.6. GAMMAGRAFIA CON GALIO 67

Clasicamente utilizada en el estudio de las enfermedades neoproliferativas, la
gammagrafia toricica con citrato de Galio 67 (Ga 67) se ha aplicado posteriormente en la
evaluacion de procesos inflamatorios. En los dltimos afios, diferentes estudios han analizado
el papel de esta exploracién en la valoracién de las EPID, particularmente de la sarcoidosis
y FPI (75,98-100).

La sensibilidad del scanning de galio en las EPID se incrementa considerablemente
obteniendo imagenes diferidas 48 horas después de la inyeccion endovenosa (IV) de 4 a 6
mCi de Ga 67. Las imagenes del pulmén son generalmente obtenidas a las 6, 24 y 48 horas
de la administacion del isotopo (75,100). Otros autores realizan el registro gammagrafico a
las 48-72 horas de la inyeccion IV de 1'5-5 mCi (55'5-185 MBq) de citrato de Ga 67 (98).

Se han propuesto varios métodos de interpretacion de la captacion de Ga 67 (visual,
semicuantitativos, cuantitativos). La mayoria de estos indices comparan la captacién pulmonar
con la que se produce en partes blandas y en el higado, considerdndose a este dltimo como
6rgano "patrén” (101-106). La captacién de Ga 67 en los pulmones es normalmente menor
o similar a la de los tejidos blandos que los rodean y considerablemente menor que en el
higado, médula ésca o columna vertebral. De manera que, en individuos normales, el Ga 67
no es captado en cantidad suficiente por las estructuras alveolares para dar positividad,
mientras que en pacientes con EPID existe captacion patoldgica en amplias zonas del
parénquima en las que existe inflamacién (75,98-101).

El mecanismo por el cual el Ga 67 se deposita en las lesiones inflamatorias no es del
todo conocido. Tras la administacién IV del citrato Ga 67, un 1% se fija a los leucocitos y

el 99% restante se une a proteinas plasmaticas, especialmente a proteinas transportadoras de
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hierro, como transferrina, lactoferrina y ferritina, alcanzando el parénquima pulmonar. Una
vez alli, su captacién depende de una serie de factores como son el aumento del flujo
sanguineo pulmonar y de la permeabilidad capilar. El Ga 67 también ha sido detectado
incorporado a los leucocitos unido a la lactoferrina intraleucocitaria, asi como en los
macréfagos alveolares activados (98, 107 ,108). Parece, pues, que la acumulacién de Ga 67
en el pulmén de pacientes con EPID depende de 1a captaci6n del is6topo por células efectoras
activas dentro de las estructuras alveolares.

Haciendo una revisién critica de la literatura, la gammagrafia pulmonar con Ga 67
presenta una serie de ventajas e inconvenientes en la valoracién de la alveolitis en las EPID
(20). Los principales argumentos en favor de su utilizacién podemos sintetizarlos en los
siguientes puntos: (a) es, quizas, la técnica menos invasiva en el estudio de la alveolitis; (b)
permite una valoracién global de las estructuras afectadas (intra y extratoracicas); (c) es una
técnica repetitiva; (d) no comporta dosis altas de irradiacioén para el paciente; (e) al no
comprometer la funcién pulmonar, puede realizarse en aquellos enfermos que no retnan
criterios de seguridad para someterse a un BAL; y (f} puede realizarse en presencia de
inflamacién activa de las vias aéreas, no viéndose aparentemente alterada la captacion.

A pesar de todas estas ventajas, que hicieron que esta exploracién fuese considerada
hace unos afios uno de los métodos mas prometedores en la caracterizacién de la alveolitis,
la gammagrafia pulmonar con Ga 67 presenta importantes limitaciones que restringen su
utilidad clinica:

a) No disponibilidad de la técnica en diversos centros hospitalarios, como por
ejemplo en ¢l Hospital de la Princesa de Madrid, lo que supone remitir al
paciente a otro centro o centros de referencia que utilizan metodologias vy

criterios de interpretacion no siempre homogéneos.

29




b)

d)

Falta de especificidad. Un actimulo anormal de Ga 67 tiene lugar en los pulmones de
la mayoria de los pacientes con EPID, siendo esta captacién totalmente inespecifica
(75). Puede existir captacién pulmonar patolégica en distintas enfermedades
infecciosas (abscesos bacterianos, neumonia por Pneumocystis Carinii, infecciones por
citomegalovirus, tuberculosis pulmonar activa), neoplasias, toxicidad pulmonar por
drogas, lesiones post-radiacién, sindrome de distress respiratorio del adulto,
neumoconiosis, proteinosis alveolar, sarcoidosis, FPI y otras EPID (99-102, 109-117).
Falta de estandarizacién de la técnica. Impide establecer comparaciones entre estudios
realizados en diferentes centros. Todavia no estd bien establecido cudl es la dosis
Optima de Ga 67 que se¢ debe emplear y si debe ajustarse al peso del paciente.
Ademds, aunque se han demostrado los beneficios de utilizar una gammacamara,
diversos hospitales utilizan todavia un scanner (108).

Problemas y falta de homogeneidad en la interpretacion. Inicialmente, la valoracién
de la captacién pulmonar de Ga 67 era puramente visual y subjetiva. Posteriormente,
se han desarrollado nuevos métodos de cuantificacién como el indice de Ga 67 (indice
de medida semicuantitativo descrito por Line et al.) (101) y, mas recientemente,
métodos cuantitativos (procesamiento computadorizado de los datos obtenidos por
gammacdmara) (102-106). A pesar de ello, no existe una uniformidad de criterio en
cuanto a la interpretacion de resultados.

Existen numerosos trabajos que valoran la utilidad de la gammagrafia con citrato de

Ga 67 en las EPID, particularmente en la sarcoidosis y FPI.

En la sarcoidosis aguda y subaguda, la gammagrafia es mas sensible que la RT al

proporcionar una mayor informacién sobre la extensién y topografia de las lesiones

pulmonares y mediastinicas (98,99). El grado de captacién pulmonar se ha correlacionado con
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el nimero de linfocitos totales y de linfocitos T (LT) (118). Otros autores sefialan que la
acumulacién pulmonar de citrato de galio dependeria basicamente del nimero y estado de
activacién de los macrofagos alveolares (MA) (119-121). Estos estudios avalan que la
intensidad de la captaci6n en la sarcoidosis se correlaciona con la presencia de alveolitis
activa en muestras de biopsia 0 BAL (75). La existencia de captacion patolégica puede
también tener cierto valor pronGstico. Baughman et al. encuentran que el 61% de los
pacientes con sarcoidosis y scan de galio positivo tenian progresién de la enfermedad después
de dos anos (122).

Para cuantificar el acimulo del radiois6topo en el parénquima de los pacientes con
FPI, se ha desarrollado un indice semicuantitativo de Ga 67. Line et al. comparan hallazgos
morfol6gicos de biopsia puimonar en 22 enfermos con FPI (en los que incluyen S pacientes
con conectivopatias) con el indice de Ga 67. Este indice se correlacioné significativamente
con el grado de cclularidad intersticial y alveolar de las biopsias. En 17 enfermos a los que
se realizé BAL, el indice de Ga 67 se correlacioné con el porcentaje de neutréfilos y no con
otras poblaciones celulares (101), lo que puede deberse a la conocida avidez que tienen los
neutré6filos por este radiois6topo en las regiones donde se dan fendmenos inflamatorios (123).

En pacientes con enfermedad vascular del colageno un scan de Ga 67 anormal se ha
asociado a la presencia de disnea progresiva. En un trabajo reciente, 36 sujetos con diversas
enfermedades autoinmunes (incluyendo 18 AR) fueron estudiados con gammagrafia con Ga
67 y BAL, divididos en dos grupos en virtud de la presencia o no de disnea progresiva.
Diecisiete de los 20 pacientes con disnca progresiva mostraron captacién pulmonar patolégica
de Ga 67, hecho que no se objetivé en ninguno de los enfermos del otro grupo. El recuento
celular del BAL de los sujetos con disnea progresiva mostré un porcentaje de neutréfilos y

linfocitos significativamente mayor. De 19 pacientes con disnea progresiva tratados con
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prednisona a dosis de 40 mg/dia (con un seguimiento de al menos 18 meses), los que
presentaban neutrofilia en el BAL fallecieron todos, mientras que la mayoria de los enfermos
con linfocijtosis se estabilizaron o mejord significativamente su funcién pulmonar (124). Estos
datos coinciden con los hallazgos publicados por Rudd et al. en FPI (125). A diferencia del
BAL, el Ga 67 no fué datil para predecir ¢l pronéstico de los pacientes tratados con
corticosteroides. Por lo tanto, en estas series limitadas, el BAL y la gammagrafia parecen tests
complementarios en ¢l seguimiento de la enfermedad pulmonar intersticial.

Sin embargo, el scan de Ga 67 puede ser normal en presencia de EPID activa. Por el
contrario, la gammagrafia puede seguir siendo patolgica en pacientes con enfermedad
clinicamente inactiva. El significado de una captacién anormal persistente es, pues, dificil de
evaluar (75).

En los dltimos afios, y a pesar de la utilidad de la informacion que aporta, la
gammagrafia con Ga 67 ha ido perdiendo protagonismo en la prictica clinica en el estudio
y valoracién de la alveolitis de las EPID, fundamentalmente por su falta de especificidad y
las discrepancias existentes en la literatura. Nosotros pensamos que, una vez resueltos los
problemas de estandarizacion de la técnica, el Ga 67 puede ser un método complementario
del BAL y contribuir a un mejor entendimiento de la patogenia, permitiendo un mejor manejo

del paciente a lo largo de la evolucion de la enfermedad.




1.7. LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)

1.7.1. Consideraciones Generales

El BAL es una técnica sencilla y bien tolerada que ha hecho que el pulmoén sea "un
6rgano accesible”" al clinico. Como consecuencia de ello, el BAL ha tenido un tremendo
impacto en el conocimiento y manejo de las EPID. Su sencillez, tolerancia, minima
morbilidad y facil repetibilidad explican la amplitud del empleo del BAL como método de
estudio del pulm6n profundo (bronguiolos, alvéolos, intersticio) y la rapidez con que los
conocimientos obtenidos en trabajos de investigacién se han intentado aplicar a la prictica
clinica (126,127).

La técnica es sencilla, con pequefias variaciones metodoldgicas entre los distintos
grupos. El fibrobroncoscopio es enclavado en un bronquio segmentario o subsegmentario (del
16bulo medio o lingula en las neumopatias difusas y en la zona con mayor afectacién
radiolégica en las enfermedades localizadas), instildndose 100-300 ml de suero salino
isot6nico en alicuotas de 20-60 ml, mediante una jeringa de pléstico. Otros autores sugieren
realizar el BAL en 2-3 segmentos/subsegmentos distintos, argumentando una mayor
representatividad de la muestra en las enfermedades difusas. Tras la introduccién de cada
alicuota, se aspira manualmente con la misma jeringa 0 mediante aspiracion continua de poca
intensidad. El volumen de liquido recuperado corresponde generalmente al 40-70% del
instilado, y es colocado (tras la exclusién o no del obtenido en la primera alicuota, filtrado
a través de gasa estéril o no} en frascos de plastico o vidrio siliconado para su rédpido
procesamiento en el laboratorio (126-130).

En el liquido obtenido es posible analizar las poblaciones celulares y sustancias
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solubles (proteinas e inmunoglobulinas, enzimas, tipos de procoldgeno, fibronectina,
fosfolipidos, histamina, etc) presentes en la superficie epitelial alveolar. La precisa
cuantificacién de las sustancias solubles recuperadas por BAL es dificil, al no disponerse de
una referencia completamente satisfactoria que compense la dilucién que se produce en el
fluido alveolar por el relativo gran volumen de liquido instilado, y que refleje el origen
mucoso selectivamente, evitando la posibilidad de contaminacién por el plasma sanguineo.
La albiimina, debido a su bajo peso molecular (67.000 daltons) y su transferencia pasiva, es
el denominador de referencia mas comiinmente utilizado, pero sin que actualmente se puedan
dar recomendaciones al respecto (127-131).

En cuanto al andlisis citolégico, el nimero total de células se determina en una cdmara
de Neubauer y suele expresarse en células/ml. La féormula celular se realiza en preparaciones
obtenidas mediante citocentrifugacion, tefiidas con May—-Griinwald~Giemsa o Diff Quick; el
recuento porcentual se hace con microscopio 6ptico sobre un minimo de 300-400 células.
Pueden realizarse tinciones especiales diversas y procesar preparaciones para microscopia
electrénica fijando parte del liquido inicial del BAL en glutaraldehido. Por dltimo, el analisis
de subpoblaciones celulares, puede llevarse a cabo mediante anticuerpos monoclonales (AcM),
utilizando diferentes técnicas que mas adelante serdn comentadas (126-131).

La férmula celular normal, en sujetos sin enfermedad pulmonar, estd constituida por
una poblacién mayoritariamente de macréfagos alveolares (85-95%), linfocitos (<12%),
neutr6filos (<5%), eosindfilos (<1%) y mastocitos (<1%). En la tabla 6, adaptada de Castella
et al. (127) y Reynolds (129), se refleja el perfil celular obtenido en el BAL de la poblacién
sana.

Las contraindicaciones para la practica del BAL son escasas y su potencial relatividad

dependera de la valoracion riesgo/beneficio estimada a la hora de indicar la exploracién (tabla
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7) Ademds, en ciertos grupos de riesgo, deben tomarse ciertas precauciones (tabla 8). En
relacifn con este punto, un estudio de nuestro grupo en ¢l que se monitoriza la saturacién
arterial de O, con pulsioximetria (OHMEDA BIOX 37/40) durante la realizacion de 123
fibroncoscopias (FB) con y sin BAL, permite recomendar la administracién sistemética de O,
suplementario en pacientes sometidos a FB con BAL, especialmente si el liquido instilado
sobrepasa los 150ml (datos no publicados).

Las complicaciones del BAL son escasas y, en general, poco importantes y

autolimitadas (tabla 9) (131-137).
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TABLA 6

CELULARIDAD DEL BAL EN EL SUJETO NORMAL

n° total de células

10 x 10° - 20 x 10° por 100 ml’

Férmula celular
— Macrofagos 85 - 95%
— Linfocitos 5-12%
- Neutroéfilos menos del 5%
- Eosindfilos menos del 1%
- Basdfilos menos del 1%
— Células bronquiales menos del 2%
— Eritrocitos menos del 5%
Poblaci linfocitari

- Linfocitos T totales (CD3) 62 - 90%

- Linfocitos CD4 (+) 39 - 50%
- Linfocitos CD8 (+) 22 - 27%
~ Cociente CD4/CD8 1'4 - 1'8”
~ Células NK 5 ~10%
- Linfocitos B 5-10%
- No tipificables 5%

* hasta 5 veces mds en fumadores.
** puede estar invertido en fumadores.




TABLA 7

BAL: CONTRAINDICACIONES

- Falta de colaboraci6n o negativa del paciente.
- Insuficiencia ventilatoria obstructiva severa con FEV, inferior a
1 litro o al 50% del valor teorico.
- Pa CO, > 50 mmHg
- Pa 0, < 60 mmHg (refractaria)
- Saturacién de O, < 90% (refractaria)
- Enfermedad coronaria inestable.
- Insuficiencia cardiaca severa y/o anormalidades ECG significativas.
- T de protombina < 50%
- Cifra de plaquetas < 20.000 por ml.




TABLA 8

BAL: PRECAUCIONES EN GRUPOS DE RIESGO

A.— MEDIDAS ESPECIFICAS:

— Insuficiencia respiratoria: oxigenoterapia
- Arritmias / Cardiopatia: oxigenoterapia
- Hiperreactividad bronquial: broncodilatadores.

— Edad avanzada

Hepatopatia limitar dosis de anestésico
Nefropatia
- Trastomo de coagulacion: correccién previa

B.- MEDIDAS GENERALES:
— Premedicacion adecuada si es necesaria o aplicable.
— Monitorizacion continua de ECG y saturacién arterial de O,
— Oxigenoterapia suplementaria,
— Hospitalizacién y seguimiento estricto en las 24 h siguientes al BAL.

— Restricci6n del volumen de liquido instilado al minimo requerido.




TABLA 9

BAL: COMPLICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

Fiebre

Infiltrados radiograficos

Crepitantes

Funcién pulmonar

Broncoespasmo/Sibilancias
Respueta inflamatoria local
Integridad epitelial
Sangrado

Neumonia postbroncoscopia

Neumotoérax y enfisema

mediastinico

10-30% de los casos. Suele aparecer a las 4-6 horas de la
realizacién de la técnica y responder a antipiréticos (*).

< 10% de los casos. Suelen iniciarse en las primeras 4 h y
resolverse en 24-48 h. (*).

Pueden auscultarse en la zona en que se realiz6 el BAL en las
primeras 24 horas (*).

Descenso transitorio del FEV,, VC, PEF, P,0, (*) (+)
Pueden aparecer en pacientes hiperreactivos. Algunos estudios
senalan que el BAL no modifica la hiperreactividad bronquial.
Se ha descrito tras BAL un aumento transitorio de neutréfilos
en el tracto respiratorio inferior.

Descenso transitorio de la frecuencia del movimiento ciliar.
Insignificante, salvo trastornos muy severos de la coagulacién.
Incidencia estimada de 1 caso por mil. Debe descartarse si la
ficbre y los infiltrados persisten mas de 24-48 horas.

Excepcionales

(*) Su incidencia aumenta ¢n relacion al nimero de 16bulos lavados y el volumen de liquido

retenido.

(+) Especialmente en pacientes con bronconeumopatia subyacente.




1.7.2. Valor del lavado broncoalveolar en el diagnéstico y seguimiento de las
enfermedades pulmonares intersticiales difusas no infecciosas.

E! uso clinico del BAL en el diagnéstico y en la monitorizacién longitudinal de la
actividad del proceso en pacientes con EPID no es uninimemente aceptado en la actualidad.
De lo que no cabe duda es de sus grandes posibilidades como método de investigacion. Una
serie de aspectos basicos condicionan la aplicabilidad clinica del BAL: a)la necesidad de
estandarizar criterios técnicos y de procesamiento de las muestras entre los distintos grupos;
b) la disponibilidad de medios y de una infraestructura adecuada; ¢) la necesidad de estudios
a largo plazo de la morbimortalidad de las EPID y la importancia de que se realicen estudios
multicéntricos; d) la concienciacién acerca del hecho de que la aplicacién clinica del BAL en
las EPID depende de lo que le exijamos. Hoy en dia, parece evidente que la valoracion de
la alveolitis mediante la simple determinacién del porcentaje de células inflamatorias puede
ser una visién excesivamente simplista de! problema (126).

El deseo del clinico es que una mejor comprensién de la enfermedad y sus
mecanismos patogénicos conduzca a un mejor diagnéstico y estadiaje. Resulta, pues, necesario
retomar el pulso con vistas a establecer nuevas claves diagnésticas, nuevos marcadores para
el seguimiento de las EPID. En este sentido, las expectativas de cara al futuro se basan en una
serie de aspectos clave (20,126,138): a) una mejor caracterizacién de las subpoblaciones
celulares utilizando AcM para definir marcadores de superficie especificos; b) la creciente
utilizacién de ensayos funcionales; ) el desarrollo de la Biologia Molecular; d) el estudio de
citoquinas el ¢l BAL. Distintos trabajos demuestran la importancia de estas citoquinas en la
patogenia de las neumopatias intersticiales. Su determinacion en el BAL parece de interés en
el estudio de la actividad de estas enfermedades; €) la capacidad de facilitar el desarrollo de

nuevas estrategias de tratamiento en las EPID es otro importante papel potencial del BAL.
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Asi, por ejemplo, el uso racional de anti-citoquinas como agentes terapéuticos enlaza
claramente con el futuro (138).

Pero, ;jcudl es en la actualidad la utilidad clinica del BAL en el diagnéstico y
seguimiento de las EPID no infecciosas?.

En ciertas EPID, relativamente poco frecuentes, ¢l BAL puede evitar la necesidad de
realizar una biopsia pulmonar a cielo abierto, permitiendo establecer un diagnéstico
especifico:

- Histiocitosis X (HX) (granuloma cosinofilico o granulomatosis de células de Langerhans):
las células de Langerhans pueden identificarse al microscopio electrénico mediante la
demostracién de estructuras pentalaminares caracteristicas e¢n su citoplasma (granulos de
Birbeck) (139-141). Ademds, las células de la HX tienen la propiedad de reaccionar con el
AcM anti CD1 (OKT6) (142,143) o, de forma menos especifica, con anticuerpos policlonales
anti—proteina S—-100 (144-140).

- Proteinosis alveolar: el BAL puede confirmar su diagnéstico al evidenciar la presencia de
material proteindceo caracteristico PAS (+) y alcian blue (-). Ademés de valor diagnéstico,
el BAL es atil en el scguimicnto y una notable estrategia terapéutica en esta enfermedad
(147,148).

- Neoplasias pulmonares: el BAL puede aportar material que permita el diagnéstico citolégico
de malignidad en tumores primarios y metastasicos del pulm6n, aunque con una rentabilidad
variable dependiendo del tipo de tumor (129,149). En nuestra experiencia, ¢sta rentabilidad
se incrementa en las neoplasias pulmonares difusas (linfangitis carcinomatosa, carcinoma
bronquiolo-alveolar) (126), tal como ha sido reconocido por otros autores (150-153). El BAL
también puede ser til en el diagndstico de la afectaciOn pulmonar por hemopatias malignas

(enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemias, macroglobulinemia de
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Waldenstrém, mieloma y micosis fungoide) (149). Un problema comiin en el curso clinico
de pacientes inmunodeprimidos con enfermedades hematol6gicas malignas es la aparicién de
infiltrados pulmonares de etiologia dificil de precisar (infecciones, infiltracién por la
enfermedad de base, toxicidad por farmacos, hemorragia pulmonar). La BPA puede evitarse
con ¢l uso de la FB con BAL, asociado o no a otras técnicas (126).

Un capitulo en fase de desarrollo, aunque aiin no consolidado, es la determinacion de
marcadores tumorales en el fluido del BAL (154-156).
- Hemorragia alveolar: el BAL tienc una alta rentabilidad en el diagnéstico de estos
sindromes, demostrando la existencia de un nimero significativo de hemosideréfagos con
técnicas adecuadas (148,157-160). Una vez confirmado el diagndstico de hemorragia alveolar,
su origen debe ser determinado con las oportunas pruebas complementarias (148).
— Neumonitis eosinofilica: ¢l BAL es de gran valor en las enfermedades pulmonares
eosinofilicas, no s6lo en el diagndstico y el seguimiento de pacientes tratados, sino también
en el estudio de su patogenia. La mayor rentabilidad diagnéstica la alcanza, quizis, en la
neumonia eosinofilica crénica (NEC), en la que la coexistencia de eosinofilia significativa
en ¢l BAL y un cuadro clinico-radiolégico compatible, evita la practica de procedimientos
diagnoésticos mas agresivos (161-163). Ademas, la caracterizacién de las subpoblaciones de
eosinofilos a partir del gradiente de sedimentacién mostraria diferencias entre la NEC y otros
desordenes eosinofilicos, como el sindrome de Churg-Strauss, FPI y enfermedad pulmonar
inducida por drogas (164).
- Por altimo, el estudio del contenido lipidico de los macr6fagos alveolares puede ser de
utilidad en el diagnéstico de neumonia por aspiracion y el de neumonia lipoidea y embolismo
graso (165-167).

Dejando de lado aquellas situaciones en las que el BAL tiene valor diagn6stico, un




capitulo interesante es el de su aplicaci6n en ciertas enfermedades ocupacionales, como la
silicosis y la asbestosis, en las que permite un diagnéstico de exposicién (168). En este
campo, el empleo de técnicas microanaliticas se encuentra en fase de consolidacion (169,170).
Un comentario aparte merece la beriliosis, en la que los linfocitos del BAL proliferan al ser
estimulados con sales de berilio, lo que ciertos autores consideran diagnéstico de la
enfermedad (171)

A pesar de todo ello, en la mayoria de nuestros pacientes con EPID el valor
diagnéstico del BAL va a scr puramente orientativo, permitiendo "apoyar un diagn6stico
provisional ¢ sugerir una alternativa".

Los estudios iniciales de Reynolds demostraron que las poblaciones celulares
inflamatorias estdn aumentadas en el tracto respiratorio inferior de pacientes con EPID (172).
Estos trabajos fueron ampliados por distintos investigadores, particularmente por los grupos
de Turner-Warwick y Crystal, llevando al concepto de que la inflamacién alveolar es un
hecho comin en las EPID (173-175). Este concepto de alveolitis, atribuido por Crystal a
Fishman (176), ha sido ampliado para incluir distintos tipos de alveolitis (tabla 10). Hoy en
dia es cominmente aceptado que el BAL permite una estimacién objetiva y real tanto del
ntimero como de los diferentes tipos y subtipos celulares que constituyen la alveolitis (126).

Se pensé inicialmente que los distintos patrones de alveolitis podrian ser itiles en el
diagnéstico diferencial y caracterizacion de las EPID (177). Sin embargo, si bien determinadas
enfermedades pueden presentar tipos de alveolitis "caracteristicos”, puede existir una
variabilidad considerable dentro de una misma enfermedad, y distintas enfermedades pueden
mostrar patrones similares (131).

En la FPI, la alveolitis suele caracterizarse por una notable expansién y activacién de

la poblaci6én macrofdgica, junto con ncutrofilia y eosinofilia variables (172,173,178). La
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neutrofilia, sin embargo, no es un hallazgo absolutamente constante en la FPI y, en algunos
casos (10-17%) los linfocitos pueden estar incrementados porcentualmente y activados, lo
que se asocia a un mejor prondstico (125,173,179-181). El recuento diferencial celular puede
también tener valor en el manejo clinico de pacientes con FPI, prediciendo y monitorizando
la respuesta al tratamiento y ayudando en la seleccién de las drogas. Asi, los pacientes con
linfocitosis tienden a responder bien a altas dosis de prednisolona, mientras que los que
presentan eosinofilia no responden a esteroides, pero pueden mejorar si son tratados con
ciclofosfamida (178,181). De la misma manera, existen evidencias de que la ciclofosfamida
puede reducir la alvéolitis neutrofilica en pacientes con FPI (182,183), lo que puede conllevar
un mejor prondstico (173).

En las enfermedades vasculares del colageno (CVD) puede existir alveolitis en el
BAL, exista o no EPID manifiesta. La EPID asociada a CVD no difiere sustancialmente de
la FPI. La mayor utilidad clinica del BAL en estas enfermedades se ha relacionado con el
manejo de la afectacién intersticial aguda y el diagnéstico de complicaciones infecciosas. Los
pacientes con linfocitosis en el BAL presentan mejor respuesta al tratamiento esteroideo y
mejor prondstico (184, 185).

No existe ninguna caracteristica diagndstica individual de sarcoidosis en el BAL,
aunque la coexistencia de Ilinfocitosis con un cociente CD4/CD8 > 3'5 y el marcaje
experimental de macrofagos que expresan el fenotipo RFD1+/RFD7+ > 25%, hace el
diagn6stico muy probable (186). El aumento del porcentaje de linfocitos a expensas de
linfocitos T (LT) y el incremento del cociente CD4/CD8 son mds evidentes en los estadios
0, I y II de la enfermedad (127). La valoracién de este cociente CD4/CD8 mediante AcM
puede tener valor discriminativo (tabla 11). En una serie de 126 pacientes, un ratio CD4/CD8

> 3'5 fue especifico de sarcoidosis activa en el 93% de los casos (187, 188). En cuanto a la
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alveolitis linfocitaria, algunos autores diferencian entre alveolitis de alta intensidad (més del
28% de linfocitos) y de baja intensidad (menos del 28%), teniendo la primera un peor
significado pronéstico si no sc iniciaba tratamiento esteroideo (118,189), pero ello no ha sido
confirmado por otros estudios. En el curso de la evolucidn, ya sea espontdneamente o como
consecuencia del tratamiento, es frecuente observar una tendencia a la dismininucién de la
linfocitosis y una normalizaci6n del cociente CD4/CD8. En los casos que progresan a fibrosis
(generalmente, estadio radiolégico III) puede existir un incremento de neutréfilos en el BAL
(190). EI estudio de factores solubles en el BAL de pacientes con sarcoidosis ha mostrado
niveles elevados de la enzima conversora de la angiotensina (ECA) (191), fibronectina (192),
factor activador de plasminégeno (193), 4cido hialurénico (194), interleuquina-1 (IL-1) (195)
y péptido del procolageno tipo III (PCP) (196,197). Se ha objetivado también una liberacion
incrementada de interleuquina—2 (IL-2) ¢ interferén gamma (IF-gamma) por las c€lulas del
BAL (198,199). No obstante, muchos de estos hallazgos se han observado también en otras
patologias y existen problemas metodolégicos en cuanto a la proteina de referencia utilizada
para cuantificar sus valores. De todas las sustancias estudiadas, los niveles de ECA y PCP
parecen ser lo de mayor utilidad en la valoracién de la actividad y el prondstico de la
enfermedad (186). El BAL tambicn afiade otras caracteristicas pronésticas en estos pacientes,
como puede ser una desproporcién elevada del CD4/CD8, la presencia de neutrofilia o bien
de mastocitos, marcadores todos ellos de fibrosis ¢ indicadores de mala evolucidn. Por dltimo,
la monitorizacién de la respuesta terapeiitica a los esteroides por medio del andlisis del BAL
supone un "sistema de deteccién precoz”, en relacién a los medios habituales de seguimiento
(186).

La alveolitis alérgica extrinseca (AAE) o neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una

enfermedad pulmonar intersticial asociada a una exposicién repetida a diferentes polvos
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organicos inhalados, rclacionadé con alergenos ocupacionales. Distintos. fenémenos
inmunol6gicos juegan un papel esencial en la iniciacién y mantenimiento de esta enfermedad
a cuyo conocimiento ha contribuido notablemente la informacién facilitada por el estudio
inmunocitolégico del BAL (200,201). Desde el punto de vista clinico, el BAL tiene la ventaja
de ser ¢l método mds sensible en la deteccién de la alveolitis en sujetos con AAE, por encima
de la radiologia, las precipitinas y las PFR (202). Fuera de la fase aguda, el perfil celular del
BAL en la AAE sec caracteriza por una alveolitis linfocitaria, en ocasiones muy llamativa
(linfocitosis del 60-70%) (127), a expensas de un incremento de los LT CD8 (+), lo que
conlleva que el cociente CD4/CD8 esté disminuido o invertido (203-206). Ampliando el
estudio fenotipico, e incluyendo en él marcadores asociados a células natural killer (NK), la
alveolitis linfocitaria en enfermos con AAE esta caracteristicamente definida por células con
el fenotipo CD3(+)/ CD8(+)/ CD56(+)/ CD57(+)/ CD16(~). Este hallazgo en el BAL es
altamente sugestivo, y quizas exclusivo, de la NH (202, 207). También se ha descrito que el
nimero de células T que expresan HLA-DR, VLA-1 y y/6 estd incrementado en el BAL de
estos pacientes (208-211). Se ha observado asimismo un aumento de la concentracion de las
inmunoglobulinas IgG, IgM ¢ IgA en ¢l BAL de sujetos con NH (172, 212). Por dltimo, es
posible que las concentraciones de hialuronato y PCP tipo III en el BAL tengan utilidad en
la monitorizacién de la enfermedad (202).

La neumonitis inducida por farmacos se expresa en el BAL de forma distinta
dependiendo del agente quimico implicado (tabla 12). Si bien los mecanismos que conducen
al dafio pulmonar secundario a drogas son en gran parte desconocidos, se asume que, bien por
un efecto téxico directo ¢ efectos indirectos del fairmaco sobre las células inflamatorias, se
produce inflamacién alveolar que se manifiesta generalmente por neumontiis con mayor o

menor grado de alveolitis fibrosante (213). El BAL revela habitualmente un incremento del
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nimero total de células. Se observa una alveolitis linfoc‘:itica en cerca del 60% de los
pacientes, mientras que la alveolitis neutrofilica o mixta es menos frecuente. La alveolitis
cosinofilica pura sélo se ve en raras ocasiones. El inmunofenotipo de los linfocitos muestra
un marcado aumento de las células CD8+ con un cociente CD4/CD8 disminuido (< 0'S) en
la mayoria de los casos, aunque en la alveolitis inducida por metotrexate existen datos
contradictorios (214-216). En general, los hallazgos del BAL son poco especificos para el
diagndstico definitivo de enfermedad pulmonar yatrogénica; sin embargo, el BAL es
importante para eliminar otros posibles diagnésticos y analizar los mecanismos subyacentes
de la enfermedad. Ademds, lavados seriados, cuando muestran una evolucién tipica de
alveolitis después de la retirada de la droga, pueden tener un importante valor retrospectivo
para el diagnéstico (217). Por otra parte, el hallazgo de vacuolas lipidicas en los macréfagos,
con un perfil cromatogrifico similar al aceite mineral de laxantes o gotas nasales, es muy
sugestivo de neumonia lipoidea (218). De la misma manera, la presencia de tesaurismosis
(grandes inclusiones lamelares de naturaleza fosfolipidica, sobretodo en macréfagos

alveolares) junto con linfocitosis, es muy sugestiva de toxicidad por amiodarona (217).
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TABLA 10

ANALISIS CELULAR DEL BAL

AUMENTO DE NEUTROFILOS

FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA

ASBESTOSIS PULMONAR

HISTIOCITOSIS X

N. INTERSTICIAL POR FARMACOS

FIBROSIS PULMONAR FAMILIAR l
SARCOIDOSIS

AUMENTQ DE LINFOCITOS
SARCOIDOSIS

ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA
BERILIOSIS

TALCOSIS

NEUMONITIS POR IRRADIACION

N. INTERSTICIAL POR FARMACOS
FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA
FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA

AUMENTO DE EOSINOFILOS
EOSINOFILIA PULMONAR
FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA
FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA
ASBESTOSIS PULMONAR

AUMENTQ DE MASTOCITOS
ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA
ASBESTOSIS PULMONAR
SARCOIDOSIS

FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA
FIBROSIS PULMONAR ASOCIADA




TABLA 11
BAL: COCIENTE CD4/CD8 EN LA
ALVEOLITIS LINFOCITICA

CD4/CD8 AUMENTADO
SARCOIDOSIS

BERILIOSIS

ASBESTOSIS
ENFERMEDAD DE CROHN
ARTRITIS REUMATOIDE

CD4/CD8 DISMINUIDO

ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA
SILICOSIS

N. INTERSTICIAL POR FARMACOS
BOOP

SIDA

CD4/CD8 NORMAL
TUBERCULOSIS
LINFANGITIS




TABLA 12

PRINCIPALES FARMACOS IMPLICADOS EN LOS DIFERENTES TIPOS

DE ALVEOLITIS

ALVEOLITIS LINFOCITICA:

ALVEOLITIS NEUTROFILICA:

ALVEOLITIS EOSINOFILICA:

ALVEOLITIS HEMORRAGICA:

Metotrexate
Azatioprina
Ciclofosfamida
Sales de oro
Busulfan
Bleomicina
Nitrofurantoina
Sulfasalazina

Amiodarona

Bleomicina

Busulfan

Nitrofurantoina
Penicilina/Ampicilina
Sulfasalazina
Tetraciclina
Bleomicina

Cotrimazol

Penicilamina

Accites minerales




1.7.3. Lavado broncoalveolar en la Artritis Reumatoide.

El BAL es un (til instrumento ¢n la deteccién precoz de la neumopatia intersticial en
la AR y juega un importante papel en el estudio y comprensibn de los cambios
fisiopatol6gicos que tienen lugar en el espacio alvéolo-intersticial en estos pacientes (20).

Los procesos inflamatorios que acontecen en €l pulmo6n de muchos enfermos con AR
u otras CVD pueden evolucionar al desarrollo de una EPID similar a la observada en la FPL.
No obstante, pueden observarse cambios inmunol6gicos en el BAL sugestivos de alveolitis
tanto en pacientes con CVD y enfermedad pulmonar manifiesta como en aquellos que no
presentan clinica respiratoria y cuya RT es normal, apoyando la presencia en estos ultimos
de una "alveolitis subclinica" subyacente (184). En estos casos, las anormalidades del BAL
(sistema de detecci6n precoz de la EPID incipiente) son mas frecuentes en pacientes con
enfermedad extrapulmonar activa y severa (185).

Los sujetos con AR y enfermedad pulmonar clinica (en base a criterios clinico-
radiolégico-funcionales) suelen mostrar ¢n el BAL una alveolitis caracterizada por un
incremento de la poblacién macrofagica y la presencia de neutrofilia. Por el contrario, los
pacientes con AR sin aparente afectacion pulmonar presentan con frecuencia linfocitosis en
el BAL (14, 16, 63, 184, 185, 219-223). Un patr6n similar es observado en enfermos con
sindrome de Sjogren primario, mientras que la necutrofilia asociada a linfocitosis con
expansién de la poblacién CD8+ es el hallazgo mds comin en el sindrome de Sjogren
secundario (185, 224, 225).

Diferentes estudios mediante BAL han analizado el perfil celular, los factores solubles
y los mediadores liberados por los macréfagos alveolares en pacientes con AR, con y sin
EPID asociada (184). Los hallazgos mas significativos se reflejan en la tabla 13.

Cabe destacar una serie de datos que podrian relacionarse bien con la presencia de
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alveolitis subclinica, bien con enfermedad pulmonar establecida en pacientes con AR. Asi, por

ejemplo;

el nivel de histamina en el liquido del BAL estd significativamente aumentado en
pacientes con AR, ecspecialmente en lo que tienen enfermedad pulmonar
parenquimatosa activa, en relacién a controles (226).

un marcado incremento, no sélo de neutréfilos, sino también de colagenasa tipo I
activa de origen neutrofilico, ha sido hallado en el BAL de sujetos con AR y EPID
asociada (227).

Gilligan et al. demostraron que los pacientes con EPID establecida tienen, ademas de
neutrofilia, una mayor concentracion de procoligeno tipo III N terminal y colagenasa
¢n el BAL que los controles y los sujetos con enfermedad incipiente (223).

los macréfagos alveolares de pacientes con AR sin EPID detectable liberan cantidades
aumentadas de anién super6xido, fibronectina y factor quimiotactico de neutréfilos.
El aumento de ani6n superéxido se correlaciond con el porcentaje de neutrdfilos en
el BAL (222).

la produccién de factor alfa de necrosis tumoral (TNF-o) por los macr6fagos
alveolares estd incrementada en pacientes con AR con y sin EPID; por el contrario,
no se detecté actividad incrementada de IL~1f en los sobrenadantes en relacién a
controles (228, 229). Es destacable también que los enfermos con AR y EPID
establecida presentaban un marcado aumento de inmunocomplejos en el BAL (229).

Estos y otros ejemplos son expresivos del indudable potencial del BAL en el

esclarecimiento de los mecanismos patogénicos que conducen al desarrollo de neumopatia

intersticial en la AR. Por el contrario, €l papel clinico del BAL en el diagnéstico y

seguimiento de la EPID reumatoidea no ha sido establecido.
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TABLA 13

HALLAZGOS DEL LAVADO BRONCOALVEOLAR EN ARTRITIS REUMATOIDE

AR SIN EPID AR CON EPID
CELULARIDAD
Neutréfilos N Aumentados
Linfocitos Aumentados N
Cociente CD4/CD8 Aumentado N
Células 5-9 (+) i ? Aumentadas
COMPONENTES SOLUBLES
IgM Aumentada Aumentada
Inmuno-complejos N Aumentados
Factores quimiotdcticos de neutréfilos (+) (++)
Colagenasa (+) (++)
Actividad de clastasa PMN (-) (+) pacientes no tratados
Mieloperoxidasa (+) (++)
Histamina N Aumentada
Activador del plasmindgeno Aumentado N
Actividad procoagulante N Aumentada
Fibrinopéptido A Aumentado Aumentado
MEDIADORES DERIVADOS DE MA
Radicales libres Aumentados Aumentados
Factor quimotéctico de
neutrofilos Aumentado Aumentado
Fibronectina Aumentada Aumentada
TNF-alfa Aumentado Aumentado
IL-1 N N

EPID: enfermedad pulmonar intersticial difusa; PMN: polimorfonuclear; MA: macréfago

alveolar; TNF: factor de necrosis tumoral; IL-1: interleuquina 1.




1.8 HALLAZGOS HISTOLOGICOS

El diagnostico especifico y definitivo de las enfermedades intersticiales crénicas
requiere en muchas ocasiones el estudio histolégico del parénquima pulmonar. Si no se realiza
el diagnéstico en base a la evaluacién clinica y los métodos no invasivos disponibles, deben
obtencrse muestras de tejido para su estudio anatotomopatolégico. En series extensas se ha
estimado que del 30 al 40% de los pacientes requerirdn biopsia pulmonar de algin tipo para
el establecimiento del diagnéstico (230,231).

Existen distintos tipos de biopsia del parénquima pulmonar. Alguno de ellos, como la
toma de muestras a través del broncoscopio rigido y la biopsia percutdnea por puncién, han
sido abandonados y no deben aplicarse para el diagnéstico de infiltrados difusos
parenquimatosos (130).

La biopsia transbronquial (BTB) a través del fibrobroncoscopio flexible permite
obtener muestras de pared bronquial y del parénquima pulmonar que alcanzan hasta los 2-
Smm, por lo que se pueden apreciar lesiones bronquiales e intraalveolares. Se considera el
primer procedimiento diagnéstico agresivo cn pacientes con EPID, a menudo combinado con
¢l BAL en el mismo acto cndoscépico. La rentabilidad diagnédstica de la BTB e¢s alta en
algunas neumopatias difusas no infecciosas como la sarcoidosis y la linfangitis carcinomatosa,
pero en la mayoria de las EPID, y concretamente en la asociada a AR, es poco sensible y
especifica. Hallazgos inespecificos en las muestras obtenidad por BTB se encuentran en el
31-59% de los casos de EPID en que sc realizé (232,233). El tamaiio de la muestra, el
nimero de alvéolos obtenidos y el nimero de tomas realizadas, representan pardmetros
histopatolégicos y metodolégicos que pueden ser usados para evaluar la rentabilidad
diagnéstica de la BTB (234). La BTB no es rentable para subclasificar las diferentes

neumonias intersticiales, pues ¢llo requerird una toma de mayor tamano tisular (232). A pesar
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de todo ello, dada la escasa agresividad y yatrogenia de la técnica, su prdctica es norma
habitual para la mayoria de los grupos. Las complicaciones de la BTB son escasas:
neumotérax (menos del 5%) y hemorragia (1~9%). Sus contraindicaciones incluyen bullas,
ampollas subpleurales, hipertensién pulmonar manifiesta, fallo respiratorio, ventilacion
mecénica, trastorno severo de la coagulacién y falta de colaboracién del paciente (232,233).

La biopsia pulmonar abierta (BPA) o biopsia pulmonar en cufia por toracotomia tiene
un gran rendimiento en las enfermedades pulmonares difusas, tanto agudas como de larga
evolucién (130). Se considera el método ideal en la valoraci6n, diagnéstico y clasificacién de
estos procesos (232). La rentabilidad diagnéstica de la BPA en mas de 2200 pacientes de
series combinadas oscil6 entre el 92 y el 100% (231). Es un procedimiento seguro, incluso
en pacientes en mala situacién. La mortalidad de la BPA en series combinadas fue menor del
1'8% y la mayoria de las muertes fucron debidas a enfermedad pulmonar subyacente como
hipertensién pulmonar severa y neoplasia terminal (230,231).

Las ventajas de realizar BPA cn pacientes con FP son las siguientes: a) permite excluir
definitivamente otros posibles diagnésticos; b) ofrece informacién pronéstica; ¢) justifica el
empleo de tratamientos agresivos durante largos periodos de tiempo en aquellos enfermos que,
en base a los hallazgos histolégicos, pueden responder (235). A pesar de ello, la BPA es un
procedimiento agresivo, puede estar contraindicado en ciertos grupos de riesgo, generalmente
cuando se realiza se hace en una sola ocasién a lo largo de la evolucién de la enfermedad,
y es dificil precisar el momento adecuado en que debe llevarse a cabo (20). La pregunta,
pues, sigue flotando en el aire: ;| cudndo y en qué pacientes debe realizarse BPA?. La
respuesta a esta cuestién no es uniforme y depende de los protocolos de referencia de los
distintos grupos.

En ]a EPID establecida asociada a AR el patrén histolégico mas comiin es la
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neumonitis intersticial usual (UIP), de evolucién progresiva y severa. Cambios tempranos
incluyen la infiltracién perivascular, peribronquiolar e intersticial por linfocitos con algunas
células plasmiticas y macréfagos. Cuando la enfermedad avanza, puede aparecer extensa
fibrosis y distorsién de los septos alveolares que pueden evolucionar a pulmén en panal (74).
Si bien la mayoria de las veces los hallazgos histopatolégicos no son especificos, ciertos
hechos la diferencian de la FPI. Estos hallazgos abarcan la presencia de un infiltrado
linfocitico prominente e hiperplasia linfoide con foliculos germinales adyacentes a los vasos
y vias aéreas (74). No obstante, la presencia de n6dulos reumatoides en el pulmén es,
posiblemente, la inica lesién histol6gica especifica de AR (236). Llama la atenci6n el escaso
ndmero de trabajos ¢n la literatura sobre los hallazgos histopatoldgicos de la neumopatia
intersticial reumatoidea. El mas interesante de ellos es el realizado por Yousem et al., que
presentan la histopatologia de 40 BPA en pacientes con AR y enfermedad pulmonar activa,
observando un amplio espectro de cambios morfol6gicos que conllevan diferente pronéstico
y que les permite distinguir cinco patrones histol6gicos mayores en el pulmén reumatoide

(236) (tabla 14).
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TABLA 14

BIOPSIA PULMONAR EN AR

. N6dulos reumatoides pulmonares

. Neumonia intersticial usual (UIP)

. Bronquiolitis obliterante con neumonia organizativa
. Hiperplasia linfoide

. Neumonia intersticial celular (CIP)

= Y B

. Otros (DIP, reacci6én granulomatosa sarcoidea, infiltrados

eosindfilos, angeitis).

(Yousem, Colby, Carrington. Am Rev Respir Dis, 1985)




1.9 TRATAMIENTOQ

El tratamiento de la EPID/FP asociada a AR no difiere en principio, del que se
establece para la FPIL. La respuesta a esteroides, valorada por pardmetros clinicos a las 4-8
semanas, es similar en los enfermos con FP reumatoidea (43%) que en los que presentan FPI
(54%). El porcentaje de fallecimientos a los 5 aflos de seguimiento es también semejante: 54
y 52%, respectivamente, en la serie de Turner~Warwick (69).

El objetivo fundamental del tratamiento consiste en suprimir la alveolitis y evitar la
progresién de la enfermedad. Antes de considerar los diferentes tratamientos propuestos,
conviene puntualizar una serie de hechos: a) la FP establecida es priacticamente intratable,
pero la inflamacidn tisular aguda perifibrética puede, a menudo, suprimirse con esteroides
(237); b) la terapéutica debe continuarse tanto tiempo como la enfermedad pulmonar esté
activa (237); c) en el pulmén adulto normal existen aproximadamente 300 millones de
alvedlos. La EPI en fase inicial presenta conjuntamente alve6los normales, afectados de
"alveolitis”, y alve6los con evidencia de deterioro y fibrosis. Segin avanza la enfermedad, lé
proporcién de estos ultimos aumenta y esto refuerza lo sefialado en los dos apartados
anteriores (123); d) las alteraciones en los métodos habituales de valoracién de la enfermedad
(clinica, RT, PFR) nos hablan de lo que "ya ha sucedido” en el pulmdn, es decir, progresién
de alveolitis a fibrosis. Si estos pardmetros de valoracién no mejoran con el tratamiento
impuesto no significa que no esté siendo beneficioso, ya que pucde estar actuando previniendo
grados mayores de deterioro (175).

Estos razonamicntos han llevado a los investigadores clinicos a buscar métodos fiables
que traduzcan la eficacia terapéutica y nos permitan indicar la duracién del tratamiento. La

gammagrafia con Ga 67 y el BAL son, en la actualidad, los procedimientos mas estudiados
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en este sentido.

Algunos autores, inclluso, han sugerido que el nimero de neutréfilos desciende después
de la administracion de dosis elevadas de esteroides por via intravenosa (238). El mecanismo
de accién de los esteroides en la FP no se conoce con exactitud, aunque podria estar
relacionado con la supresién de la migracién de neutréfilos y linfocitos al parénquima
pulmonar y con la disminucién de inmunocomplejos circulantes y locales. Otros mecanismos
podrian ser su efecto sobre la funcién de los macréfagos alveolares, fundamentalmente la
inhibicién de la liberacidon de factores quimiotacticos, asi como la disminucién de la
adherencia de los neutréfilos a las superficies endoteliales (239).

La dosis aceptada de corticosteroides (prednisona 6 6-metil prednisolona) es de 1
mg/kg/dia por via oral y toma dnica matutina durante 6 semanas, con un descenso de 2,5
mg/scmana hasta llegar a una dosis de mantenimiento de 0.25mg/kg/dia (123,239). Con esta
pauta existe una respuesta favorable en aproximadamente el 44% de los pacientes; sin
embargo, la mejoria es muchas veces temporal (238). Una vez alcanzada la dosis de
0,25mg/kg/dia, se debe modificar ésta de acuerdo con la clinica y las PFR, procurando
mantener al paciente con la dosis minima necesaria, que generalmente oscila entre 5-10
mg/dia o a dias alternos (239). Existe escasa experiencia con la administracién de otros
corticoides como el deflazacort.

La falta de respuesta clinica a los esteroides indicaria la necesidad de administracién
de otros farmacos, solos o asociados a los primeros. Por desgracia, no existen aidn series
amplias en las que basamos para establecer preferencias.

Scott y Bacon describen su experiencia con metotrexate en 2 pacientes aislados.
Demuestran mejoria basiandose en datos clinicos, radioldgicos y de las PFR. La dosis que

emplean es de 20 y 40 mg/semana por via intramuscular y en uno de los enfermos se
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administré conjuntamente 10 mg de prednisona/dia (22). La D~penicilamina se mostré eficaz
en 3 enfermos con AR y EPID asociada; sin embargo 2 de ¢llos tuvieron que suspenderla por
efectos secundarios. Otros 9 pacientes no respondieron a esta droga (22). La azatioprina, que
ha demostrado su eficacia relativa en la neumonitis intersticial difusa (240), ha resultado util
en un caso de EPID asociada a AR, a dosis de 100 mg/dia (22). Una paciente con escasa
respuesta a esteroides y que desarroll6 fiebre, niuseas y vémitos cuando se le administré
azatioprina, obtuvo mejoria con ciclofosfamida a dosis aproximadas a los 100 mg/dia (240).
La influencia de la ciclofosfamida y de los esteroides en el tratamiento de la EPID ha sido
considerada en un trabajo reciente con un seguimiento longitudinal de hasta 4 afos. Los
pacientes con buena respuesta terapéutica adquirian recuentos celulares normales en ¢l BAL.
Por contra, los que no respondian mostraban elevacion persistente de neutréfilos y eosindfilos
(238).

La ciclosporina, que ha demostrado su efecto "in vitro" inhibiendo la produccién de
ciertas linfoquinas derivadas de linfocitos T y que tiene actividad frente a macréfagos y
fibroblastos, ha sido ensayada con resultados aceptables en ratones con FP inducida (240).

La eficacia de otros farmacos, como colchicina, ribavirina y ciertos antiinflamatorios
no esteroideos, no ha sido establecida (239).

Existen una serie de medidas complementarias como la prevencién y el tratamiento
de procesos pulmonares intercurrentes, la oxigenoterapia cuando estd indicada y el tratamiento
de la hipertension pulmonar y cor pulmonale crénico en fascs avanzadas de la enfermedad.

Por ltimo, el trasplante pulmonar constituye, sin duda, una posibilidad terapéutica de
gran importancia para los pacientes con FP. No obstante, sus indicaciones en la EPID

asociada a AR no han sido establecidas.
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2. PATOGENIA

21. MECANISMOS PATOGENICOS QUE CONDUCEN AL DESARROLLO DE

FIBROSIS PULMONAR.

El desarrollo de FP es probablemente la consecuencia de la actuacién de varios agentes
lesivos sobre el pulm6n. Se caracteriza por el acimulo de coldgeno en la matriz extracelular
de este 6rgano. Los estudios con animales de experimentacidn, a los que se les ha inducido
FP con bleomicina, han establecido que el exceso de coldgeno depositado es secundario a un
aumento de su sintesis (241,242). Actualmente sabemos que la cantidad de coldgeno
sintetizado estd regulada por factores estimuladores ¢ inhibidores y que su desequilibrio
conduce al establecimiento de FP (243). Los fibroblastos, sintetizan procolageno de tipo I 'y
I1I, que son precursores de la mayoria del coldgeno del intersticio pulmonar (244).

En biopsias pulmonares obtenidas de pacientes con FP, los fibroblastos tienen
aumentado su reticulo endopladsmico y por inmunofluorescencia se ha observado que presentan
abundante procoldgeno intracelular (243). Sin embargo, las causas por las que se produce esta
activacién y proliferacidén de fibroblastos todavia no estdn suficientemente aclaradas, aunque
se han descrito una seric de factores que son capaces "in vitro" de inducir estos fenémenos.

La mayoria de los autores coinciden en sefialar el importante papel que realizan los
macréfagos alveolares (MA) como células colaboradoras en la produccion de fibrosis. En
general, se acepta que los MA actian como células efectoras sobre el fibroblasto,
influenciando en su proliferacién y en la sintesis del colageno (245-248). Los MA, por otra
parte, son importantes como células presentadoras de antigeno al linfocito T, activdndolo
(249-251), y como células responsables de la fagocitosis local de particulas y

microorganismos que nos invaden a través de la via aérea (252,253). Ademas, se ha

61




reconocido al MA como una fuente importante de citoquinas.

En la figura 1 se representa un esquema patogénico de produccién de FP, basado en
el de Roschmann (22), y ligeramente modificado por nosotros. La mayoria de los pasos que
en él se representan han sido demostrados "in vitro" con células procedentes del BAL de
pacientes con FPI, pero se acepta que el mecanismo patogénico de esta entidad es
basicamente similar al de otras FP, incluida la que se asocia a AR.

Los MA actuarian como células presentadoras de un antigeno desconocido al linfocito
T al que activan ¢ inducen a elaborar productos solubles, entre los que se encuentran factores
de crecimiento y diferenciaci6n de linfocitos B. Datos preliminares de nuestro grupo avalan
esta activacién celular T, pues son células portadoras en su superficie de moléculas
relacionadas con activacién (254). Nos llamé la atencién el escaso porcentaje de linfocitos
T, obtenidos del BAL de pacientes con AR y EPID, que son positivos para marcadores
directamente implicados en proliferacién, como los receptores para IL-2 y transferrina (254).
La escasa proliferacién observada en estas células T también se ha referido en cultivo mixto;
los MA son menos eficaces para promover la proliferacién T que los monocitos autélogos de
sangre periférica (255). El mecanismo por ¢l que se reclutan linfocitos en el intersticio y
subsecuentemente en el alvéolo se desconoce, aunque se piensa que obedece a algin estimulo
quimiotéctico que los atrac y los "ancla" por medio de moléculas de superficie (homing
receptors) (250).

Los linfocitos B pulmonares se encuentran en proporciones similares cuando se
comparan pacientes con FPI y sujetos sanos (257). Sin embargo, el nimero de estas células
que secretan inmunoglobulinas, particularmente IgG, estd aumentado (258), y en el BAL de
sujetos con FPI se han encontrado niveles elevados de IgG (172). No obstante, en pacientes

con AR con y sin enfermedad pulmonar intersticial se han hallado en el liquido procedente
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del BAL niveles elevados de IgM (14). La activaci6n y subsiguiente diferenciacién de células
B a células B productoras de anticuerpos probablemente esté mediada por linfoquinas
elaboradas por el linfocito T activado.

Las inmunoglobulinas producidas localmente se combinarian con antigenos para formar
complejos inmunes a nivel pulmonar. Esto es importante, porque se considera que la FP
idiopdtica es una enfermedad localizada en el pulmén, més que una alteracidn sistémica
inmune que utiliza el pulmén como 6rgano diana (175).

Se desconoce frente a qué estin dirigidas las inmunoglobulinas producidas, pero
existen datos que hacen sospechar que es contra componentes de la pared alveolar que
reconocen como antigenos. En este sentido, hay autores que piensan que se trata del coldgeno
tipo I que se halla aumentado considerablemente en estos pacientes (175). Se han encontrado
depésitos de inmunoglobulinas y complemento en las paredes alveolares y en el liquido
procedente del BAL de pacientes con fibrosis intersticial (259).

Los complejos inmunes producidos estimulan a los MA para, a su vez, producir
factores solubles (22,175). Se ha observado que estas células, procedentes de enfermos con
FPI, tienen sus receptores para la porcion Fc de la IgG y para la fraccion C3b del
complemento ocupados, y csto indicaria la existencia de complejos inmunes en su superficie
(175,260). También sc ha demostrado c¢n estos enfermos por inmunofluorescencia, IgG en el
citoplasma de los MA, lo que sugicre que estas células han fagocitado complejos de IgG
(175).

Siguiendo el esquema de la figura 1, los MA activados por los inmunocomplejos
elaboran factor quimiotéctico para los neutréfilos (FQN), que recluta neutréfilos procedentes
de la sangre. Este factor también es quimiotictico para monocitos y eosin6filos (261). Esto

hace pensar que los MA contribuyen notablemente a la formacion de la alveolitis neutrofilica
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y eosinofilica.

Sin embargo, otros factores derivados del MA se han implicado en la patogenia de la
FP. Martinet et al (262) han demostrado que los MA activados liberan un producto similar
al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Este polipéptido tiene accion
mitogénica sobre células de origen mesenquimal y posee actividad quimiotictica para
fibroblastos, neutr6filos y monocitos. Es ademas capaz de inducir la formacién de anién
superéxido y de estimular la adhesién y agregacién celular y liberaciéon de enzimas
lisosomales de los neutréfilos y monocitos. El PDGF es igualmente capaz de estimular a los
fibroblastos a que liberen colagenasa. Todos estos hechos indican que esta proteina contribuye
al dafio del epitelio alveolar, al colapso septal y al acimulo de exudados en el alvéolo que
son caracteristicos de la FP (262,263).

Por otra parte, los MA, una vez cstimulados, son también capaces de elaborar
fibronectina, factor de crecimiento derivado de macréfagos e interleuquina-1 (IL-1)
(175,195,246,264,265). Todos estos factores son amplificadores de la poblacién de
fibroblastos y han sido sobre todo estudiados en sarcoidosis y FPI. La IL-1, ademds de ser
esencial en la activacién y proliferacion T y tener otras muchas propiedades, se produce
abundantemente cuando sc¢ cultivan los MA con interferén gamma (IFNy). Los MA,
convenientemente estimulados, también son capaces de producir IFN alfa y gamma, y estas
citoquinas estimulan in vitro la proliferacion fibrobldstica (266,267).

Sin embargo, en la literatura existen hechos contradictorios. Algunos autores han
encontrado un factor soluble sintetizado por los MA que inhibe la produccidn de coldgeno por
los fibroblastos (245,268). Este factor estimularia la produccién de prostaglandina E2
endbgena por el fibroblasto y aumentaria el AMP_ intracelular, dando como resultado la

supresion de la produccién de coldgeno. Posteriormente se ha visto que este polipéptido esta
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mayoritariamente elaborado por una subpoblacién de MA mas densos y pequefios, que fue
obtenida in vitro por gradientes de Percoll (245). Es probable que en el pulmén, y
seguramente en otros lugares, exista un equilibrio entre subpoblaciones de macréfagos.
Cualquier agente que sea capaz de romperlo podrd predisponer al huésped a padecer fibrosis.

Los neutréfilos reclutados también son capaces de dafiar a los componentes de la pared
alveolar liberando proteasas (268). El deficit de inhibidores de proteasas que se ha encontrado
en pacientes con AR y EPID/FP asociada contribuye alin mas al establecimiento de fibrosis
en el pulmén (249-251).

Si el esquema tedrico expuesto en la figura 1 es real y la secuencia de acontecimientos
sucede en el orden establecido, tal vez nos podamos explicar el porqué responden mejor al
tratamiento con esteroides los enfermos que presentan alveolitis linfocitica. Cuando en el BAL
obtenemos muestras con aumento de neutréfilos y/o eosindfilos, se estd estableciendo
localmente fibrosis y esto podria justificar la escasa respuesta a farmacos que se ha

comentado en otros apartados de este trabajo.
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Figura 1. Esquema patogénico simplificado de la neumopatia intersticial asociada a AR.
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Los linfocitos T (LT) desempeiian un papel central en los mecanismos de acci6én y
control de la respuesta inmune. Por otra parte, las observaciones realizadas en ¢l sistema
inmune humano y en otros sistemas animales modelo han puesto de manifiesto la existencia
de un conjunto de interacciones entre los diferentes tipos de linfocitos y otras células del
sistema inmune. La identificacién y posterior caracterizacién de las moléculas de la membrana
de los LT constituyen la primera etapa para comprender y dilucidar sus mecanismos efectores.
En estos estudios, los anticuerpos monoclonales (AcM) frente a estructuras de la membrana
celular son reactivos de uso imprescindible. Durante los dltimos afios se han obtenido un gran
nimero de AcM que reconocen antigenos (Ag) de la membrana de los LT. También se han
identificado estructuras moleculares que sc expresan en los LT después de ser estimulados por
antigenos o mitégenos. Se han descubierto varios mecanismos moleculares a través de los que
los LT pueden ser activados. Los AcM frente a antigenos de activacién han servido como
marcadores para detectar la existencia de poblaciones activadas en ciertos procesos
patolégicos del sistema inmune.

Los precursores inmaduros de las células T se diferencian en una serie de
subpoblaciones celulares funcionalmente especializadas que circulan y se localizan en los
6rganos linfoides periféricos. Estas subpoblaciones estin constituidas por un ndmero
indeterminado de clones, cada uno de los cuales es capaz de reconocer selectivamente un tipo
de determinante antigénico. Los LT responden al antigeno uUnicamente cuando éste es
presentado sobre la membrana de otra célula, asociado a moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (CPH), denominandose a este fen6meno "restriccién". La interaccién de
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la célula T con el complejo Ag/CPH se establece por medio de estructuras heterodiméricas
y polimérficas, distribuidas clonalmente, que se denominan genéricamente "receptores para
antigenos". Estas glicoproteinas se¢ encuentran ancladas a la membrana plasmética en
asociacién con otras cadenas monomorficas, denominada CD3, formando un complejo
multimolecular. El complejo CD3 incluye cinco tipos de polipéptidos, designados alfa, delta,
epsilon, teta y eta. Estas estructuras son esenciales para la expresién de los TcR, asi como
para la transmisién de sefiales de activacion al LT.

Las células T maduras se dividen en subpoblaciones especializadas en funciones de
cooperacién y actividad citotéxica/supresora. Las subpoblaciones de LT citotéxicos (Tc) y de
LT cooperadores (Th) presentan la particularidad de reconocer el antigeno asociado, de
manera preferente aunque no exclusiva, a moléculas del CPH de clase I y II, respectivamente.
Esta restriccion se correlaciona con la expresién en la membrana de las glicoproteinas CD4
y CD8, siendo las células CD4+ restringidas por moléculas de clase Il y las CD8+ por las de
clase I. La célula T tras interaccionar con el complejo bimolecular Ag/CPH en el
microambiente adecuado, experimenta una scrie de cambios metabdlicos que la capacitan para
mediar las funciones propias de la estirpe (sintesis de linfoquinas, cooperacién celular,
actividades citotéxica y supresora), asi como para dividirse. La divisién mitética de la célula
T se desencadena como consecuencia de la unién de la interleucina-2 (IL-2) con sus
receptores de membrana especificos (269), siendo ambas moléculas sintetizadas "de novo” tras
la estimulacién antigénica. La sintesis de IL2 estd mediada por linfocitos T CD4+,
requiriéndose para su produccién Optima la presencia de otra molécula soluble, la
interlenquina-1 (IL-1) (270). De las miiltiples actividades bioldgicas que hasta ahora se han
descrito de la IL-1, la mas relevante es su papel como primera seiial para que los LT

roduzcan IL-2 y otras linfoquinas que los hagan proliferar para actuar sobre los linfocitos
P Y q g P
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B y convertirse en células efectoras. A través de esta secuencia, ya ampliamente reconocida
in vitro, la IL-1 actuaria sobre un receptor especifico para ella en el LT previamente
activado (segunda sefal). La actuacién casi simultdnea de estas dos sefiales daria lugar a que
la célula T elabore IL-2 y exprese en su superficic la molécula receptora para esta dltima
glicoproteina (receptor para IL-2). Con la aparicién de esta tltima se produce la proliferacién
de células T que a su vez siguen produciendo IL-2 y otras linfoquinas como interferon-y
(271).

La IL-2 es una linfoquina que sintctizan subpoblaciones especializadas de LT
activados y cuya funcién es estimular la divisién mitética de los mismos(272). Para que esta
accién se lleve a cabo es necesario que la JL-2 se una especificamente a receptores de
membrana, los cuales son sintetizados “de novo" tras la estimulacién antigénica del LT
(273,274). El esquema mas aceptado para que se produzca este fendmeno divide al processo
en dos ctapas: una de activacién celular , seguida de una segunda fase de expansion
proliferativa de las poblaciones inicialmente activadas. En la primera fase, la interaccion de
las células T con el antigeno, ¢l cual es presentado por los monocitos/macrofagos, induce en
los LT la expresion de receptores para IL-2. También en esta primera fase la interaccion con
el antigeno induce a los macr6fagos a la produccién de IL-1, la cual actia a través de
receptores especificos en los LT (275). La accién de la IL1 es fundamental para que las
células T cooperadoras que han recibido la sefial antigénica produzcan IL-2. En una segunda
fase las células T activadas producen IL-2, que inducira la proliferacion de aquellos linfocitos
que expresen receptores para IL-2 En este esquema existen dos tipos diferentes de células T:
por un lado células T cooperadoras, CD4+, que produciran IL-2 y por otro, células T
supresoras/citotoxicas, CD8+, que también reconocen el antigeno y se van a expandir

convirtiéndose en células efectoras. La demostracién de la existencia de receptores especificos
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para IL-2 en la membrana de los LT se realiz6 inicialmente utilizando IL-2 radiomarcada
(275). Posteriormente, mediante AcM se han identificado dos glicoproteinas de 55 Kd y 75
Kd que constituyen el receptor de alta afinidad para IL-2 (r-IL-2) (276,277), y recientemente

se ha detectado una tercera subunidad (y) (278).

ANTIGENOS DE ACTIVACION DE LINFOCITOS T.

Se sabe que el proceso de activacién va acompaiado de un conjunto de cambios
fenotipicos y moleculares en la superficie de los LT, donde antigenos ya existentes cambian
cualitativa y cuantitativamente, apareciendo asimismo nuevas estructuras moleculares. Algunos
de los antigenos de nueva aparicién han sido identificados y se ha estudiado su cinética de
expresion en el proceso de activacién (279). Asi, se ha comprobado la existencia de antigenos
de aparicién muy temprana (antes de la sintesis de DNA) y, fundamentalmente, son receptores
de ligandos necesarios para el crecimiento celular. Entre ellos el receptor para IL-2, ya
mencionado (277,280); ¢l receptor para transferrina compuesto por un dimero de 200 Kd con
dos subunidades de 90 Kd (281,282); una estructura heterodimérica con glicoproteinas de 40
y 100 Kd, denominada 4F2, quc juega un papel como intercambiador Na'/Ca2" (283).
Recientemente se ha descrito un nuevo antigeno de activacién denominado CD69 o AIM
(284), del inglés "activation inducer molecule”, el cual se expresa muy precozmente tras la
activacién de células T con diferentes mitégenos como la fitohemaglutinina, ésteres de de
forbol o anti-CD3. La molécula CD69 tiene una estructura heterodimérica unida por puentes
disulfuro y formada por dos cadenas polipeptidicas de 33 y 27 Kd.La expresion del AIM
antecede a los otros antigenos de activacifn de aparicién temprana como el 4F2 y el r-IL-2.
Una vez que se produce la expresién de CD69 en la membrana celular, la union especifica

de un AcM desencadena una fuerte respuesta proliferativa de la célula en combinacién con
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ésteres de forbol. La activacién de los linfocitos a través de la molécula CD69 induce la
sintesis de IL-2 y de su receptor,inhibiéndose esta via de activacion por un AcM anti-r-IL-2.

Los antigenos dec aparicién temprana podrian estar implicados en el crecimiento
celular. De hecho, la aparicién del receptor para IL-2 es critica en este contexto , ya que su
expresién es regulada por la estimulacién antigénica (285) y es imprescindible para la
expansi6n clonal de los LT. Entre otras moléculas que se expresan mds tardiamente sobre la
superficie de la célula T activada cabe destacar: a) antigenos HLA de clase II (DR), cuyo
papel funcional en el proceso es todavia incierto y b) la integrina denominada VLA-1, (very
late activation antigen) formada por un heterodimero (CD49a/CD29) que constituye un
receptor para proteinas de matriz extracelular como coldgeno y laminina (286). Las moléculas
de activacion conocidas y otras moléculas alin no identificadas seguramente estadn implicadas
en diferentes etapas de la activacion de los LT, asi como en sus funciones efectoras
(receptores para citoquinas, cooperacioén con otros linfocitos y otros tipos celulares linfoides
o no linfoides, etc).

El estudio de las subpoblaciones linfocitarias en el BAL mediante el uso de AcM ha
sido esencial para establecer modelos de respuesta inmunoldgica en distintos procesos
patolégicos pulmonares. Basicamente existen dos tipos de técnicas para el anélisis con AcM:
- técnicas de inmunofluorescencia: directa (IFD), indirecta (IFI), citometria de flujo.
- técnicas inmunoenzimaticas: inmunoperoxidasa, inmunofosfatasa alcalina.

El citdmetro de flujo consiste esquematicamente en: a) fuente de laser; b) sistema de
flujo laminar en el que las cé€lulas interaccionan con el laser; c) serie de detectores y filtros
que permiten captar pardmetros variados (dispersién de la luz frontal y a 90%, fluorescencia);
d) amplificacién y conversién analégico-digital; €) informacién precisa y casi inmediata de

la poblacién celular estudiada (287).
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El estudio inmunoldgico de las muestras obtenidas mediante BAL puede resultar
complejo. Los factores que dificultan este tipo de andlisis son varios (288): a) gran diversidad
de Ags de diferenciacién leucocitaria; b) falta de especificidad en la expresién de muchos Ags
(la mayor parte de los Ags puecden ser coexpresados por mas de un tipo celular, lo que
dificulta el estudio de inmunofenotipo); ¢) desconocimiento de la significacién funcional de
algunos de los Ags identificados; d) falta alin por determinar cambios en la expresién de Ags
segun estadio madurativo y/o activacién funcional de las células, tanto de la serie linfoide
como de la linea monocitico-macrofigica, existentes en el tracto respiratorio inferior; ¢) falta
de estandarizacién del método mds adecuado de estudio inmunoldgico de las muestras del
BAL, lo que impide la comparacién de resultados entre laboratorios; f) falta ain por

establecer un panel standard de AcM aplicable al estudio de inmunofenotipo en la practica

habitual.




2.3 CITQOUINAS DEIL PULMON

Las citoquinas (CQ) son un grupo heterogéneo de moléculas polipeptidicas de bajo
peso molecular, producidas por una gran variedad de células, que regulan el crecimiento,
diferenciacién, migracién y funcién celulares. Ello hace que desempeiien un papel esencial
en la inflamaci6n y en la regulacién de la respuesta inmune y, por lo tanto, en la patogenia
de un gran nimero de procesos de base inmunol6gica, entre los que se encuentra la AR. Por
otra parte, en los Gltimos anos se han descrito diversas anti—citoquinas (reguladores endégenos
especificos de la actividad de distintas CQ), cuyo potencial terapéutico en ciertas
enfermedades inmunoinflamatorias ha sido destacado (289-292).

Cuando se habla de CQ en general, se engloba un amplio grupo de factores,
estructuralmente diferentes, conocidos también con otros términos como interleuquinas
(mediadores de comunicacién entre leucocitos), linfoquinas (secretadas primariamente por
linfocitos), monoquinas (sccretadas, inicial o ampliamente, por monocitos), interferones,
factores de crecimiento de células mesenquimales, factores estimuladores de colonias
mieloides, e intercrinas (tabla 15).

Sporn y Roberts comparan la red de CQ a un "“lenguaje complejo de sefalizacién
celular”, sugiriendo que la respucsta final de una célula diana estd determinada por los
distintos mensajes concurrentes recibidos en la superficie celular (293). Si esta comparacién
es valida, es logico pensar que las enfermedades inmunol6gicas pulmonares no son
consecuencia del déficit o sobreactividad de CQ aisladas, sino del efecto resuitante de
distintos mediadores inflamatorios y antiinflamatorios. Dicho de otra manera, una misma CQ
puede ejercer diferentes efectos dependiendo de su dosis, del estado de activacion y/o
maduracién de la célula diana y de la presencia o ausencia de otras CQ en el microambiente

celular. De ello se deduce que los acontecimientos inflamatorios en el pulmon u otros érganos
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son regulados por complejas redes y/o cascadas de CQ que estdn interactuando (294).

Las CQ son mediadores muy potentes que actian a concentraciones picomolares e
inician su accién a través de la interaccién con receptores celulares especificos de alta
afinidad en la superficie de las células diana, regulando los acontecimientos inmunol6gicos
y fisiol6gicos. La secrecién de CQ es un hecho breve y autolimitado, pudiendo actuar
localmente sobre la propia célula secretora (accién autocrina), sobre las células vecinas
(acci6n paracrina) o, incluso, sobre células a distancia de otros tejidos (accién endocrina). Por
otra parte, las CQ no s6lo son producidas por tipos celulares diversos, sino que actdan
también sobre una gran variedad de estirpes celulares (pleiotropismo). Ademds, sus efectos
son a menudo redundantes, pues varias CQ comparten acciones similares. Por dltimo, una CQ
induce, a menudo, la sintesis de otras CQ, dando lugar a "cascadas" en las que una segunda
o tercera CQ puede mediar algunas de las acciones biol6gicas de la primera (138,292,295).

Los sistemas de deteccién de CQ pueden, bdsicamente, ser encuadrados en tres grupos:

- Anilisis biolégicos. Detectan CQ biolégicamente activas en viﬁud de alguna accion
teéricamente especifica (proliferacién, produccion de otro factor, etc). Son sensibles, pero a
menudo inespecificos, dada la redundancia de acciones ya comentada.

~ Inmunoandlisis (RIA,ELISA). Buena sensibilidad y especificidad.

— Métodos de deteccién de RNAm de CQ (Northern blot, hibridacién "in situ”,
reaccion en cadena de la polimerasa—PCR-). Sensibles y especificos. Presentan la limitacion
de que la expresién de RNAm no supone necesariamente traduccién en cuanto a la proteina
(producto bioldgicamente activo).

De una manera global,las CQ se consideran en la actualidad mediadores-clave de la
inflamacién que también condicionan diferentes respuestas fisiol6gicas necesarias para el

mantenimiento de la homeostasis (138). El TNF-a y la IL-6, junto con la IL-1, IL-2 ¢ IL-8,
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son polipéptidos proinflamatorios que juegan un papel relevante en la respuesta inflamatoria
¢ inmune a nivel pulmonar.

La mayor fuente celular de TNF-c son los macréfagos activados, si bien otras células
como LT, células NK y mastocitos activados, pueden secretar también esta proteina. Sus
acciones proinflamatorias son las que merecen en la actualidad mayor interés, aunque fue
descubierto por sus efectos antineopldsico y catablico. De hecho es, junto con la IL-1, el
paradigma de CQ proinflamatoria, pudiendo actuar ambas de forma sinérgica. En realidad,
comparte muchas acciones bioldgicas con la IL-1, si exceptuamos las de activacién
linfocitaria. El TNF-a parece tener mayor potencial que la IL-1 para el déﬁo tisular. Es
quimiotactico para células inflamatorias y activa neutr6filos y células endoteliales. Estimula
el crecimiento de fibroblastos y la produccién de IL-6, IL-8, PGE,, IL-1a y colagenasa.
Existe una proteina relacionada, llamada linfotoxina o TNF-B, que es producida por LT
activados y que, a pesar de tener con el TNF-a s6lo una homologia aminoacidica del 32%,
sus productos protéicos se fijan al mismo receptor y causa efectos similares. No obstante, la
linfotoxina es sintetizada en general en mucho menor cantidad y usualmente actia como
factor paracrino local y no como mediador de daiio sistémico (289,294,296-299).

Existen dos inhibidores conocidos de TNF-a que son en realidad "receptores
solubles”, es decir, las regiones extracitoplasmaticas de los dos receptores celulares conocidos
de TNF-a (300,301).

El TNF-a es producido abundantemente por los macr6fagos de la sinovial reumatoide.
Se ha subrayado su importante papel patogénico en la artritis, lo que convierte a esta CQ en
un objetivo atractivo para tratar de bloquear su accién con fines terapéuticos (292,302,303).

Dentro de este contexto, un estudio reciente sefala que los macréfagos alveolares

obtenidos mediante BAL en enfermos con AR con y sin enfermedad pulmonar intersticial
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detectable, liberan espontdneamente amplias cantidades de TNF—a; por el contrario, no se
detect6 modificacién en la sintesis de IL-1 en los sobrenadantes (229).

La interleuquina 6 (IL-6) es una CQ pleiotr6pica, muchos de cuyos efectos se solapan
o son sinérgicos con los de la IL-1 y el TNF-«. Fue descrita inicialmente como un factor
inductor de multiples acciones (factor de crecimiento de plasmocitomas o de hibridomas,
factor estimulador de hepatocitos, factor estimulador de células B o interfer6n $-2). Hoy se
sabe que estimula la proliferacién de LT y la diferenciacién terminal de células B y que posee
acciones locales y sistémicas. Es, posiblemente, el mayor inductor de reactantes hepaticos de
fase aguda por los hepatocitos. Es producida por macréfagos, fibroblastos, células
endoteliales, linfocitos B y T y queratinacitos. Ciertas CQ (IL-1, TNF, PDGF), DNA y RNA
viricos, y endotoxina, pueden cstimular la producci6én de IL-6 (291,294,304-306).

La IL-6 parece jugar un papel central en la iniciacién y coordinacién de la respuesta
inflamatoria in vivo (294,3006).

Varios grupos han detectado IL-6 en la membrana sinovial de la AR (307,308).
Niveles elevados de esta CQ han sido documentados en el liquido sinovial de estos pacientes

(294,304), e incluso s¢ han correlacionado con la actividad de la enfermedad (294).
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TABLA 15 (A)

RELACION DE CITOQUINAS

INTERLEUQUINAS Accibn mas significativa

IL-1 i Mcdiador de inflamacién
Mitogenésis linfocitos T
Reaccion de fase aguda

IL-2 e Proliferacién de linfocitos T
| | D Hematopoyesis mieloide

[L-4 s Proliferaci6n de linfocitos B
IL-5 e Proliferacién de linfocitos B

Diferenciacién de eosinéfilos

[L-6 oo Proliferaci6n de linfocitos By T
Reacci6n de fase aguda

IL-7 i Proliferaci6n de linfos B y T inmaduros

IL-8 i Quimiotaxis de polimorfonucleares

IL-9 Proliferacién de linfocitos T inmaduros

IL-10 i, Inhibicién de la sintesis de citoquinas

IL-11 s Proliferacién de linfocitos B

IL-12 i, Proliferacién de linfocitos T

[L-13 s No definida. Informacién preliminar

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

TNF-a (caquectina) .......... Mediador de inflamacién

Necrosis tumoral
Reaccion de fase aguda

TNF-B (linfotoxina) ......... Similar a TNF-a
INTERFERONES

[FN-a e Inhibicién de la replicacién virica
[FN=B i Inhibicién de la replicacion virica

IFN=Y i, Activacién de macrofagos




TABLA 15 (B)

FACTOR ESTIMULADOR Accién mas significativa
DE COLONIAS

Macroféagicas (M—-CSF)
Granulociticas (G-CSF) Hemopoyesis mieloide
Granulocitico-Macrofagicas (GM-CSF)
Multiples (Multi—-CSF/IL-3)
FACTOR DE CRECIMIENTO DE
CELULAS MESENQUIMALES
Crecimiento derivado de plaquctas (PDGF)
Crecimiento epitelial (EGF)
Proliferacién de células

Transformador del crecimiento (TGE) mesenquimales

Crecimiento de fibroblastos (FGF/HBGF)

INTERCRINAS

Factor quimiotictico de neutréfilos
derivado de macréfagos (MDNCEF/IL-8)

Factor plaquetario 4 (PF4) Quimiotaxis de neutréfilos y otros leucocitos

Beta tromboglobulina (B-TG)
Proteina inducida por IFN-10 (IP10)




OBJETIVOS




El lavado broncoalveolar (BAL) puede contribuir de forma decisiva al estudio y
comprension de los acontecimientos fisiopatoldgicos que tienen lugar en el espacio alvéolo—
intersticial en pacientes con Artritis Reumatoide (AR) y enfermedad pulmonar intersticial
difusa (EPID) asociada. Dentro de este complejo escenario, los linfocitos T (LT) desempenian
un papel central en los mecanismos de accién y control de la respuesta inmune, y la
implicaci6n de ciertas citoquinas en la patogenia de la enfermedad parece relevante. En base

a estos argumentos, se han plantcado los siguientes objetivos:

1.- Analizar las caracteristicas clinico-cpidemiolégicas, datos biolégicos, radiolégicos, y
parametros de funci6n pulmonar, en pacientes con AR con y sin EPID asociada. Evaluar la

frecuencia y tipo de alveolitis asociada a AR mediante el estudio celular del BAL.

2.— Caracterizar fenotipicamente las poblaciones linfoides obtenidas por BAL en pacientes
con AR y EPID, mediante la utilizacién de AcM y analisis por citometria de flujo. Determinar
la presencia de marcadores de activacion en [infocitos del BAL y sangre periférica de sujetos

con AR y EPID, y de controles sanos.

3.- Valorar la produccién (espontanea e inducida por LPS) de TNF-a ¢ IL-6 por los

macréfagos alveolares de pacientes con AR y EPID asociada.

En funcién de los hallazgos obtenidos, tratar de establecer posibles conexiones con la

patogenia de la neumopatia intersticial reumatoidea.
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MATERIAL Y METODOS




1. CONSIDERACIONES GENERALES

1.1. PACIENTES ESTUDIADOS

Treinta y siete enfermos, 25 mujeres y 12 varones, con AR clésica o definida segiin
los criterios de la American Rheumatism Association (ARA) (309) (tabla 16) fueron
estudiados prospectivamente, en un periodo de tiempo comprendido entre los afos 1988 y
1992,

Los pacientes, con una cdad media de 58.3 afios (rango 36-75), procedian
mayoritariamente de la Seccién de Reumatologia del Hospital de la Princesa y todos
aceptaron su participacién en un protocolo comin, que fue aprobado por la Comisién de
Investigacién del Centro.

El tiempo de evolucién y actividad de la AR, hébito tabdquico, medicaciones recibidas
y la presencia de complicaciones extraarticulares, incluyendo sintomas y signos de enfermedad
pulmonar, fueron expresamente evaluados. Para el diagnostico de sindrome de Sjogren
secundario se utilizaron los criterios propuestos por Molina et al. (310) (tabla 17). Los
enfermos con antecendentes de enfermedad pulmonar obstructiva crénica, infeccion
respiratoria recurrente, o exposicidn profesional a polvos orgénicos o minerales fueron
previamente excluidos del estudio. Ningdn paciente fue estudiado dentro de las 6 semanas
siguientes a un episodio de infeccién respiratoria aguda.

La valoracién clinica se completé en todos los casos con la determinacién de
pardmetros analiticos, estudio radiogrifico del térax, pruebas funcionales respiratorias y
lavado broncoalveolar. Se realiz6 gammagrafia pulmonar con Ga 67 en 16 casos, utilizando
un andlisis semicuantivativo previamente descrito (101).

Los pacientes fueron dividos en dos grupos, segln la existencia 0 no de EPID
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asociada, en base a criterios radiol6gicos y/o de funcién pulmonar.

1.2. DATOS ANALITICOS.

En muestra sanguinea obtenida en cada paciente en el momento de su inclusién en el
estudio, se realizaron de forma sistemdtica las siguientes determinaciones: cifra de
hemoglobina, hematocrito, formula vy recuento leucocitarios, plaquetas, velocidad de
sedimentacién globular (VSG), titulo de factor reumatoide (FR), proteinograma e
inmunoelectroforesis (IgG, IgA, IgM), presencia de crioglobulinas, niveles de al-antitripsina,
y anticuerpos antinucleares (ANA).

Como método de deteccién de FR se utilizé la hemaglutinacién en porta por diluciones
seriadas del suero con hematies de carnero sensibilizados (Rheumaton ® test. Wampole Lab.
Cranbury, New Jersey), expresando los resultados semicuantitativamente. Se considerd
positivo un titulo > 1/20. La presencia de ANA se valord por técnica de inmunofluorescencia
indirecta en ¢l laboratorio de Inmunologia, aceptdndose como positivos titulos > 1/40. El resto

de pardmetros se obtuvicron mediante técnicas estandarizadas de rutina.

1.3. RADIOGRAFIA DE TORAX

La valoracién de la presencia o ausencia de datos radiolégicos de afectaci6n intersticial
en la radiografia de térax (RT) PA y L fue realizada por separado por un radidlogo y un
neumologo experimentados que desconocian los datos clinicos y complementarios de los
pacientes. La interpretacién fue discordante en 4 casos (10,8%), solicitindose en ellos el
informe de un segundo radidlogo. Para obviar esta discrepancia, eliminar factores subjetivos
de interpretacion, y mejorar la capacidad de resolucion, se incluy6 en el protocolo a partir de

enero de 1990, la préactica (complementaria a la RT convencional) de cortes de alta definicitn
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mediante TAC toracico (Toshiba. TCT-600 HQ), que se llev6 a cabo en 20 enfermos.

1.4. PRUEBAS FUNCIONALES RESPIRATORIAS.

Los volimenes y capacidades pulmonares, flujos espiratorios forzados, resistencia de
la via aérea (Raw) y curvas V/V fueron medidos con un body-pletismégrafo (Body Test; E.
Jaeger. Wiirzburg, Alemania), utilizdndose como valores de referencia los propuestos por la
ECSC (European Coal and Steel Community) (311). Se determin6 por single-breath la
capacidad de difusi6n del mondxido de carbono (DLCO) (Alveo-Diffusion Test; E. Jaeger),
empledndose como valores te6ricos los seiialados por Cotes (312). Se realiz6 también a todos
los pacientes gasometria arterial basal en reposo tras puncién en la arteria radial (Ph—blood
gas analizer. IL 1306 Instrumentation Laboratory. Mildn, Italia). Para el calculo del gradiente
alveoloarterial de 0, (AaPO,) se utiliz6 la ecuacién: AaPO, = PAO, - Pa0O,, siendo la PAO,
= PIO, - PaCO, x (FIO0, + [1-FIO,/R]), donde PIO, corresponde a la PO, inspirada, FIO, a
la fraccién inspiratoria de O, (aire ambiente: 0.21) y R al cociente respiratorio (VCO,/VO,).
Se siguieron las normas y recomendaciones establecidas por la Sociedad Espafiola de
Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) para el estudio de la funci6n pulmonar.

La definicién funcional de enfermedad pulmonar intersticial incluy0 una relacién
FEV,/FVC nomal (mayor del 70%) y la reduccion (menos dcl 80% de los valores tedricos)

de al menos dos de los siguientes parametros: TLC, FVC y DLCO.

1.5 LAVADQ BRONCOALVEOLAR.
El BAL fue realizado siempre por el mismo broncoscopista, salvo en el caso en que
éste fue sometido a la prueba, como integrante del grupo control. Tras premedicacién con

atropina subcutdnea y anestesia tOpica de hipofaringe y laringe con lidocaina 1%, el
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fibrobroncoscopio (Olympus BF-B3R) fue introducido en el arbol traqueobronquial. Se
administr6 oxigeno suplementario con sonda nasal a 4 /min a todos los sujetos y se utiliz6
un miximo de 8 ml de lidocaina como anestesia local durante el procedimiento. Tras la
exploracién rutinaria de ambos &rboles bronquiales, €l FB se enclavé ¢n uno de los
subsegmentarios del 16bulo medio, instildndose entre 150 y 300 ml de solucién salina
isot6nica en alicuotas de 50 ml, aspirdndose manual y suavemente después de la introduccién
de cada una. En todos los casos, el porcentaje global de liquido recuperado fue superior al
45%. El fluido obtenido fue filtrado a través de gasa estéril, mezclado, y llevado
inmediatamente al laboratorio para su andlisis. Se desechd el liquido obtenido en la primera
alicuota, tras ser cuantificado. El contaje celular total se realiz6 utilizando un hemocitémetro
(Coulter S plus IV/V D), anotindose la media de dos determinaciones. La viabilidad celular
fue evaluada mediante el test de azul trypan. El estudio de las diferentes poblaciones celulares
y sus porcentajes respectivos se establecié por microscopia 6ptica, tras coloracién de May-
Griinwald-Giemsa, identificandose un minimo de 400 células. En ningiin caso se observaron
células ciliadas y epiteliales escamosas, y la presencia de eritrocitos fue excepcional y siempre
inferior al 2%. El procedimiento fue en general bien tolerado y las complicaciones escasas.
En 4 enfermos con AR (10,8%) y 2 controles sanos (8,3%) se registré una pirexia transitoria
a las pocas horas de la realizacion de la prueba.

Se definié como alveolitis linfocitica, la existencia de un porcentaje de linfocitos en
el recuento diferencial del BAL mayor del 12%; si ¢l % de polimorfonucleares era mayor
del 5%, existia alveolitis neutrofilica (tabla 6). S6lo en 2 pacientes con AR y EPID asociada

se identificaron eosinéfilos.
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1.6 GRUPO CONTROL

El grupo control esta constituido por 24 voluntarios sanos (estudiantes, enfermeras y
médicos del Hospital de la Princesa) e incluia 12 no fumadores (NF) (6 varones y 6 mujeres;
edad media 25.3 aos; rango, 21-37 aios) y 12 fumadores (F) (7 varones y 5 mujeres; edad
media, 28.1 afios; rango, 21-36 afos). Los sujetos del grupo F fumaban cigarrillos
regularmente al ser incluidos en el estudio con una media de 1.2 = 0.1 paquetes/dia, llevaban
fumando 9.0 = 1.8 afios y consumido una media de 10.9 = 2.4 paquetes/aino. Todos aceptaron
voluntariamente su participacion en el protocolo.

Antes de ser incluidos en el mismo, fueron evaluados en base a la historia clinica,
exploraci6n fisica, radiografia de t6rax, espirometria (Spiro Analyzer ST-250. Fukuda Sangyo
Co, LTD), y analitica de rutina de sangre periférica. Una evaluacién normal de estos datos
debia acompaiarse de la ausencia de historia ocupacional en relacion con polvos o irritantes,
ausencia de mediacién, exposicién a animales domésticos, e infecciOn respiratoria durante las

6 semanas previas a la realizacion del BAL.

1.7 CLASIFICACION DE IL.A POBLACION ESTUDIADA.

Los pacientes con AR y controles fueron divididos en los siguientes grupos:
Grupo 1 (AR + EPID) (n = 15). Pacientes con AR y enfermedad pulmonar intersticial clinica.
Esta s¢ definié por la presencia de anormalidades radiogrificas en la RT PA y L (y/o
HRTAC) compatibles con patologia intersticial y/o un patrén restrictivo en los tests de
funcién pulmonar, en base a los criterios anteriormente expuestos. De los 15 enfermos, 2 eran
fumadores activos y 4 ex-fumadores que habian abandonado este habito al menos 12 meses

antes del estudio. La edad media era de 62.1 anos (rango 48-75).

86




Grupo 2 (AR - EPID) (n = 22). Pacientes con AR sin enfermedad pulmonar intersticial. De
los 22 pacientes encuadrados en este grupo, 15 eran no fumadores, 3 fumadores y 4 ex~
fumadores. La edad media era de 57.4 afios (rango, 36-75).

Grupo 3 (controles NF) (n = 12). Centroles sanos no fumadores.

Grupo 4 (controles F) (n = 12). Controles sanos fumadores.

Dada la diferencia de edad entre los pacientes con AR y controles sanos, se estableci6
un Grupo 5 (grupo misceldneo) (n = 8), con el objeto de analizar ciertas variables
seleccionadas en las que la edad podia ser un factor determinante. Este grupo esté constituido
por pacientes sin evidencia de enfermedad pulmonar difusa en los que se indic6
fibrobroncoscopia por diferentes motivos (hemoptisis autolimitada en 3 casos, nddulo
pulmonar solitario en 4, y derrame pleural izquierdo no filiado en 1), realizidndose ¢l BAL ¢n
el 16bulo medio o lingula del pulmén contralateral al afectado. Cinco eran no fumadores y

3 fumadores, 6 mujeres y 2 varones, con una cdad media de 58.1 afios (rango, 47-71).
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TABLA 17

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DEL SINDROME DE SJOGREN’

CRITERIOS MAYORES
1. Sintomas de xerostomia y xeroftalmia

2. Tumefaccidn recurrente de glandula par6tida

CRITERIOS MENORES

1. Prueba de Schirmer positiva (papel de filtro humedecido en
menos de Smm a los 5 minutos)

2. Exploracién ocular con rosa de Bengala patolégica

3. Biopsia de glandula salival accesoria patoldgica

"Debe cumplirse un criterio mayor y, al menos, uno de los
criterios menores.




2. ESTUDIO COMPARATIVO DE ANTIGENOS DE DIFERENCIACION
LEUCOCITARIA EN LINFOCITOS DE LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL) Y
SANGRE PERIFERICA (LSP) DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y

ENFERMEDAD PULMONAR INTERSTICIAL DIFUSA.

2.1. GRUPO DE ESTUDIO.

Se incluyeron en esta parte del trabajo los 15 pacientes del grupo 1 (AR + EPID),
cuyas caracteristicas han sido previamente descritas.

El grupo control esta constituido por 16 voluntarios sanos, pertenecientes a los grupos
3 y 4, de los cuales 8 eran no fumadores (4 varones y 4 mujeres; edad media, 24.6 afios;
rango, 21-35 afios) y 8 fumadores (6 varones y 2 mujeres; edad media 28.4 afos; rango, 21-
36 anos). Los 8 controles restantes no fueron incluidos al habérseles realizado el BAL
previamente a la optimizacién de la metodologia de estudio del inmunofenotipo de las
poblaciones linfocitarias del BAL y SP. Se incluyeron ademas 7 pacientes con AR sin

neumopatia intersticial asociada, pertenecientes al grupo 2 (AR — EPID), todos no fumadores.

2.2. SEPARACION DE LAS CELULAS Y ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA.

Se siguieron los pasos y metodologia ya publicados por nuestro grupo (313).

Las células mononucleares periféricas de pacientes y controles se obtuvieron por
centrifugacion de la sangre venosa heparinizada en un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque
(Pharmacia Fine Chemicals. Uppsala, Suecia).

Las muestras del BAL fueron concentradas por centrifugacién (10 minutos a 300 g),
resuspendidas en medio de cultivo RPMI 1640, y centrifugadas en gradientes de Ficoll-

Hypaque. Las células recuperadas se¢ lavaron 2 veces y fueron sometidas a un choque
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hipot6nico para lisar los eritrocitos residuales, mediante resuspensién de los sedimentos
celulares en agua destilada durante 15 segundos y dilucién posterior en RPMI 1640
suplemento con 10% de suero de ternera fetal (medio completo).

Posteriormente, las células se incubaron con medio completo durante 1 hora a 37°C
en placas de Petri. Las células no adheridas al pldstico fueron recuperadas, contadas en
cémara de Neubauer, distribuidas, y tefiidas por inmunofluorescencia indirecta (IFI), tal como
describicron previamente Aramburu et al. (314), con diferentes anticuerpos monoclonales
(AcM) (tabla 18), utilizando como segundo reactivo el fragmento F(ab"), de un antisuero de
cabra anti-IgG de ratén (Dakopatts, Dinamarca), marcado con fluoresceina.

El analisis fenotipico de las diferentes subpoblaciones celulares se realizé en un
citofluorimetro de flujo EPICS-C (Coulter Scientific. Harpeaden, Gran Bretaiia). La poblacién
linfoide se seleccion6 estableciendo una ventana en funcién de los pardmetros de dispersién
frontal de la luz (forward light scatter) (FLS)} y dispersion a 902 (90¢ LS), analizados en las
muestras de linfocitos de sangre periférica. En todos los casos, un AcM especifico para CD45
(antigeno comtn leucocitario) marcé mas del 95% de las células seleccionadas. Al menos 2
x 10° células fueron analizadas para cada marcador y las proporciones de células positivas se
calcularon sustrayendo el fondo de la fluorescencia de los controles negativos, que fucron
incubados con ¢l sobrenadante de mieloma P3X63. Se calculé para algunos marcadores la
intensidad de fluorescencia media (MFI) en escala lineal, expresada en unidades arbitrarias,

y sc analizaron las variaciones de la MFI en las muestras def BAL y LSP del mismo sujeto.
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3. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE TNF-a E IL-6 POR LOS MACROFAGOS
ALVEOLARES DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE Y ENFERMEDAD

PULMONAR INTERSTICIAL DIFUSA Y CONTROLES SANOS.

3.1. GRUPO_DE ESTUDIO

El estudio se llevé a cabo entre Febrero de 1991 y Diciembre de 1992 ¢ incluy6 a 8
pacientes del grupo 1 (AR + EPID) (6 mujeres y 2 varones; 7 no fumadores y 1 ex—fumador;
edad media, 59.3 afios) y controles sanos fumadores (F) (n = 6) y no fumadores (NF) (N =
6).

Los controles NF (4 mujeres y 2 varones) pertenecen al grupo 3 y su media de edad
es de 25.1 afios (rango, 21-35).

Los controles F (4 varones y 2 mujeres) forman parte del grupo 4, siendo su edad
media de 29.1 anos (rango, 22-36).

32. METODOLOGIA.

1.— BAL, segin técnica previamente descrita.

2.— Concentracién cclular mediante centrifugacién (10 minutos a 300 g), resuspensién en
RPMI-1640, y centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque.

3.— Adherencia al plastico de 10° células viables/pocillo en 1 ml de medio completo (RPMI
1640 + 10% en sucro de ternera fetal), durante 1 hora a 37°C y 5% de CO,.

4.— Recogida del sobrenadante y comprobacién de [a homogeneidad de la adherencia.

5.~ Incubacién por duplicado con medio completo, en presencia y ausencia de
lipopolisacérido bacteriano (LPS) (100 ng/ml) durante 24 horas a 37°C y 5% de CO,.

6.~ Recogida del sobrenadante a las 24 horas, centrifugacién y congelacion a —80°C.

7.— Deteccién de TNF-a e IL-6 por ELISA.
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3.3. ENSAYOQ DE TNF-a.

El TNF-o se analizé por una técnica de ELISA puesta a punto en el laboratorio de
Inmunologia, utilizando dos AcM especificos (9/17 y 10/18) suministrados por Laboratorios
Andrémaco, S.A.

A continuaci6n se describe el desarrollo de la técnica.

El AcM 9/17 (20 pg/ml) diluido en PBS (phosphate-buffered saline solution) se
adsorbe en placas de 96 micropocillos de fondo plano (Costar) (S0 ul/pocillo), incubando a
4°C durante 12-18 horas. Se lava (3x) con PBS y se incuba 1 hora a 37°C con leche en polvo
desnatada diluida al 1% en PBS. Después de tres lavados con PBS y leche en polvo al
0.05%, se incuban por duplicado durante 1 hora a 37°C cada una de las muestras (50

ul/pocillo) y las diluciones seriadas de una preparacién de TNF recombinante purificado como

patr6n, dejando varios pocillos como control negativo (blanco).

Las placas se lavan (3x) con 200 ul/pocillo de PBS y Tween-20 (Sigma) al 0.05%
(V/V). Se incuba 1 hora a temperatura ambiente con el AcM 10/18, previamente marcado con
biotina (Pierce) (0.1 pg/ml, S0 pl/pocillo) y diluido en PBS-Tween.

Se lava (4x) con PBS-Tween y se incuba 1 hora con avidina marcada con peroxidasa
(Pierce) (dilucién 1/1000 en PBS-Tween). Tras lavar (5x) con PBS-Tween, se afladen 50

ul/pocillo de una solucién tampén citrato—fosfato (pH=5) suplementada con ortofenil diamina

(OPD. Sigma) (0.4 mg/ml) y 4 ul de H,0, (30 vol). Se incuba durante 20 minutos y se para
la reaccién con SOH, 2N (50 ul/pocilio).

La densidad éptica (DO) se lee (LP400. Diagnostics Pasteur) aplicando un filtro de
492 mm. La curva patrén se representa en funcién de la DO obtenida para cada una de las
concentraciones conocidas de la dilucién de TNF-q, y las concentraciones de cada muestra

problema se estiman interpolando la DO correspondiente en la zona linear de la curva. El
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limite inferior de sensibilidad de esta técnica es de 50 pg/ml. En aquellos casos en los que
la elevada concentracién no permitié una interpolacién fiable, se procedié a repetir la
determinaci6én diluyendo la mucstra (1/10).

3.4. ENSAYO PARA IL-6

La deteccion de IL—6 se realizé en colaboracién con el Dr. Gijs Jochems, adscrito a
la Unidad de Biologia Molecular del Hospital de la Princesa, empleando la técnica de ELISA
descrita por Jochems et al. (325). Se resume a continuacién el protocolo aplicado, resaltindose
las diferencias con el ensayo anteriormente descrito para el TNF-a.

Las placas de ELISA se trataron adsorbiendo el AcM anti IL-6 (AcM 16) a una
concentracién de 1 pg/ml en PBS. La soluci6n de lavado utilizada fue PBS-Tween 0.02%.
La saturacién se realizé incubando con PBS-Tween suplementado con gelatina al 0.2%
(PTG) y afadiendo las muestras (100 pl/pocillo) o las diluciones de la IL-6 recombinante,
durante 12 horas a 4°C.

Tras lavar (5x) con PBS~Tween se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente con
un anticuerpo policlonal anti~IL-6 marcado con biotina y diluido en PTG. Después de lavar
(5x) se incub6 durante 30 minutos con estreptavidina marcada con peroxidasa (Dakopatts)
diluida al 1/1000 con PTG. Para amplificar, se¢ incub6 sucesivamente con una solucién de
biotina—tiramina (Sigma) en tamp6n fosfato SOmM (pH=8) y con estreptavidina-peroxidasa
(1/1000), intercalando los correspondicntes lavados (5x).

Finalmentc, se afiadi6 la soluci6n substrato preparada en tamp6n acctato sédico 0.11M
(pH = 5,5), 0.1 mg/ml de TMB (Merck) y H,0, al 3%, parando la reaccién con SO,H, 2N

y leyendo a 450 nm (LP400. Diagnostics Pasteur).
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4. ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de las caracteristicas clinicas y datos complementarios de los pacientes con
AR (grupos 1y 2) se realizé mediante el calculo de chi cuadrado (X?) con correci6n de Yates
(variables cualitativas) y con el test no paramétrico de Mann-Whitney (variables
cuantitativas), considerdndose no significativo cualquier valor de p superior a 0.05.

La celularidad, porcentaje de liquido recuperado y recuento diferencial celular del BAL
en los cinco grupos de estudio, se compararon entre todos ellos mediante el test de Mann~
Whitney con correccién de Bonferroni, previo andlisis global por ANOVA. Se consideré
estadisticamente significativo un valor de p corregido < 0.05.

Los datos del estudio de las poblaciénes y subpoblaciones linfoides en AR y controles
se presentan en tablas que expresan el porcentaje de células positivas ()-(:SD) para cada
marcador estudiado, tanto en BAL como en LSP. El andlisis estadistico incluy6 el test de
Wilcoxon en las comparaciones LSP/BAL y el test de Mann—Whitney cuando se compararon
LSP/LSP y BAL/BAL.

La produccién de TNF-a e IL-6 por los macr6fagos alveolares de pacientes con AR
y controles sanos F y NF se llevé a cabo, previo anélisis global entre los datos de los tres
grupos por ANOVA que justificdé comparaciones miltiples, mediante el test de Mann-
Whitney con correccién de Bonferroni. Un valor de p corregido < 0.05 fue considerado

significativo.
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RESULTADOS




DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES.

Segin la presencia o ausencia de anormalidades en la RT PA y L (y/o HRTAC)
compatibles con patologia intersticial y/o un patrén restrictivo en los tests de funcién
pulmonar, los 37 pacientes con AR fueron divididos en dos grupos. El grupo 1 esti
constituido por 15 enfermos con AR y EPID asociada, y el grupo 2 por 22 pacientes con AR
sin evidencia clinica de enfermedad pulmonar intersticial, en base a los criterios previamente
definidos,

Las caracteristicas clinicas de ambos grupos se reflejan en la tabla 19. No hubo
diferencias en cuanto a la edad, hébito tabdquico y tiempo de evolucién de la enfermedad. El
46.6 % de los pacientes del grupo 1 eran varones, frente a un 22.7% en el grupo 2, sin poder
demostrarse una influencia del sexo en la categorizacién de los mismos (p = 0.11).

El 86.6 % dc los enfermos del grupo 1 presentaban disnea de esfuerzo, mientras que
el 66.6% referian tos no productiva y un 13.3% dolor toracico. La exploracién fisica reveld
acropaquias en 6 de los 15 enfermos de este grupo, auscultdndose crepitantes de predominio
en bases en el 73.3%. La presencia de nédulos subcutancos o sindrome de Sjogren secundario
no se correlacion6 con la existencia o no de EPID asociada a AR (p = 0.56 y p = 0.83,
respectivamente).

Si bien todos los pacientes estaban siendo tratados con distintos esquemas terapéuticos
que incluian la utilizaciéon de antiinflamatorios no esteroideos, sales dc oro, penicilamina,
corticoides y/o inmunosupresores (tabla 20), no se observaron diferencias en cuanto al
tratamiento previo entre los grupos. Desde la puesta en marcha del protocolo en 1.988, hemos
podido observar 7 enfermos con AR y patologia pulmonar inducida por formacos, siguiendo

los criterios propuestos por Hakala (68). De los 7 pacientes, 4 habian sido tratados con oro,
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2 con penicilamina (uno de los cuales fue diagnosticado de BOOP en el estudio histol6gico

del pulmén) y 1 con metotrexate. Estos 7 casos fueron excluidos del presente estudio.

DATOS COMPLEMENTARIOS.

La valoraci6n de los resultados de diferentes parametros analiticos, técnicas de imagen
y datos de funcién pulmonar en los dos grupos de AR, se muestran en la tabla 21.

La existencia de EPID asociada se correlacioné con la presencia de titulos mds altos
de FR (p = 0.00039) y de una VSG miés elevada (p = 0.04). No hubo diferencias
significativas en cuanto a la positividad de los ANA ni en el resto de las determinaciones
realizadas en sangre periférica.

Sélo en 6 de los 15 enfermos del grupo 1 (40%) la RT PA y L mostr6 cambios
compatibles con neumopatia intersticial, aunque fue normal en todos los pacientes del grupo
2 (p = 0.005). Ello supone que la proporcién de enfermos con AR y RT normal que presentan
EPID objetivada por otros medios (prucbas funcionales respiratorias y/o HRTAC) es de 9/31
(29%) en nuestra serie. Por el contrario, la HRTAC fue significativamente mas sensible que
la RT, mostrando cambios intersticiales bilaterales, de predominio en cambos medios e
inferiores en el 90% de los casos del grupo 1 en que se realizé. En el caso restante, la
HRTAC torécica fue valorada como normal en un paciente con clara afectacién clinica y
funcional respiratoria.

La gammagrafifa pulmonar con Ga 67 se realizé a 16 enfermos, existiendo captacion
patoldgica del radiois6topo en 11 (8 del grupo 1 y 3 del grupo 2). En estos 16 casos, no se
pudo demostrar que la positividad del Ga67 discrimine sobre la presencia o no de EPID
(p=0.48), aunque puede ser util, y quizds complementario a otras técnicas, en la deteccién de

alveolitis subclinica (existia una captacién aumentada en 3/6 pacientes del grupo 2).
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Ei estudio de la funcién pulmonar demostré una reduccién de la FVC, TLC y DLCO,
asi como un aumento del AaPO,, estadisticamente significativos, en el grupo 1. Sélo 1
paciente de este grupo no cumplia criterios funcionales de EPID, siendo encuadrado en el

mismo en base a los hallazgos radiolégicos.

CELULARIDAD DEL TAVADO BRONCOALVEOLAR.

El andlisis celular del liquido obtenido mediante BAL se realiz6 en todos los sujetos
del grupo 1 (AR+EPID), grupo 2 (AR-EPID), grupo 3 (controles NF), grupo 4 (controles F)
y grupo 5 (miscelaneo), previamente definidos.

Al comparar el nimero de células x10%ml en los cinco grupos, se observé una gran
dispersion en los datos obtenidos. Los controles NF presentaban una menor celularidad (22.9
+ 7.1 x 10%ml) que cra estadisticamente significativa en relacién a los grupos 1,2 y 4. En el
grupo 1 se evidencié una tendencia a una mayor concentracién celular (44.9 = 13.6 x 10%ml)
que alcanz6 significacidn estadistica al compararta con la de los grupos 3 y 5 (p corregida <
0.05), pero no al hacerlo con los pacientes del grupo 2 y los controles fumadores.

El porcentaje de liquido obtenido y el recuento porcentual de las diferentes
poblaciones celulares obtenidas en los distintos grupos se detallan en la tabla 22.

La proporcién del fluido recuperado en el grupo 1 fue estadisticamente menor que en
los otros grupos. También se obtuvo un volumen porcentual menor en el grupo 2 en relacién
al grupo control no fumador. Los pacientes con AR con y sin EPID asociada presentaron un
menor recuento porcentual de macréfagos, en comparacién con las poblaciones control y
grupo misceldneo. De forma destacable, los enfermos del grupo 2 (AR-EPID) mostraron un
porcentaje de linfocitos (18.6 = 8.3) significativamente mayor que el del resto de los grupos

estudiados. Dieciseis de los 22 pacientes del grupo 2 (72'7%) presentaron linfocitosis (>
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12%) en el andlisis celular del BAL. En los controles NF se evidenci6 una mayor proporcién
de linfocitos (9.2 = 4.0) que en los sujetos sanos F (2.5 £ 1.2). Por 1ltimo, es de destacar que
los pacientes con AR y EPID asociada (grupo 1) mostraron en el recuento celular un
porcentaje de neutréfilos significativamente clevado (9.9 = 5.2) en comparacién con el resto
de los grupos. Diez de los 15 pacientes del grupo 1 (66'6%) presentaron neutrofilia (>5%)

en el BAL, asociada en 4 casos a linfocitosis (>12%).

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN LAVADO BRONCOALVEOI AR Y SANGRE
PERIFERICA.

El estudio fenotipico de las poblaciones linfoides del BAL y SP mediante AcM se
llev6 a cabo en los 15 pacientes con AR+EPID (grupo 1) y 16 controles sanos (8F y 8NF),
cuyas caracteristicas ya han sido seiialadas.

El anilisis comparativo de los resultados obtenidos sc detalla en las tablas 23,24 y 25.

No se observaron diferencias cntre las proporciones de linfocitos T y B en las
muestras del BAL y SP, tanto del grupo AR como del grupo control (tabla 23). Para cada par
de muestras, s¢ analizé la MFI de la expresion de CD3, y se calculd la relacion CD3 MFI-
LSP/CD3 MFI-BAL, que en todos los casos fue > 1, revelando que la densidad de la
expresioén del complejo receptor CD3/LT era menor en los LT del BAL. La expresion de los
antigenos asociados a células NK (CD16, CD56, CD57 y CD11b) fue significativamente
mayor en las muestras de SP, excepto ¢l porcentaje de células CD57 (+) de los pacientes con
AR que fue similar en LSP y BAL (tabla 24). Es destacable que la expresién de estos
marcadores asociados a NK estaba significativamente clevada en LSP del grupo AR en
relacién a controles, hecho que también se observé en ¢l BAL para CDS57 (tabla 24).

En lo que se refiere a la expresién de los marcadores de activacion estudiados (tabla
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25), las proporciones de linfocitos CD25 (+) y CD71 (+) fueron bajas tanto en ¢l BAL como
en SP, aunque la expresion de CD71 fue mayor en el BAL de controles y AR. El porcentaje
de células HLA-DR (+) estaba significativamente elevado en el BAL del grupo AR en
relacién a SP, hecho que no fue observado en controles. De la misma manera, ¢l nimero de
células VLA-1 (+) y CD69 (+) fue claramente mayor en las muestras del BAL de AR y
controles en comparacién con SP. La expresién del antigeno 4F2 también fue mayor en el
BAL, aunque en ¢l grupo AR no alcanzé significacién estadistica; la MFI de los linfocitos
4F2(+) fue también mas alta en el BAL que en SP. Cuando se compard la expresién de los
antigenos de activacion (CD25, CD71, CD69, 4F2, CD49a y HLA-DR) entre controles sanos
y pacientes con AR, observamos proporciones significativamente mayores de todos estos
marcadores (con la excepcion de CD25) en los pacientes con AR, tanto en BAL como en LSP
(tabla 25). La expresién comparativa de algunos de estos marcadores de activacion (CD69,
VLA-1 y HLA-DR) fue especialmente marcada en las muestras del BAL del grupo AR.
Estos resultados nos llamaron la atencién, lo que nos obligd a hacer un andlisis critico
de las posibles variables que podian influir en los mismos. Se considerd en primer lugar el
factor edad, ya que la edad media del grupo AR era de 62.1 afios y la de los controles
oscilaba entre los 21 y 36 afios. Para valorar la posible influencia de la diferencia de edad,
las muestras del BAL del grupo miscelaneo (n=8) (edad media, 58.1 aflos) fueron analizadas
para ciertos marcadores (CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD25, CD71, CD69, 4F2, VLA-1
y HLA-DR), confirméindose la existencia de un porcentaje de células positivas
significativamente mayor en el grupo AR en cuanto a la expresién de CD69, VLA-1 y HLA-
DR (p < 0.01), asi como de 4F2 (p < 0.05), en relaci6én al grupo miscelaneo. Ello nos
permitié descartar que los resultados obtenidos en el BAL del grupo AR estuviesen

condicionados por la diferencia de edad en relacién a los controles.
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La segunda variable que se analizd, y quc se consider6 a "priori” la mas importante,
fue la posible influencia del habito tabiquico. En efecto, mientras que en el grupo de
enfermos con AR+EPID (n=15) 9 eran NF, 2F y 4 ex-fumadores, en el grupo control (n=16)
8 eran F y 8 NF. Ello nos condujo a comparar las muestras del BAL y SP de los controles
F (n=8) y NF (n=8). Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 26,27 y 28. Los
controles F mostraron proporciones més altas de células CD8(+) y un nimero menor de
linfocitos CD4(+) en las muestras del BAL, en comparacién con LSP, lo que conllevé una
reduccion significativa del cociente CD4(+)/CD8(+). La distribucién de las subpoblaciones
CD4(+) y CD8(+) estaba también significativamente alterada cuando las ¢€lulas del BAL de
F se compararon con las de NF (tabla 26). Especialmente interesante nos parecié que, cuando
se compararon los datos obtenidos en las células del BAL de F y NF, el grupo NF mostr6
porcentajes significativamente mayores de células CDG9(+), 4F2(+) y HLA-DR(+). Estos
datos confirmaron que, efectivamente, el hdbito tabaquico influia de forma significativa en
la expresién de ciertos marcadorcs. Como consecuencia de ello, se repitié el estudio
estadistico comparando los resultados del grupo AR (n=15) con los controles NF (n=8). Este
analisis evidenci6 que, al comparar las muestras del BAL del grupo AR + EPID con las de
NF, se mantenia la significacidn estadistica para los marcadores CD69 (82.4x7.8 frente a
63.2+14.0), VLA-1 (55.7+14.2 frente a 32.2+11.2) y HLA-DR (44.2=18.4 frente a 20.2+8.8),
no existiendo diferencias significativas en cuanto a la expresion de 4F2 (82.1+14.0 frente a
77.6x10.1). Por ¢! contrario, el andlisis comparativo de la expresion de antigenos de
activacion celular en linfocitos del BAL de controles NF y pacientes NF con AR sin EPID

asociada (n=7) no evidenci6 diferencias estadisticamente significativas.
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PRODUCCION DE TNF-a E [I.-6 POR LOS MACROFAGOQOS ALVEOLARES.

El estudio sc realiz6 en 8 pacientes con AR + EPID (7 NF y 1 ex—fumador) y
controles sanos NF (n=6) y F (n=6).

Se evalu6 la produccién espontanea e inducida por LPS (100 ng/ml) de TNF-a e IL-6
por los MA, mediante las técnicas de ELISA anteriormente descritas.

Los resultados obtenidos se reflejan en las tablas 29 y 30.

Tanto la liberacién espontdnea como la inducida de TNF-a por los MA del grupo AR
estaba significativamente incrementada en relacién a controles F y NF (p corregida < 0.01)
(tabla 29). Al comparar los datos de controles sanos F y NF se observé una clara tendencia
a una mayor produccién de TNF-co en las muestras incubadas con LPS en el grupe NF (41.9
+ 10.9 ng/ml), aunque no alcanz6 significacién estadistica en relacién a F (23.0 = 6.8 ng/ml),
probablemente por el ndmero limitado de casos analizados.

Los MA estimulados con LPS de los pacientes con AR + EPID liberaron también
cantidades incrementadas de [L-6 cn relacién a controles F (p < 0.01) y NF (p < 0.05). Es
resefiable, por Gltimo, que tanto la produccidén espontdnea como la inducida de IL-6, estaba
significativamente reducida en el grupo F, no s6lo al comparar las muestras con las del grupo

AR (p < 0.01), sino también al hacerlo con las de sujetos sanos NF (p < 0.05) (tabla 30).
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TABLA 19
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON ARTRITIS

REUMATOIDE (AR)

Grupo 1 (AR+EPID) Grupo 2 (AR-EPID)
(n = 15) (n =22)

Edad (afios) (X, rango) 62 (48-75) 57 (36-75)
Sexo 8H, 7V 17H, 5V
No fumador (%) 9 (60%) 15 (68.2%)
Fumador (%) 2(13.3 %) 3 (13.6%)
Ex—fumador (%) 4 (26.6%) 4 (18.2%)
Duraci6n de la AR 8.7 (0-20) 9.1 (1-26)
(anos) (X, rango)
Tos seca (%) 10 (66.6%) (*) 2 (9%)
Disnea de esfuerzo (%) 13 (86.6%) (*) 3 (13.6%)
Crepitantes secos (%) 11 (73.3%) (*) 1 (4.5%)
Acropaquias (%) 6 (40%) ™ 0
Nédulos subcutdneos (%) 7 (46.6%) 7 (31.8%)
Sd. de Sjogren asociado (%) 4 (26.6%) 4 (18.2%)

(*) p < 0.01. Test de chi cuadrado con correccién de Yates.




| TABLA 20

TRATAMIENTO QUE RECIBIAN LOS PACIENTES CON AR

Grupo 1 (AR+EPID) Grupo 2 (AR-EPID)

(n =15) (n = 22)
Sales de oro 5/15 9/22
Penicilamina 1715 3/22
Esteroides 4/15 3/22
Sales de oro + esteroides 2/15 2/22

Metotrexate 1/15 ———
Metotrexate + esteroides 1/15 1722
Azatioprina 1/15 2/22
| Azatioprina + csteroides 1/15 1/22
Ciclofosfamida 1/15 1722

AINES 7/15 10/22

No significacién estadistica entre los dos grupos para ninguna de la modalidades

Ciclofosfamida + esteroides —_—— 1/22
|
|
' terapéuticas.




TABLA 21

DATOS COMPLEMENTARIOS DE LOS ENFERMOS CON AR

Grupo 1 (AR+EPID)

Grupo 2 (AR-EPID)

(n =15) (n =22)
Hb (g/dl) (X£SD) 12.6 + 2.1 12.7 = 2.3
VSG (mm/h) (X+SD) 41.6 £ 25.5 (%) 24.7 +15.3
FR > 1/20 (n,%) 12 (80%) 15 (68.2%)
Titulo de FR (X = SD) 1/250 = 1/374 (#) 1/22 = 1/24
ANA > 1/40 (n,%) 4 (26.6%) 9 (40.9%)
RT compatible con EPID (n,%) 6 (40%) (#) 0
HRTAC compatible con EPID (n,%) 9/10 (90%) (#) 0/10
Ga67 patolégico (n,%) 8/10 (80%) 3/6 (50%)
FVC (% del valor teérico) 67.1 =109 (*) 101.3 = 8.8
(X = SD)
TLC (% del valor tebrico) 753 = 9.1 (*) 99.1 £ 5.3
(X = SD)
DLCO (% del valor teérico) 61.8 = 8.2 (#) 105.4 = 6.7

(X = SD)

Andlisis estadistico: Las variables cualitativas (presencia o no de una condici6n) se
compararon entre grupos mediante el test de chi cuadrado con correccién de Yates.
Variables cuantitativas: Mann Whitney U test.

(*)p <005 #) p < 0.01
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La asociaci6n de enfermedad pulmonar instersticial (EPID) y artritis reumatoide (AR)
fue descrita por primera vez por Ellman y Ball en 1.948 (11). Si bien la incidencia de esta
manifestacién extraarticular de la AR varfa ampliamente dependendiendo de los criterios
diagn6sticos utilizados y de la poblacidn seleccionada para el estudio, se ha sefialado que
muchos, quizds una mayoria, de los pacientes con AR presentan alteraciones del intersticio
pulmonar, clinicas o subclinicas (14-19, 27). La EPID manifestada clinicamente o detectable
en la RT convencional, probablemente ocurre en menos del 20% de la poblacién de AR
(14,23-28). Sin embargo, utilizando pardmetros sensibles de funcién pulmonar y muestras de
biopsias pulmonares se ha establecido que 30-70% de los enfermos con AR tienen
enfermedad intersticial subclinica (17, 19, 27).

A pesar del incremento de informacién sobre los acontecimientos celulares y
biogquimicos que tienen lugar en el tejido sinovial reumatoide, la patogenia de la neumopatia
intersticial en la AR sigue siendo escasamente conocida. Dentro de este contexto, el BAL, que
ha jugado un pape! relevante en la comprension de los mecanismos patogénicos de diferentes
enfermedades del intersticio pulmonar, no ha sido utilizado de forma generalizada en la AR.
La finalidad de nuestro trabajo fue valorar la aportacion del BAL al estudio de la enfermedad
pulmonar intersticial, clinica y subclinica, asociada a AR.

En el grupo de pacientes estudiados (n=37), la presencia 0 no de EPID no se
correlacion6 con la edad y el tiempo de cvolucién de la enfermedad, ni se asocié con el sexo,
habito tabaquico, ni con la existencia de nédulos subcutidneos o sindrome de Sjogren
secundario. La disnea, la auscultacién de estertores crepitantes, la tos seca y la presencia de
acropaquias fueron, por este orden, los datos clinicos més frecuentemente observados en el

grupo AR + EPID. No existian diferencias cntre los dos grupos de enfermos en cuanto al
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tratamiento recibido, aunque el papel real de los firmacos en el desarrollo de EPID es
dificilmente predecible, pues en muchas ocasiones la eventual toxicidad pulmonar secundaria
a €stos no puede ser diferenciada de la afectacién pulmonar por la propia enfermedad de base.
Ademas, varios de los agentes antirreumaticos potencialmente fibrogenéticos son utilizados
concomitante o secuencialmente en el tratamiento de la AR, lo que hace mas dificil objetivar
el agente causal.

El estudio analitico confirmé apreciaciones previas de otros autores (22), observandose
la presencia de titulos mds altos de FR y velocidad de sedimentacién mas elevada en los
pacientes con AR + EPID, no habiendo diferencias en cuanto a la positividad de los ANA y
otras determinaciones analiticas que se han relacionado con la actividad de la enfermedad
articular. La RT convencional fue escasamente sensible en la deteccion o no de EPID. La
HRTAC mejoré considerablemente esta sensibilidad, lo que parece confirmar el papel
creciente de esta exploracién en el estudio de las neumopatias difusas (75,78,326). En cuanto
a la gammagrafia pulmonar con Ga67, mostr6, en nuestra experiencia, un comportamiento
irregular, no asociidndose la existencia de captacién patoldgica con la presencia o no de EPID,
aunque puede ser util, como técnica complementaria, en la deteccién precoz de alveolitis
subclinica, tal como ha sido seialado (75,98-100) y sugieren nuestros propios datos.

La exploracién funcional respiratoria constituye un pilar fundamental en el diagnéstico
objetivo y seguimiento de estos enfermos. Alteraciones de la funcién pulmonar parecen existir
en mas del 40% de los enfermos con AR, en series no seleccionadas, y estos tests funcionales
se consideran un indicador fiable de la presencia del alteraciones histopatolégicas (27,88). Un
hallazgo habitual es la reduccién de la DLCO (27,92), siendo el patrén espirométrico mas
frecuente el de tipo restrictivo con FVC y TLC disminuidas debido a un aumento de la

rigidez pulmonar (72). En relacién con algunos aspectos anteriormente comentados, el papel
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de ciertos firmacos cominmente utilizados en el tratamiento de la AR en las alteraciones
funcionales pulmonares es dificil de establecer. En todo caso, las PFR no parecen utiles en
la evaluacién especifica de la alveolitis en las neumopatias intersticiales (88).

El procedimiento més definitivo para valorar la inflamaci6n en el intersticio pulmonar
es, indudablemente, la BPA. Sin embargo, se hacen necesarios métodos no invasivos que
estimen el grado de inflamacién de forma fiable y repetitiva. La aplicacién del BAL,
posiblemente complementado con otras exploraciones como la gammagrafia con Ga67 y/o la
HRTAC, ha despertado grandes esperanzas en funcion de su poder discriminativo en la
caracterizacion del componente inflamatorio o alveolitis que precede al establecimiento de FP.
En efecto, nuestros pacientes con AR sin EPID asociada en base a criterios radiol6gico—
funcionales, presentaron en el BAL un porcentaje de linfocitos (18.6+8.3) significativamente
mayor que ¢l grupo AR + EPID, controles y grupo miscelaneo. Por el contrario, en los
pacientes con AR + EPID el hallazgo fundamental ¢n el andlisis porcentual de la celularidad
del BAL fue la presencia de neutrofilia (9.9% = 4.0, en nuestra serie), asocidndose esta
neutrofilia a un mayor deterioro clinico—funcional respiratorio. Estos datos concuerdan con
los de otros autores (14,16,63,184,219-223). De ellos s¢ deduce que ¢l BAL, no s6lo puede
definir patrones de alveolitis caracteristicos en la AR, segin la presencia o no de EPID, sino
que también parece ser de utilidad en la deteccién de neumopatia intersticial subclinica,

Por otra parte, el analisis de los elementos celulares del BAL es una aproximaci6n
valida al estudio de ciertos aspectos de la respuesta inmune a nivel pulmonar (129,327-
329). En comparacién con los MA, los linfocitos constituyen habitualmente una pequena
proporcién del total de células recuperadas mediante BAL y son mayoritariamente LT. A
pesar de ello, su capacidad de reconocimiento antigénico y sus funciones inmunoreguladoras

les confieren un papel central. La utilizacién de AcM especificos para antigenos de

120




diferenciacién de superficic celular, en combinacién con técnicas de citometria de flujo, nos
permite explorar de forma dtil y precisa el fenotipo de las células linfoides del BAL. Ademds,
estd bien establecido que la expresion de determinados antigenos de superficic refleja el
estadio de activacién—diferenciacién de los linfocitos, y algunas de estas estructuras han sido
caracterizadas como receptores para ligandos bien definidos, implicados en funciones tr6ficas
durante la activacién celular T (330).

La mayoria de los estudios sobre los linfocitos del BAL se han limitado al anélisis de
las proporciones de las principales subpoblaciones celulares T CD4 (+) y CD8 (+), mientras
que la expresion de marcadores de activacién celular T ha sido evaluada s6lo de forma
ocasional y aparentemente con resultados contradictorios. Por una parte, se ha sefialado que
relativamente pocos linfocitos del BAL expresan niveles detectables de antigenos de
activacién como la cadena o (CD25) del receptor de IL-2, el receptor de transferrina (CD71)
y el antigeno HLA-DR (331,332), dato que nosotros observamos también en los pacientes
con AR + EPID para los 2 primeros marcadores pero no para HLA-DR (44.2% = 184
células positivas). Por otro lado, se ha destacado que una elevada proporcién de los linfocitos
del BAL expresan el antigeno VLA-1 (CD49a/CD29), miembro de la superfamilia de las
integrinas que fue originalmente catalogado como antigeno de activacién "tardia" en
linfocitos T (333) y que es ampliamente cxpresado en la BAL de nuestros pacientes con AR.
En base a la expresién diferencial de los antigenos de superficie CD45RA, CD29 y Leu9, se
ha propuesto rccientemente que una mayoria de los LT del BAL pueden representar células
de memoria (334).

Entre los objetivos del presente trabajo se fij6 el de evaluar comparativamente, en
linfocitos del BAL y sangre periférica de sujetos sanos fumadores y no fumadores y pacientes

con AR y EPID asociada, la presencia de diferentes marcadores de superficie que se sabe son
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expresados en estadios definidos del proceso de activacion celular T in vitro. Entre ellos, se
incluy6 el andlisis de la molécula CD69, que es sintetizada "de novo" en LSP muy
precozmente tras activacién y que estd presumiblemente implicada en la regulacién de la
funcién celular T (284,335,3306).

Uno de los hallazgos més interesantes de nuestro estudio fue la clara influencia que
el hecho de fumar ejercia sobre los resultados obtenidos. Para evaluar los efectos del habito
tabaquico en la expresién de los diferentes antigenos de diferenciacién leucocitaria y los
marcadores de activacién estudiados, se analizd comparativamente el inmunofenotipo de los
linfocitos del BAL y SP de jovenes sanos fumadores y no fumadores. En cuanto a las
diferencias fenotipicas entre los linfocitos del BAL y SP, nuestros resultados sefialan que las
proporciones de linfocitos T y B fueron similares, mientras que los LSP incluian un nimero
significativamente mayor de células que expresan antigenos de superficie asociados a células
NK, observacién que concuerda con la de otros autores (337). Ademads, nuestros datos
confirman trabajos previos que observan un incremento de la proporcion de linfocitos del
BAL VLA-1 (+), mientras que la expresién de los antigenos CD2S, CD71 y HLA-DR fue
escasamente detectable (331-333). Al menos dos interpretaciones diferentes pueden ser dadas
para explicar la aparentc expresion disociada de antigenos de activacion "intermedios” (CD25,
CD71) y "tardios” (VLA-1) que nosotros también observamos en ¢l BAL de controles y AR.
Tal como se ha sugerido (334), la primera posibilidad es que la mayoria de los LT del BAL
pueden ser células de "memoria” que tienen disminuida la expresion de las moléculas de
superficie asociadas con una respuesta activa. De hecho, aplicando anilisis de
inmunofluorescencia de doble color, se ha establecido que la mayoria de los linfocitos CD4
(+) del BAL vy del parénquima pulmonar muestran el fenotipo CD45RO (+) CD45RA(-),

atribuido a los LT activados de memoria (338,339). Otra interpretacién podria ser que
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proporciones sustanciales de linfocitos del BAL estén experimentando realmente una
activacién metabdlica, pero que la estimulacién antigénica "in vivo" conduzca a la expresién
de un nimero de moléculas funcionales de IL-2 y r—Tr que puede estar por debajo del limite
inferior de] umbral de deteccion de los ensayos de inmunofluorescencia. En relacién con este
argumento, Marathias et al. (339) observaron que los linfocitos pulmonares, comparados con
LSP, muestran altas proporciones de células en las fases S/G2/M del ciclo celular, mientras
que la deteccién de CD25 fue comparable en ambos tipos de muestras. En base a nuestros
datos, esta dltima posibilidad puede ser indirectamente apoyada por la alta expresién de 4F2
y, en particular, de CD69 detectada en los linfocitos del BAL en comparacién con LSP. Es
de reseflar que una disociacién similar entre la expresion de CD69 y CD25 ha sido
previamente descrita cn andlisis inmunohistoquimicos de LT activados en lesiones
inflamatorias de hepatitis virica (340). El dimero de superficie 4F2, que se cree funciona
como intercambiador Na'/Ca*™ (341), se expresa débilmente sobre una fraccién de LSP,
incrementandose tras la estimulacion linfocitaria T (342). Es destacable que CD69 es un Ag
de superficie indetectable sobre la mayoria de los LSP, pero es rapidamente sintetizado "de
novo” después de la activacion linfocitaria (284,335,336). Si bien por €l momento el papel
fisiol6gico preciso de CDG9 es desconocido, parece estar implicado en la regulacién de la
activacién linfocitaria (335). La alta expresién de estas glicoproteinas de superficie en los
linfocitos del BAL sugiere que una proporcibn importante de éstos puede estar
experimentando una respuesta activa. Un argumento adicional que apoya esta posibilidad se
deriva de la comparacion entre la intensidad de la expresién de CD3 en linfocitos del BAL
y SP. En todos los casos estudiados, la tincién fluorescente con el AcM anti CD3 fue mas
brillante en LSP. Recientemente, se ha observado un descenso en la densidad de superficie

de la expresién del complejo receptor de LT en las células del BAL, en comparacién con LSP
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de pacientes con sarcoidosis (343), y este dato ha sido interpretado como indicativo de una
estimulacién antigénica reciente, que modula el receptor linfocitario T. Estudios prospectivos
en diferentes situaciones patolégicas deben discernir por andlisis de inmunofluorescencia de
doble color, la distribucién de los marcadores de activacién entre las subpoblaciones
linfocitarias T CD4(+) y CD8(+). Datos preliminares de nuestro laboratorio indican que ambas
subpoblaciones pueden expresar CD49a y CD69 en muestras de BAL.

En lo que respecta a la comparacion entre las células del BAL de fumadores y no
fumadores sanos, las proporciones de linfocitos T Y B y células NK fueron similares en
ambos grupos. Es resefiable que, si bien se hallaron proporciones significativamente mayores
de células CD16(+) en el BAL de fumadores, la expresion de los restantes marcadores
asociados a células NK fue comparable en ambos grupos. El significado de la aparente
reduccién de células CD16(+) en no fumadores es incierto; este hallazgo requiere ser
confirmado en estudios mas extensos, considerando en particular que la expresién de ese
receptor de superficie parcce estar disminuida tras la activacion celular (344). Confirmando
trabajos previos (327,345), nuestros datos muestran en fumadores un cociente CD4(+)/CD38(+)
significativamente reducido, que no se observé en LSP. El mecanismo que conduce a este
disbalance de las subpoblaciones linfocitarias T CD4(+) y CD8(+) no ha sido aclarado. Es
destacable que la expresion de los antigenos de activacion 4F2 y CD69 estaba también
reducida en los controles F en relacibn a NF. Este hallazgo puede tener varias
interpretaciones. En primer lugar, un recambio alterado de los LT del compartimento
broncoalveolar podria reducir el nimero de células que exhiben un fenotipo activado (346).
Ademas, la respuesta "in vivo" a la estimulacién antigénica puede estar parcialmente
debilitada en los LT del BAL de fumadores, posibilidad que esta avalada por trabajos previos

que describen una respucsta antigénica deprimida "in vitro" en tales muestras (347). Los
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mecanismos que justifican estos defectos, deben implicar un efecto indirecto de los
componentes del humo del tabaco sobre el papel accesorio de los macréfagos alveolares.
Ademas, entre otros defectos funcionales, se ha descrito en MA de fumadores una capacidad
de presentacién antigénica disminuida, hecho que ha sido revisado por varios investigadores
(348,349). Finalmente, la proporcién de linfocitos del BAL que expresan antigenos de
activacién en fumadores puede estar también influenciada a través de la produccién de
eicosanoides por los macr6fagos pulmonares. De hecho, se sabe que la PGE, inhibe la
produccién de IL-2, la expresi6n de su receptor, y la respuesta proliferativa de los LT a la
estimulacién mitogénica (350). Apoyando este argumento, se ha mostrado que la proliferacién
"in vitro” de los LT del BAL estd deprimida en relacién a LSP y puede ser normalizada
parcialmente, bien eliminando los macréfagos de las preparaciones celulares o afadiendo
indometacina, que inhibe la via de la ciclooxigenasa (349,351). Ademas, recientemente se han
observado niveles incrementados de eicosanoides en el fluido del BAL de fumadores (352).

Estos datos sugicren que la inhalacién del humo del cigarrillo podria mediar un efecto
inmunomodulador sobre la respuesta "in vivo" a la estimulacién antigénica dentro del pulmon.
Es dificil definir hasta qué punto los defectos parciales detectados pueden contribuir a la
mayor susceptibilidad a infecciones respiratorias en fumadores y al desarrollo a largo plazo
de enfermedad pulmonar obstructiva crénica y cancer de pulmén. Se requieren estudios
comparativos en sujetos normales de diferentes grupos etarios, en individuos expuestos a
diferentes factores ambientales, y en pacientes con distintas condiciones patol6gicas, para
poder precisar el valor clinico potencial de la monitorizacién de la expresién de antigenos de

activacion en las células del BAL.
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Numerosas evidencias experimentales apuntan a la participacién de las células T en
la patogenia de la AR. Esencialmente, la mayoria de los trabajos se han centrado en el
andlisis del componente celular en ¢l liquido sinovial y en ¢l estudio del infiltrado celular en
la membrana sinovial. Los LT del liquido sinovial muestran predominantemente el fenotipo
CD4(+) CD45RO(+) (353) asignado a la subpoblacién de LT de memoria o activados. Por
otra parte, se ha apreciado un incremento en la expresién de antigenos HLA de clase II en
las células T, asi como de la integrina VLA-1, que constituye un receptor para coldgeno y
laminina, y que s¢ considera en células T como un antigeno de activacién tardia (354).
Asimismo parece existir en estas células un incremento de la expresién de CD69 (355).
También se ha descrito un ligero incremento de la expresién de otros antigenos de activacion,
como los receptores de transferrina y de IL-2 (356), aunque este hallazgo no ha sido
confirmado por otros autores {357). Estos datos se han interpretado como el resultado de la
activacién "in situ” de los linfocitos T en respuesta a un estimulo no definido. En favor de
esta posibilidad, se ha comprobado en algunos estudios que el repertorio de TcR (receptor de
células T) expresado por las células T sinoviales en la AR es oligoclonal en comparacién con
las células T de sangre periférica del mismo individuo (357).

Nosotros detectamos un incremento significativo en la expresion de diferentes
antigenos de activacién linfocitaria, incluyendo CD71, CD69 , CD49a (VLA-1) y HLA-DR
al comparar las muestras del BAL con las de sangre periférica. También observamos en ¢l
BAL de controles sanos un aumento de CD71, CD69, 4F2 y CDA49a, indicativo de la
activacién linfocitaria en un 6rgano en el que se produce permanentemente el contacto con
antigenos ex6genos. En una primera fase, este hecho dificulté la interpretacién de los
resultados obtenidos en los pacientes con AR. Sin embargo, cuando comparamos directamente

la expresién de los marcadores de activacién en el BAL entre pacientes y controles sanos
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apreciamos diferencias significativas en las proporciones de células CD71(+), CD65(+),
CD49a(+) y HLA-DR(+), quec estaban incrementadas en los enfermos con AR. La
significacién estadistica se mantuvo para la expresién diferente de CD69, CD49a y HLA-DR,
incluso cuando se compararon los pacientes con AR (en su mayoria no fumadores) con la
poblacién de controles sin habito tabdquico.

Asi pues, nuestros datos sugieren que la situacién en el pulmén de pacientes con AR
y EPID parece parcialmente superponible a la observada en las lesiones articulares, apuntando
una hipotética implicacién de las células T en el desarrollo de la EPID asociada a la AR. El
estudio del repertorio de TcR expresado por las subpoblaciones CD4 y CD8 del BAL podria
contribuir a respaldar la hip6tesis, como ya se mencioné para el estudio de las lesiones
sinoviales.

Conviene destacar que en ¢l andlisis del fenotipo del componente linfoide en las AR
apreciamos cierta heterogencidad en la distribucién de las subpoblaciones CD4 y CDS8,
estando ¢l cociente CD4/CD8 invertido en algunos casos, al margen del habito tabiaquico.
Nuestros datos coinciden con las observaciones de otros autores (14) sin que esté claro el
posible significado patogénico en relacién con el desarrollo de EPID. La misma inc6gnita
puede plantearse en relacién con el incremento observado en la expresion de CD57 en las
células del BAL de las AR, respecto a los controles. Este marcador se encuentra en células
NK y una subpoblaci6n de linfocitos T. Dado que para el resto de marcadores asociados mas
especificamente a células NK (CD16 y CD56) no se encontraron diferencias significativas,
se sugicre indirectamente que estan aumentandas las células T CD57(+). El aumento de esta
poblacién se ha observado en otras situaciones patoldgicas, especialmente en sujetos
sometidos a transplante de médula Gsea, donde se ha relacionado con la incidencia de

infeccidn por citomegalovirus secundarias a la inmunosupresién, incluso sin manifestaciones
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clinicas (358). Dado que muchos pacientes con AR y EPID estin sometidos a tratamiento
inmunosupresor cabe la posibilidad de que se trate de un fenémeno secundario, no relacionado
directamente con la patogenia de la enfermedad. No disponemos de informaci6n sobre la
prevalencia de la reactivacion subclinica del CMV en AR sometidas a inmunosupresién. Por
el mismo motivo, las diferencias observadas en la expresién de marcadores asociados a
células NK en LSP entre el grupo AR y controles deben interpretarse con cautela, teniendo
en cuenta ademds la diferencia de edad entre ambas poblaciones.

Durante los Gltimos afios, numerosos investigadores han contribuido a definir el
"patrén” de expresion de CQ en la membrana sinovial de la AR (359-363), demostrandose
una importante elevacién de los niveles de CQ secretadas primariamente por macréfagos
como IL-1, TNF-a, IL-6 y GM-CSG. En contrapartida, s6lo se detectan cantidades
pequenas de productos de secrccién de células T, como la IL-2 y el IFN-y, sin que esto
excluya la posible implicacién patogénica de estos linfocitos, como ya se discutié
anteriormente. En basc a la informacién acumulada, parece indiscutible que las CQ juegan
un papel esencial en la patogenia de esta enfermedad. Sin embargo, se conoce muy poco
sobre la implicacién de estos polipéptidos en el desarrollo de las manifestaciones pulmonares
asociadas a AR.

A la hora de abordar el estudio de CQ en el BAL, nos planteamos las siguientes
posibilidades tedricas (138):

1.- Cuantificacién de CQ en el liquido recuperado.

2.—- Estudio de las células por andlisis directo, analizando ¢l mensajero (RNAm) para una CQ
dada.

3.- Estudio de las células en cultivo, midiendo directamente la proteina (CQ), tanto su

producci6n espontdnea como inducida (respuesta a estimulos).
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Cada uno de estos métodos presenta ventajas € inconvenientes, proporcionando
informacién complementaria. En base a los medios disponibles en nuestro laboratorio,
abordamos ¢l estudio de la produccion, espontdnea e inducida por LPS, de TNF-a e IL-6 por
lo macréfagos obtenidos mediante BAL en sujetos con AR + EPID y controles sanos. El
papel de estas dos CQ proinflamatorias en la patogenia de la AR ha sido resaldato,
fundamentalmente en estudios realizados en la membrana sinovial reumatoidea. (292,294,302-
304,307,308).

Como paso previo, a la hora de evaluar la liberacién de CQ por los MA humanos, nos
parecié necesario hacer una consideracién especial sobre la posible influencia del habito
tabdquico. Se ha sefalado, por ejemplo, que €l hecho de fumar es un modulador que reduce
la incidencia de enfermedades granulomatosas pulmonares (364,365) y suprime en gran parte
las respuestas inmunes humorales (366). Como posibles mecanismos subyacentes se han
implicado una respuesta proliferativa reducida de las células T pulmonares a mitdgenos (367),
una menor capacidad de los MA para producir y/o liberar IL~1 (368,369) y un balance
alterado entre la proporcion de células T CD4 y CD8 en el fluido del BAL (345). Sin
embargo, se conoce muy poco sobre la influencia que el humo del tabaco ejerce sobre la
capacidad de los MA humanos de liberar TNF e IL6. Yamaguchi et al,, en un trabajo
publicado hace unos meses (370), sugieren la posible implicacién del TNF-a en los
mecanismos por lo cuales el fumar modula los fenémenos inmunes locales a nivel pulmonar.
En este estudio confirman observaciones previas (371-373) que encuentran una liberaci6n
incrementada de TNF en pacientes con sarcoidosis pulmonar. Qbservan ademéds que la
capacidad de los MA de fumadores estimulados con LPS para liberar TNF-a esta
significativamente rcducida tanto en sujetos sanos como en enfermos con sarcoidosis

pulmonar, en relacién a no fumadores (370).
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Estudios previos demuestran que la liberacién de IL~18 por los MA estimulados in
vitro esta también reducida en fumadores (368,369). El TNF~a y la IL-1 son dos monoquinas
no relacionadas estructuralmente, pero que comparten diferentes propiedades bioldgicas. Se
ha demostrado también que el TNF induce la liberacién de IL-1 por los MA en animales de
experimentacién (374), formando un circuito de amplificacién implicado en la respueta
inmune. En este contexto, los procesos inflamatorios e inmunes en el pulmén de fumadores,
pueden estar notablemente alterados por el déficit relativo de estas dos CQ. Dado que estin
implicadas no sélo en la respuesta inmune de hipersensibilidad, sino también en los
mecanismos de defensa del huésped frente a agentes infecciosos y neoplasias (375,376), la
liberacién disminuida de estas CQ puede incrementar el riesgo de los fumadores de cigarrillos
de desarrollar toda una variedad de trastornos pulmonares. No obstante, el mecanismo celular
preciso de la regulacién en la producién de CQ por el humo del tabaco, dista de ser conocido.
La liberacion de otras CQ producidas localmente puede también estar afectada por el hébito
de fumar.

Nuestros resultados mostraron que, efectivamente, el tabaquismo influye en la
produccién local de ciertas CQ por los MA. Observamos una clara tendencia a una menor
produccién de TNF-a por los MA incubados con LPS de sujetos sanos F en relacién a NF.
En lo relativo a la IL-0, tanto la produccién espontanea como la inducida de esta CQ, estaba
significativamente reducida en las muestras del BAL de fumadores. Estos datos resaltan el
marcado impacto del habito tabdquico sobre la respuesta inmunitaria de las células del BAL,
aspecto ya tratado anteriormente a propdsito del estudio de la expresién de antigenos de
activacion. Para profundizar mas en la cuestién deberia abordarse el andlisis de la expresi6n
de receptores para la endotoxina en los MA y, eventualmente, estudiar las vias de

transduccidn de senales. Este capitulo es particularmente complejo dado que, aunque el papel
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de CD14 como receptor para LPS esta bien establecido, hay indicios de la existencia de otras
moléculas en macréfagos implicadas en la respuesta a la endotoxina (377). Por otra parte, las
rutas metabdlicas que preceden a la biosintesis y secrecién de TNF-a son sélo parcialmente
conocidas.

Al analizar la produccién de estas CQ en el grupo de pacientes con AR y EPID
asociada, se demostré una secrecién de TNF-a significativamente elevada en los cultivos de
MA de los pacientes en relacién a controles, tanto F como NF. Este incremento de la
secrecién de TNF-a se observé tanto basalmente como en presencia de un estimulo
especifico (LPS), sugiriendo una hiperreactividad del MA en los pacientes con AR y EPID
asociada. Apoyando csta hip6tesis se apreci6 también una secrecion significativamente elevada
de IL-6 en las muestras de AR respecto a los sujetos sanos F y NF. Ante estos resultados
cabe preguntarse qué factores pueden determinar que incluso la respuesta al potente estimulo
que supone la endotoxina tienda a ser mayor en los MA de los pacientes con AR + EPID. En
diferentes sistemas experimentales se ha observado que otros estimulos, como el IFN-y,
potencian la secrecién de TNF-a en respuesta al LPS (378); por otra parte, se ha descrito que
los macr6fagos aislados de lesiones granulomatosas en las que participan linfocitos T
responden mas intensamente al LPS que las células obtenidas de granulomas inespecificos
(379). Considerando estos datos, la interpretacién més plausible es que los MA en las AR +
EPID se encuentran pre-sensibilizados como consecuencia del propio proceso inflamatorio
pulmonar en el que, como ya sc indicé anteriormente, pueden jugar un papel importante las
células T. Asi pues, nuevamente obtuvimos indicaciones de que el trastorno inflamatorio
pulmonar en las AR puede presentar rasgos fisiopatolégicos superponibles a los que
desencadenan la sinovitis. A pesar de ello, se requieren estudios mas extensos y detallados

para profundizar en el fendmeno y sus implicaciones.
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CONCLUSIONES




El BAL puede definir patrones caracteristicos de alveolitis en la AR, segin la
presencia o no de EPID asociada; como consecuencia, €l BAL parece de utilidad en

la deteccion temprana de la neumopatia intersticial subclinica en pacientes con AR.

La expresion en los linfocitos T del BAL de los marcadores de activacion CD69,
CD49a y HLA-DR, estd significativamente aumentada en pacientes con AR y EPID

asociada, en relacién a la de los controles sanos fumadores y no fumadores.

La produccién in vitro de TNF-a e IL-6, tanto basal como inducida por LPS, se
encuentra significativamente elevada en los MA de pacientes con AR y EPID asociada
respecto a la de los controles, sugiriendo una hiperreactividad del MA en estos

enfermos.

El habito tabdquico modula la respuesta inmune local a nivel pulmonar, produciendo
en el BAL: un balance alterado de las proporciones de células T CD4+ y CD8+, una
disminucién en la expresién de ciertos antigenos de activacién linfocitaria (CD69,
HLA-DR y 4F2), y una reduccién de la capacidad de los MA para producir TNF-a

e IL-6.

El conjunto de los datos sugiere que el trastorno inflamatorio pulmonar en la AR
presenta rasgos fisiopatolégicos superponibles a los que desencadenan la sinovitis,
resaltando el valor del BAL en el estudio y comprensién de la rcspuesta

inmunoinflamatoria pulmonar.
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