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La alteracién de la inmunidad celular, manifestada por
disminucién de los niveles sanguineos de linfocitos T CD4, es
el principal indicador de progresion de la infeccién por el vi-
rus de l2 inmunodeficiencia humana (VIH). Se conoce la dis-
minucion de estos linfocitos y del cociente CD4/CDS en
muestras pulmonares obtenidas mediante lavado broncoal-
veolar (LBA), asi como el aumento de los CD8 supresores o
citotéxicos. Se ignora si la alta incidencia de enfermedades
del aparato respiratorio en estos pacientes se debe a altera-
ciones inmunitarias locales o sistémicas. El objetivo de este
estudio es comparar las alteraciones de la inmunidad celular
sistémica, estudiada en muestras de sangre periférica, con la
detectada en muestras de LBA de estos pacientes con enfer-
medad respiratoria aguda.

Estudiamos a 42 pacientes con sida avanzado (grupo C3
de la clasificacion de los Centers for Disease Control) hospi-
talizados por enfermedad respiratoria aguda y sometidos,
con fines diagnésticos, a fibrobroncoscopia y LBA. Se com-
paran la celularidad y las poblaciones linfocitarias analiza-
das mediante citometria de flujo en muestras obtenidas de
sangre periférica y LBA.

El porcentaje de linfocitos CD4 y el cociente CD4/CD8
fueron menores en LBA, sobre todo en los pacientes que te-
nian cifras de CD4 sanguineas inferiores al 12% de la celu-
laridad total de linfocitos T o 20 células CD4/pl.

La alteracion de la inmunidad celular de los pacientes con
infeccién por VIH avanzada (grupo C3) y enfermedad respi-
ratoria aguda es mas manifiesta a nivel local pulmonar que
en sangre periférica. Es posible prever la deplecion pulme-
nar de linfocitos T CD4 a partir de sus valores sanguineos.

Palabras clave: Lavado broncoalveolar. Poblaciones linfocita-
rias. Sida.
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Comparison of lymphocyte populations in blood
and bronchoalveolar lavage of AIDS patients

Changes in cell immunity made manifest by decreases in
blood levels of CD4 T cells is the main indicator of progres-
sing HIV infection. The decrease in these lymphocytes, as
well as in the CD4/CD8 index and increases in suppressant
or cytotoxic CD8 cells can be detected in bronchoalveolar
(BAL) lung samples. It is not clear whether the high inci-
dence of respiratory system diseases in HIV patients stems
from local or systemic immune changes. The aim of this
study was to compare changes in the systemic cell immunity
studied in samples of peripheral blood with changes detec-
ted in BAL samples from HIV patients with acute respira-
tory disease.

We studied 42 patients in the advanced stages of AIDS
(C3 by Centers for Disease Control classification) who were
hospitalized for acute respiratory disease and who under-
went diagnostic fiberoptic bronchoscopy and BAL. Cell
counts and lymphocyte populations were analyzed by flow
cytometry in samples of peripheral blood and BAL.

The percentage of CD4 lymphocytes and the CD4/CDS in-
dex were lower in BAL, particularly in patients with blood
CD4 levels below 12% of the total T cell population, or at a
level of 20 CD4 cells/ul.

Changes in cell immunity in patients with advanced HIV
infection (C3 classification) and acute respiratory disease
are more manifest locally in the lung than peripherally in
blood. Lung depletion of CD4 T cells in the lung can be pre-
dicted based on blood levels.

Key words: Bronchoalveolar lavage. Lymphocyte populations.
AIDS.

Introduccion

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) se caracteriza por afectacion progresiva y
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grave de la respuesta inmune, manifestada por disminu-
¢i6n de los linfocitos CD4, células colaboradoras/induc-
toras de la respuesta especifica y la sintesis de mediado-
res linfocitarios. Las causas de esta inmunodeficiencia
son, en parte, consecuencia del tropismo del VIH por
las células que presentan la molécula CD4 en su mem-
brana, que actia como receptor del virus en la célula, y
de la capacidad citolitica del virus sobre dichas células.
Ademas de los linfocitos CD4, se infectan por el VIH
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otras células como las endoteliales de capilares de ple-
xos coroideos, leptomeninges, etc., que actian como
presentadoras de antigeno. La entrada del virus en estas
células, que en el pulmon estdn representadas por los
macréfagos alveolares, se produce por endocitosis me-
diada por el receptor Fc de las inmunoglobulinas (Ig)
unidas al virus (anticuerpos facilitantes)'. Sin embargo,
como dichos mecanismos no explican suficientemente
la profunda inmunosupresion detectada en estos pa-
cientes, se han involucrado elementos propios de la res-
puesta inicial antiviral, como anticuerpos con accién
linfocitotdxica y la activacién repetida del sistema in-
munoldgico por infecciones intercurrentes como cito-
megalovirus (CMV), tuberculosis, etc., que incrementan
la activacién de células citotéxicas CDS8, mecanismo
fundamental de la respuesta antiviral y, en consecuen-
cia, la accién contra otras CD4 infectadas?.

Se han descrito alteraciones de la inmunidad local
en el pulmoén de pacientes infectados por VIH-1 a partir
de muestras obtenidas mediante lavado broncoalveolar
(LBA). Se sabe que hay una disminucién de linfocitos
CD4 y del cociente CD4/CD8 en muestras de LBA de
pacientes con sida, paralela al descenso en sangre peri-
férica, y un incremento de CD8 que parecen correspon-
der a linfocitos citotéxicos especificos contra el VIH-1;
las células asesinas (natural killer [NK]) también au-
mentan en ndmero pero no tienen actividad in vitro®.
Este descenso de linfocitos T colaboradores, de activi-
dad local de las células NK y de funcién de los macré-
fagos podria explicar la alta incidencia de infecciones
oportunistas, adquiridas en la comunidad o nosocomia-
les, en estos pacientes®.

El objetivo de este estudio es comparar las alteracio-
nes de la inmunidad celular en muestras sanguineas y
de LBA, asumiendo que las poblaciones linfocitarias
sanguineas expresan la alteracion inmunoldgica sistémi-
ca, mientras que las muestras de LBA pueden reflejar
alteraciones inmunitarias locales pulmonares.

Pacientes y métodos
Pacientes

El estudio comprende 42 pacientes con sida avanzado (gru-
po C3). Se estudiaron inicialmente 62 enfermos consecutivos
con infeccién por VIH-1 que fueron hospitalizados por pre-
sentar enfermedad respiratoria aguda y a los que se les practi-
caron fibrobroncoscopia y LBA con fines diagndsticos. Agru-
pados segun la clasificacion de los Centers for Disease
Control (CDCY, se excluyeron 20 que no pertenecian al gru-
po C3 o que cumplian alguno de los siguientes criterios: a)
volumen de liquido recogido tras LBA inferior al 30% del vo-
lumen de liquido instilado; b) errores en el procesado de la
muestra; ¢) porcentaje de células bronquiales en el liquido re-
cuperado superior al 1% de su celularidad total, y d) escasa
celularidad del liquido recuperado tras LBA (menos de 200
células en la extension citolégica).

Mérodos

Se disefid un estudio prospectivo observacional transversal.
El mismo dia de la técnica endoscdpica, o en un plazo maxi-
mo de 48 horas, se extrajo muestra sanguinea para estudio de
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poblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo utilizan-
do técnica de doble marcado.

La fibrobronscoscopia y el LBA se realizaron segtin la Nor-
mativa de la Sociedad Esparfiola de Neumologia y Cirugia To-
racica (SEPAR)®® y de la European Society of Pneumology'°,
una vez descartadas contraindicaciones absolutas y subsana-
das las relativas. Tras la exploracién del arbol bronquial, y an-
tes de realizar ningln otro procedimiento de obtencién de
muestras, salvo los aspirados, se escogié un bronquio seg-
mentario para realizar el LBA. En todos los pacientes con en-
fermedad pulmonar difusa o con radiografia de térax normal,
se eligi6 el bronquio lobar del 16bulo medio; en los que tenian
alteraciones locales, el LBA se hizo en el segmento mas afec-
tado.

Se instilaron 150-200 ml de suero salino al 0,9%, a tempe-
ratura ambiente, divididos en 3-4 alicuotas de 50 ml. Tras
cada fraccién instilada, se aspiré manualmente y el liquido re-
cogido de cada alicuota se vertié en un frasco estéril de pldsti-
co no siliconado, manteniendo la fraccién recogida tras la pri-
mera alicuota separada de las restantes. Concluido el LBA, se
aspiré a través del fibrobroncoscopio el resto de fluido, sin
mezclarlo con los broncoaspirados previos al LBA ni con
éste.

En el liquido recuperado tras la primera alicuota instilada,
se realizé exclusivamente estudio microbiolégico: cultivos de
bacterias, micobacterias y hongos, busqueda de Preumocystis
carinii y cultivo de CMV. De la mezcla de las restantes por-
ciones, se hizo ademds recuento celular diferencial mediante
microscopia Optica, utilizando aumentos X 40 y x 100, y estu-
dio inmunofenotipico linfocitario mediante citometria de flujo
utilizando el mismo panel de anticuerpos monoclonales que
en la muestra de sangre periférica: CD2 (marcador de linfoci-
to T), CD19 (marcador de linfocito B), CD4 (linfocito T cola-
borador-inductor), CD8 (linfocito T supresor o citotéxico) y
CD3+CD56+ (NK).

El andlisis estadistico de los datos, que se expresan como
media + DE, se ha realizado mediante el test de la t de Stu-
dent y la U de Mann-Whitney. El nivel de significacién acep-
tado es p < 0,05.

Resultados

Los 42 pacientes, 36 varones (85,7%) y 6 mujeres
(14,3%), tenian 31,1 + 7,3 anos de edad (18-55). Los fac-
tores de riesgo implicados para la infeccién por VIH-1
fueron: adiccién a drogas por via parenteral (ADVP) en
32 de ellos, 5 homosexuales, 2 heterosexuales promis-
cuos, 2 donantes de plasma remunerado, y sélo en un
caso no pudo conocerse el factor de riesgo (tabla I).

El valor absoluto de linfocitos CD4 sanguineos fue
43,19 + 43,80 células/ul. El porcentaje de linfocitos y
linfocitos B sobre el total de células hematicas y linfo-

TABLAT
Edad, factores de riesgo y valores porcentuales de CD4 en
sangre de pacientes con sida avanzado (media + DE)

. . Edad Porcentaje CD4 CDh4/ul
Factor de riesgo| Nimero (media + DE) (sangre) (sangre)
ADVP 32 28,7+4,59 8,87+ 847 49,28 + 48,13
Homosexual 5 31+£2,8 638x534 2520 15,74
Otros S 425=+11 425+x1.8 21,20+ 16,62
Total 42 31273 797+7,78 43,19+ 4380

ADVP: adiccién a drogas por via parenteral.
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citos, respectivamente, fue similar en sangre y LBA. Sin
embargo, los porcentajes de linfocitos T y sus poblacio-
nes, sobre todo CD4, fueron menores en LBA que en
sangre (tabla II). La disminucién en el porcentaje de
CD4 del LBA se corresponde a la disminucién sangui-
nea, pero es mds intensa en los pacientes en los que los
CD4 en sangre periférica son menos del 12% de los lin-
focitos T o de 20 células CD4/ul de sangre (tabla III).

Discusion

El LBA es el dnico medio incruento de acceso a la
via aérea distal y alveolo; el estudio de la celularidad de
sus muestras equivale al estudio de la celularidad alveo-
lar o intersticial'!. Creemos que la semejanza en porcen-
tajes de linfocitos totales en sangre v LBA de los pa-
cientes justifica la idoneidad del método (LBA) para el
estudio de las poblaciones linfocitarias pulmonares y
sus variaciones'?, mdxime comparadas a las sanguineas.
Los pacientes con sida avanzado tienen menor propor-
cién de linfocitos T y de sus poblaciones en el LBA que
en sangre periférica; por contra tienen similar porcenta-
je de linfocitos B. La disminucién de linfocitos T en el
pulmon es significativa para la poblacién CDA4.

El linfocito T CD4 es la célula diana de la agresién
por el VIH-1, por lo que su progresiva deplecién en san-
gre periférica y tejidos marca el avance de la enferme-
dad’®!**. La disminucién del nimero y funcién de linfoci-
tos CD4 facilita la diseminacién de otras infecciones
intercurrentes, que condicionan a su vez la activacion de
nuevas células citotéxicas CD8 y, en consecuencia, su
accion contra otras células CD4 infectadas, el estableci-
miento de un circulo vicioso y la caida progresiva de los
linfocitos colaboradores hacia la inmunodeficiencia ab-
soluta®. No se ha precisado la importancia de esta deple-
cién linfocitaria en el aparato respiratorio, aunque se ha
relacionado el aumento de células CD8 a nivel pulmonar
a la progresion de la enfermedad'>!’, lo que hace su-
poner una importancia similar para la deplecién de lin-
focitos CD4 y la progresiva disminucion del cociente
CD4/CD8 en el pulmdn. Hemos observado en el LBA y
en sangre periférica de los pacientes estudiados valores
de linfocitos T CDS8 superiores a los considerados nor-
males.

La determinacién de la relacién existente entre subti-
pos de poblaciones linfocitarias de sangre y LBA puede
ser interesante para valorar la alteracién de la inmuni-
dad local pulmonar en distintas complicaciones, infec-
ciosas o no, de la infeccién por VIH-1!2141715; 1a pre-
sencia de células pulmonares infectadas o que expresan
proteinas virales en su membrana induce el recluta-
miento 0 expansién in situ de linfocitos T citotéxicos
dirigidos selectivamente contra las células infectadas
por VIH-1, seguin se deduce de la presencia de alveolitis
linfocitaria en estos pacientes con acumulaciones de cé-
lulas citotoxicas en el pulmén desde estadios iniciales
de 1a enfermedad". Algunas de las moléculas con acti-
vidad inmunorreguladora liberadas por los macréfagos
alveolares permiten la activacién del sistema inmune lo-
cal, la acumulacién de células inmunocompetentes, in-
cluidos linfocitos, monocitos y polimorfonucleares vy,
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TABLA II
Porcentaje de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias
de sangre y lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes
con sida avanzado (media + DE)

Células Sangre LBA P

Linfocitos 18,49 £ 10,08 17,69 + 15,61 NS
Linfocitos T 70,74 + 15,58 59,98 + 31,67 NS
Linfocitos B 8,18 £ 8,78 7,18 + 14,53 NS
CD4+ 7,97 +7,78 4,56 = 5,89 0,03
CD8+ 56,20 + 16,53 51,10+ 24,11 NS
CD4+/CD8+ 0,19+ 0,26 0,10z 0,11 0,04
Natural killer 10,30 + 7,73 6,78 + 7,35 NS

TABLA III

Porcentaje de linfocitos CD4+ del lavado broncoalveolar
(LBA) en pacientes con sida avanzado segin valores
absolutos (células/ul) y porcentuales de CD4+ sanguineos

(media + DE)
Sangre Porcentaje CD4+ del LBA
CD4+ 2 20/ul* 5,85+ 6,74
CD4+ < 20/pl* 1,80 + 1,36
CD4+ 2 12%** 19 + 4,58
CD4+ < 12%** 259+19

*p = 0,028, **p = 0,023,

como efecto secundario, la reactivacion del VIH-1.
Aungque los factores que determinan la inoperancia de la
respuesta inmune local pulmonar, y en particular de las
células citotéxicas, son aun desconocidos, el progresivo
descenso de células CD4 pulmonares es probablemente
la razén principal de dicha inoperancia, ya que con-
diciona la total disregulacién del sistema inmune pul-
monar!'2,

Desde un punto de vista clinico, el estudio epidemio-
16gico de los datos obtenidos del LBA de una amplia
poblacidn de pacientes infectados por VIH-1 ayudarfa a
verificar si la existencia de alveolitis predice la progre-
sién clinica a sida. En esta linea, se ha postulado que las
medidas preventivas de progresion de la infeccién por
VIH-1 deberfan instituirse segiin el recuento y tipo de
poblaciones celulares del LBA'2.

El LBA, aunque es un procedimiento de minima
morbilidad, no puede efectuarse en exceso por su relati-
va incomodidad para el paciente, impidiendo el estudio
seriado en un mismo enfermo. Seria id6éneo, pues, po-
der relacionar las poblaciones linfocitarias del LBA con
las sanguineas de forma que éstas fueran predictoras o
marcadores de las otras'’. El disefio transversal del estu-
dio y la pertenencia de los pacientes a fases avanzadas
de sida (grupo C3), como casi todos los infectados por
VIH que son hospitalizados, han imposibilitado un estu-
dio de este tipo. Sin embargo, hemos observado en la
disminucién de la proporciéon de CD4 en el LBA, sin
haberlo podido constatar con otros estudios, que puede
establecerse un nivel de CD4 sanguineo (12% de los
linfocitos T o 20 células/ul) por debajo del cual la pro-
porcién de CD4 en el LBA es significativamente menor.

En resumen, la alteraciéon inmunitaria pulmonar de
pacientes con infeccién avanzada por VIH, detectada
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mediante LBA, parece mayor de lo que puede deducirse
del estudio de muestras sanguineas; ademas, por debajo
de cierto nivel sanguineo de CD4 la deplecién pulmo-
nar de estas células es practicamente total. Estos resul-
tados pueden ser importantes para planificar la profila-
xis de complicaciones, principalmente infecciosas, si se
confirman en estudios posteriores de LBA de pacientes
infectados por VIH en distintos estadios evolutivos de la
infeccion.
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