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NINE, neumonia intersticial no especifica

NH, neumonitis por hipersensibilidad

NOC, neumonia organizada criptogénica

OMS, organizacion mundial de la salud

p-ANCA, Ac. perinuclear anticitoplasma de neutrofilos
PAP, proteinosis alveolar pulmonar

PCI, prevencion en el control de las infecciones

PCR, proteina C reactiva

PDFG, factor derivado de crecimiento de plaquetas
PVM, polivasculitis microscépica

RAGE, receptor de productos finales de glicacion avanzada
RE, reticulo endoplasmico

Rx, radiografia

SSA, sindrome anti-sintetasa

SCS, sindrome de Churg-Strauss

SDRA, sindrome de dificultad respiratoria aguda
SMS, servicio murciano de salud

TACAR, tomografia computarizada de alta resolucion
VATS, biopsia mediante toracoscopia videoasistida

VIH, virus de la inmunodeficiencia humana
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INTRODUCCION

Las enfermedades pulmonares incluyen entidades que pueden afectar diferentes
estructuras del arbol respiratorio. Factores como el amplio rango de particulas, aerosoles
presentes en el ambiente, el tabaquismo, explican la naturaleza diversa de los desérdenes
y los resultados muchas veces desproporcionados a los cuales los procesos
fisiopatologicos de la via aérea deben hacer frente, e incluyen una respuesta inmunitaria

amplia y a veces desproporcionada.

Pese a la multitud de procesos respiratorios desencadenados en el pulmoén, las
enfermedades respiratorias mas prevalentes a nivel mundial son, EPOC, asma, infecciones
respiratorias agudas, tuberculosis (TBC), cancer de pulmén. Otras como AOS, también

forman parte de los procesos respiratorios mas frecuentes de la poblacion.

1. Generalidades de las enfermedades pulmonares intersticiales.

El término enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID) engloba un amplio y heterogéneo
grupo de entidades patolégicas que difieren significativamente en su forma de
presentacion, etiologia, sistemas de prevencion, tratamiento y prondstico. Muchas de estas
enfermedades no tienen etiologia definida, afectan el espacio alveolo-intersticial y la
vasculatura pulmonar, entre ellas destacan la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), neumonitis
por hipersensibilidad (NH), las enfermedades pulmonares asociadas al tejido conectivo
(EPID-ETC) y la sarcoidosis como las mas prevalentes. Se trata de enfermedades muy
incapacitantes que comparten caracteristicas comunes de cicatrizacion pulmonar, patrones
radiologicos algunos definitorios. Se asocia a pérdida progresiva de la transferencia normal
de gases y deterioro en la calidad de vida. En los ultimos afios la ciencia ha avanzado en
el conocimiento de estas enfermedades, fundamentalmente en aquellas patologias cuyo

resultado es la fibrosis pulmonar.

En su preocupacién constante por mejora de la calidad de vida de este colectivo, en 2002
se publico el consenso internacional de la american thoracic society/european respiratory
society (ATS/ERS), que establecié una clasificacion uniforme del diagndstico de estas
enfermedades basada en criterios clinicos, radiolégicos y anatomopatologicos (1),
actualizada en 2013 (2). Desde su publicacion, se ha tomado como referencia para el

diagnéstico de EPID por la mayoria de los centros y sociedades cientificas dedicadas al



diagnéstico y manejo de estas enfermedades. En 2012 la ATS publica la guia de practica
clinica en la enfermedad pulmonar intersticial basada en el analisis celular del lavado
broncoalveolar (LBA) (3). Adicionalmente, se han publicado guias para la practica clinica
en Sarcoidosis (4), neumonia intersticial con caracteristicas autoinmunes (5), EPID-ETC
(6), NH (7) y FPI (8). Todas estas publicaciones, resumen los esfuerzos de las sociedades
cientificas por unificar los criterios para el diagnéstico, manejo, seguimiento y tratamiento
de las EPID. Sin embargo, se ha realizado muy poco esfuerzo por aplicar e integrar la
citometria de flujo al manejo clinico de estas patologias. La citometria de flujo ha irrumpido
de forma decisiva en numerosas especialidades clinicas (hematologia, inmunologia,
oncologia, reumatologia, etc.) tanto en el diagndstico, como en el seguimiento y
monitorizacién de las terapias de diversas patologias. En cambio, continua sin aplicarse de
forma decidida en la patologia pulmonar, donde las células inmunitarias que infiltran el
parénquima pulmonar y el espacio alveolar pueden ofrecer informacion critica para el
diagnostico y la evaluacion prondstica de los pacientes. Este estudio de tesis pretende

rellenar este vacio.

Para ello, es necesario conocer bien la fisiopatologia del pulmén, un 6érgano
constantemente expuesto a multitud de noxas presentes en el medio ambiente. La barrera
mucosa respiratoria y el aclaramiento mucociliar son mecanismos homeostaticos que
mantienen el equilibrio entre el epitelio y el medio externo, pero precisan de la intervencion
de elementos de la inmunidad(9). El macréfago es la célula mas prevalente en la barrera
epitelial alveolar, junto a linfocitos T efectores. Sin embargo, éstas no son las Unicas
poblaciones responsables del cuidado y mantenimiento de la homeostasis inmunitaria del
huésped(10). La forma mas sencilla de recuperar y estudiar dichas células inmunitarias es
mediante el uso del LBA. El LBA es la toma de muestras del tracto respiratorio inferior
mediante la instilacion y posterior recuperacion de solucion salina estéril en el momento de
la broncoscopia. Este es un procedimiento importante que con frecuencia ayuda en el
diagndstico de la infeccion pulmonar, particularmente en el huésped inmunocomprometido

y en otras patologias pulmonares(11).



1.1. Epidemiologia de las EPID

La epidemiologia es crucial para establecer la magnitud de la carga de una enfermedad en
una poblacion, permite establecer planes de prevencion y el manejo de las enfermedades.
También es fundamental para comprender los factores de riesgo y la patogenia de las
enfermedades. Kaul y col. evaluaron la incidencia, prevalencia y frecuencias relativas de
las EPID, obteniendo variaciones de la incidencia de 1 a 31,5 por 100.000/persona/afo y
de la prevalencia de 6,3 a 71 por 100.000 personas (12). De acuerdo con las afirmaciones
de las ultimas reuniones de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica
(SEPAR), la incidencia y prevalencia de la EPID ira en aumento, actualmente se estima
que esta alrededor de 8 casos por cada 100.000 habitantes, siendo la FPI la mas frecuente,
con una incidencia de 1,6 casos por cada 100.000 habitantes(13) ,(14),(15). En Espaina se
han realizado estudios epidemioldgicos en Andalucia (Estudio RENIA), cuyos datos de
incidencia (7,2/100.000 h) se asemejan a los obtenidos en el estudio nacional SEPAR(14).
En Madrid (16) entre los afos 2005-06 utilizando como referencia el consenso ATS/ERS
publicado en 2002, con una incidencia de 3 casos/100.000 habitantes/afo, siendo las
neumopatias intersticiales idiopaticas (NIl) las mas frecuentes (FPI 29,5%, sarcoidosis
15,2% y EPID-ETC 13,3%)(17) ,(13).

En Europa se han realizado estudios epidemioldgicos relacionados con la EPID en Reino
Unido, donde describen una incidencia de 3-6 por 100.000/persona/afo, en Finlandia la
prevalencia fue de 16-18 100.000/persona/afio. En Nuevo Méjico (EE. UU) la incidencia

era de 11y 7 por 100.000/persona/afio para varones y mujeres, respectivamente(15,18).

En conjunto los datos muestran grandes diferencias en la prevalencia, que varian segun la

poblacion y posiblemente de las influencias de otros factores.

1.2. Clasificacion de las EPID

Aunque se conocen mas de 150 causas diferentes de EPID, la clasificacion propuesta por

la ATS/ERS (Tabla 1) establece 3 grupos principales (1).

1) De causa no conocida: cuyo principal exponente es la FPI.

2) EPID de causa conocida: patologias cuya causa esta bien establecida ya sea
porque la enfermedad pulmonar se desarrolla en el contexto de una enfermedad

autoinmune sistémica (AES) como la artritis reumatoide (AR), o en el caso de la



neumoconiosis y la NH porque la fuente es la inhalacion de productos conocidos,
de forma concomitante se pueden dar casos de EPID inducidas por farmacos. Con
menor frecuencia se dan las EPID asociadas a enfermedades hereditarias en las
cuales, muchos de los genes guardan relacion con vias que conducen a
alteraciones en el metabolismo del surfactante, a un aumento de la sefializacion de
estrés del reticulo endoplasmico (RE) y a un acortamiento de los telémeros. En
estos casos, los estudios genéticos ofrecen una base molecular para poder explicar
los fenotipos y en ocasiones, proporcionan informacién que influye directamente en

el tratamiento de los pacientes (tablas 1y 2)

Tabla 1. Clasificacion de las EPID

Neumonias intersticiales idiopaticas (Nll): De causa no conocida

1.

2.
3.
4

© N o o

Fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)
Neumonia intersticial aguda (NIA)
Neumonia intersticial no especifica (NINE)
Neumonias asociadas al tabaquismo

- Bronquiolitis respiratoria con enfermedad pulmonar intersticial (BR/EPID)
- Neumonia intersticial descamativa (NID)

Neumonia organizada criptogénica (NOC)
Neumonia intersticial linfoide (NIL)

Fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica
Neumonias intersticiales idiopaticas no clasificables

EPID de causa conocida o asociada a otras entidades clinicas bien definidas:

1.
2.
3.
4.
5.

EPID asociadas a conectivopatias (EPID-ETC)
Neumoconiosis (por polvos inorganicos)

Neumonitis por hipersensibilidad (NH)

EPID inducidas por farmacos y radioterapia

EPID asociadas a enfermedades hereditarias (tabla 2)

Grupo Heterogéneo de entidades primarias o asociadas a procesos no bien definidos.

1.

No o~ wN

Sarcoidosis
Eosinofilia pulmonar
Linfangioleiomiomatosis (LAM)

Proteinosis alveolar
Microlitiasis alveolar

Histiocitosis pulmonar de células de Langerhans (HPCL)
Amiloidosis




3) EPID asociadas a procesos no bien definidos, dentro de este grupo se

encuentran la sarcoidosis, histiocitosis de Langerhans, entre otras.

Tabla 2. Enfermedades hereditarias asociadas a EPID.

Esclerosis Tuberosa

Neurofibromatosis

Hipocalcemia Hipocalciuria Familiar

Sindrome de Hermansky-Puldlak

Enfermedades metabdlicas (Enfermedad de Niemann-Pick, Enfermedad de Gaucher, Cistinuria,
i omatosis de Faber)

Deficiencia de la proteina B del Surfactante

Deficiencia fatal del surfactante

Proteinosis congénita.

. EPID asociada a la reducciéon o mutacion de la proteina C del surfactante.

10. Fibrosis Pulmonar Idiopatica Familiar

11. Microlitiasis Alveolar

aorON=
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En 2013 se incorpora la ultima actualizacion, en la que se dividen las NIl en mayores, raras
y no-clasificables (2). Ademas, se incluye la fibroelastosis pleuropulmonar idiopatica y la
neumonia intersticial linfoide (NIL) como patologias raras. Se elimina el término alveolitis
fibrosante criptogénica y se acepta como entidad propia a la NINE. Las NIl mayores se
clasifican en fibrosantes cronicas (FPI), asociadas al tabaco como la neumonia intersticial
descamativa (NID) y la bronquiolitis respiratoria asociada a EPID (BR-EPID), NIl

agudas/subagudas (NIA) y la neumonia organizada criptogénica (NOC), ver figura 1.

I Neumonias Intersticiales Idiopaticas l

' FPl || [ MAYORES | | RARAS | | | NIL
[N'—NE] ' ‘ Fibroelastosis
Pleuropulmonar
-!":. Neumonias

intersticiales
idiopaticas no

clasificables

NIA

Figura 1. Clasificacion Neumonias intersticiales idiopaticas. Actualizaciéon 2013



La actualizacion del 2013 hace especial énfasis en la relevancia de los comités
multidisciplinares como “gold estandar” para el diagnéstico de las EPID, para presentar y
discutir los hallazgos clinicos, radiolégicos y anatomopatoldgicos, asi como decidir las
diferentes lineas de tratamiento (tabla 3). La experiencia constituye un factor relevante, por

tanto, reafirma la existencia de comités con experiencia en los centros de referencia (2).

Tabla 3. Categorizaciéon

Categoria Diagnéstico Cuadro radiolégico y/o patolégico
(clinico/radiolégico/patolégico)

NI-Fibrosantes crénicas FPI NIU
NINE NINE

NI-Relacionadas con BR-EPID Bronquiolitis respiratoria

tabaco NID* NID

NI-Agudas/subagudas NOC Neumonia organizada
NIA Dafio alveolar agudo

Definiciéon de abreviaturas: neumonia intersticial idiopatica (NII), fibrosis pulmonar idiopatica (FPI),
neumonia intersticial no especifica (NINE), bronquiolitis asociada a enfermedad pulmonar intersticial
(BR-EPID), neumonia intersticial difusa (NID), neumonitis organizada criptogénica (NOC), neumonia
intersticial aguda (NIA), neumonia intersticial usual (NIU). *la NID puede ocasionalmente ocurrir en no
fumadores.




2. Diagnostico de la EPID

El abordaje diagndstico de las EPID es complejo dada la similitud entre las caracteristicas
clinicas y su curso temporal variable, que puede ser agudo, subagudo o crénico. La causa
puede ser conocida o desconocida, el contexto de la enfermedad en el momento de la
presentacion puede tener manifestaciones extrapulmonares y/o sistémicas. Una vez se ha
reconocido una enfermedad intersticial en un paciente, el patron y distribucion de la imagen
radiolégica contribuyen a las primeras consideraciones diagnésticas. Para un diagnéstico
mas sutil la tomografia computarizada de alta resolucion (TACAR) es la prueba diagndstica
clave. Aunque las pruebas de funcion respiratoria y de difusidbn son necesarias y

exhaustivas, no pueden en general apoyar un diagnoéstico especifico de EPID (19,20).

Como se puede observar en la figura 2 se ofrece un resumen del algoritmo diagnéstico
propuesto para los centros hospitalarios dedicados al diagndstico y tratamiento de las
EPID. En los pacientes con EPID puede realizarse broncoscopia para obtener material para
analisis microbioldgicos, citoldgicos e histoldgicos. Las técnicas empleadas incluyen la
biopsia pulmonar transbronquial (BPTB) y la aspiracién con aguja transbronquial (AATB)
para los analisis citologico o histolégico (aguja de Wang). La broncoscopia dada su

morbilidad no es obligatoria en todos los pacientes con EPID.
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En conjunto con los analisis del LBA, la BPTB y/o la AATB (con la posibilidad de guiarlas
con ecografia endobronquial) se puede confirmar un diagndstico de sarcoidosis, linfangitis
carcinomatosa, neumonia eosinofilica, proteinosis alveolar, histiocitosis pulmonar de
células de Langerhans (HPCL), NIL y varias infecciones bacterianas, viricas y micoéticas,
evitando asi mas intervenciones invasivas como la mediastinoscopia o la biopsia mediante

toracoscopia videoasistida (VATS)(2)
2.1. Diagnéstico clinico

El sintoma cardinal de las EPID es la disnea progresiva (21). El comienzo de esta puede
variar desde semanas hasta afos y la progresion varia de paciente a paciente. La
inespecificidad de la sintomatologia hace que se pueda retrasar el diagndstico, hasta en 2
afnos en el caso de la FPI. Otros sintomas caracteristicos, son la tos seca persistente, que
puede ser motivo de consulta. Los cuadros agudos, como las NH, pueden asociarse a
febricula y artralgias. El neumotérax es caracteristico de la linfangioleiomiomatosis (LAM)
y de la HPCL. Menos frecuente es la hemoptisis y en las neumoconiosis puede darse la

melanoptisis.

Una anamnesis bien orientada puede proporcionar hasta 1/3 de los diagnésticos. Para el
correcto estudio y proceso diagndstico de las EPID es preciso tener en cuenta una serie

de factores:

- Tiempo de evolucién: el tiempo de inicio de la sintomatologia puede ayudar a la
hora de establecer el diagnodstico diferencial entre ellas. Algunas tienen un curso
agudo o subagudo, como la NIA o la NOC, en cambio en otras la sintomatologia es
mas insidiosa con afios de evolucion. La FPI puede cursar con brotes, que incluso
podria ser la forma de debut(22—-24).

- Edad y sexo: la edad de aparicién varia entre las diferentes entidades, entre los 20
y 40 afios es mas frecuentes la sarcoidosis, HPCL, las EPID-ETC y la LAM. La FPI
suele diagnosticarse en sujetos mayores de 50 anos. El sexo también ayuda a
orientar el diagnostico, la LAM es propia del sexo femenino y también las EPID-ETC
son mas frecuentes en las mujeres, a diferencia de la FPI que es mas frecuente en
varones. (25)

- Antecedentes familiares: pueden proporcionar informacion muy util. Los pacientes
con FPI pueden tener algun otro miembro de la familia afectado (fibrosis pulmonar

familiar, FPF). La microlitiasis alveolar, la esclerosis tuberosa, la neurofibromatosis



y la sarcoidosis son otros ejemplos de entidades clinicas con historia hereditaria y
EPID asociada. (26)

Habito tabaquico: la exposicion al humo de tabaco se relaciona con cambios en la
via aérea y en el parénquima pulmonar. Aunque el enfisema y la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) constituye la forma mas habitual de dafo
pulmonar por tabaco, en algunos casos el tabaco genera un dafo sobre el epitelio
alveolar produciendo infiltrados y fibrosis intersticial (27). Algunas EPID como la
NID, la BR-EPID, neumonia eosindfila aguda o la HPCL son propias de fumadores.
El tabaco es también un factor de riesgo de desarrollar FPI y artritis reumatoide
(AR) y AR asociada a EPID, o la combinaciéon Enfisema-FPI (CEFPI).
Recientemente se ha definido una nueva entidad que es la Fibrosis Intersticial
asociada a Tabaco (FIAT), de significado clinico aun no aclarado. En cambio,
existen otras entidades, como la sarcoidosis y la NH, en las que el consumo de
tabaco es menos frecuente.(28)

Historia ocupacional y ambiental: la exposicion a agentes organicos es causa de
NH y la exposicion a polvos inorganicos de neumoconiosis. La anamnesis laboral
debe ser extensa e incluir las actividades laborales, en especial, la presencia de
polvo inorganico, asi como la fecha en que tuvo lugar la exposicién y la duracion de
esta. La exposicién a gases o polvos pueden dafar el pulmén, generando
neumonitis agudas o subagudas que conlleven una fibrosis pulmonar. La exposicion
a particulas de pequefo tamafo, ya que el tamano optimo para que las particulas
se depositen en los alveolos y pequenas vias respiratorias es el de 1-5 micras de
diametro (29). Las condiciones ambientales en las que se produce la respiracion
juegan también un papel importante, de todas ellas el grado de humedad una de
las caracteristicas a tener mas en cuenta. (30)

Utilizacion de farmacos y radioterapia: no es infrecuente encontrar a los farmacos
implicados como causa de EPID. Es imperativo recoger en la anamnesis los
farmacos que toma o ha tomado el paciente, la dosis y duracién del tratamiento. Un
instrumento util de consulta, para determinar si un farmaco produce o no toxicidad
pulmonar la constituye la pagina web: www.PNEUMOTOX.com. El antecedente de
radioterapia toracica puede ser causa de EPID.

Exploracion fisica: en lineas generales, las EPID se caracterizan principalmente por
la presencia de estertores crepitantes en la auscultacién y la presencia o no de
acropaquias. A medida que progresa la enfermedad y aparece signos de

hipertension pulmonar y cor pulmonale, es posible encontrar edemas,
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hepatomegalia e ingurgitacion yugular. La presencia de sibilantes puede orientar
hacia una NH o una eosinofilia pulmonar.

Diagnéstico radiologico: en el 90% de las EPID se detectan alteraciones
radiolégicas al diagndstico. En algunos casos la radiografia de térax puede ser
normal, destacando uUnicamente la disnea de esfuerzo como clave para el
diagnéstico. Hay caracteristicas radioldgicas que pueden orientar al diagndstico. La
TACAR constituye hoy dia la técnica de eleccion en las EPID, por su excelente
resolucion y mejor correlacion con la anatomia patoldgica, su valor diagnostico y
pronostico y por permitir localizar la zona donde realizar la Biopsia(31). El tipo de
patron radiologico, asi como la distribucion de este tienen también valor de

orientacion diagnostica.

Tabla 4. Frecuencia de las neumonias Intersticiales idiopaticas asociadas a ETC

Esclerodermia AR Sjogren EMTC DM/PM LES
Frecuencia Probable Comun Posible Comun Probable Inusual
Tipo NINE (80-90%) NIU (50-60%) NINE (30-60%) NINE NINE NINE
NIU (10-20%) NINE NIL (20%) NO NO
NO NIU NIL
NID DAD NIU

*Abreviaturas: neumonia intersticial no especifica, NINE; neumonia intersticial usual, NIU; neumonitis
obliterante, NO; neumonia intersticial linfocitaria, NIL, dafio alveolar difuso, DAD; enfermedades del tejido
conectivo, ETC.

Fuente: (32-34)

Enfermedades del tejido conectivo (ETC): indagar sobre sintomas de enfermedades
sistémicas (colagenopatias, sarcoidosis) que pueden asociarse a EPID.

El patrén radiolégico en las EPID y la frecuencia de las NIl asociadas a ETC varia
segun la enfermedad de la que se trate (tabla 4), mostrando un predominio del
patrén NINE, excepto en la AR en donde predomina el patrén NIU.

La AR se relaciona con EPID entre un 10-20% de los casos y puede preceder a la
aparicion de la sintomatologia articular. En la dermatomiositis-polimiositis hay
afectacion pulmonar entre el 40-60% de los casos. En los sindromes anti-sintetasa
entre el 60-90%, en la esclerodermia en hasta el 60% de los casos y constituye la
principal causa de mortalidad, por ultimo, en la ETC en hasta el 70% de los casos.
Es menos frecuente en el lupus, donde es mas frecuente la presencia de serositis.
La posibilidad de ETC, debe tenerse presente en mujeres jovenes, en FPI y cuando
el patron predominante sea la NINE. El patrén de NINE, salvo en la AR donde
predomina el patron de NIU, es el patrén mas frecuente en las ETC. Una revision

reciente (35) recomienda en la analitica inicial incluir los anticuerpos antinucleares
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(ANA), los marcadores de miositis y sindrome anti-sintetasa (SSA), marcadores del
sindrome de Sjogren (anti-Ro/SSA) y anti La/SSB), de AR (factor reumatoide y Ac.
Anti-proteinas citrulinadas/ACPA) y los Acs. Anti-citoplasma del neutréfilo/ ANCA)
(tabla 5). En ocasiones, a pesar la sintomatologia sistémica y algunos marcadores
de autoinmunidad, no se cumplen los criterios necesarios para el diagndstico
definitivo de una EPID-ETC. Para estos casos se ha acuiado el término IPAF:
Interstitial Pneumonia Autoinmmune Features (20), (30)

Diagnostico de laboratorio: los parametros analiticos, permiten descartar la
presencia de una causa secundaria: ETC o NH, principalmente. Dentro de las
pruebas a tener en cuenta se debe incluir: hemograma completo, velocidad de
sedimentacion, factor reumatoide (FR), bioquimica completa incluyendo
determinacion del calcio, urea, creatinina, funcién hepatica, autoinmunidad (ANA,
ENA y ANCA), enzima convertidora de angiotensina (ECA), marcadores de
inflamacién (LDH, proteina C reactiva, fibrindgeno), enzimas musculares (Createnin
quinasa y aldolasa) y precipitinas. (36)

Se han realizado multiples intentos por encontrar biomarcadores que permitan
monitorizar la actividad de la enfermedad o predecir el prondstico en diferentes
EPID. Los cambios intraindividuales de la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina sérica o de la concentracion sérica del receptor soluble para la IL-2
son, hasta cierto punto, utiles para vigilar la actividad de la enfermedad en la
sarcoidosis (37). La actividad de la LDH es, hasta cierto punto, predictiva del
pronéstico en la FPI(38). La presencia de eosinofilia debe hacer pensar en las
eosinofilias pulmonares, la hipercalcemia o hipercalciuria en sarcoidosis, los
marcadores de inflamacion muscular como la creatinina quinasa o la aldolasa en
polimiositis/dermatomiositis. Las precipitinas positivas, aunque indican respuesta
especifica a un antigeno, si hay exposicion pueden sugerir NH. Sin embargo, solo

indican sensibilizacion tras exposicion y un resultado negativo no descarta una NH.
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Tabla 5. Pruebas complementarias de laboratorio utiles en el diagnéstico de la EPID

Prueba analitica

Indicacién

Interpretacion

ANA; Factor
Reumatoide; ANA
especificos, incluidos
Acs anti-Jo-1 o
SCL_70

Actividad de
creatincinasa,
mioglobina, aldolasa

Inmunoglobulinas

(IgG, 1gA, IgM, IgE,
subclases de IgG)

c-ANCA, p-ANCA

Acs. Anti-Membrana
basal glomerular

Actividad de la ECA
en suero, receptor de
IL-2 soluble en suero

Acs. 1IgG especificos
en el suero

Sospecha de EMTC o EPID
idiopatica (en la que no puede
excluirse EMTC)

Sospecha de miositis

Sospecha de
Inmunodeficiencia

Mas frecuente
hipogammaglobulinemia de
origen secundario
(Farmacoldgica, oncoldgica,

pérdida de proteinas intestinal
y/o renal, etc.).

Inmunodeficiencias primarias,
menos frecuentes.

Sospecha de vasculitis

Hemoptisis debida a HAD,
insuficiencia renal.

Sarcoidosis

Exposicion a antigenos que
causan NH

Aparecen titulos bajos hasta en el 20% de los
pacientes con FPI; los titulos elevados indican una

ETC subyacente

Los valores altos apoyan un diagnostico de

dermatomiositis

La hipogammaglobulinemia de origen secundario es
la mas prevalente y responsable de las mas de 150

causas de defectos humorales,

ya sea por

mecanismos de pérdida o destruccion proteica,

entre
Hematoldgicas,
Trasplantados,

descartar

Defectos
entre otros).

las principales causas;
nutricionales,

Es

hipogammaglobulinemia

Farmacoldgicas,
HIV,
imprescindible

secundaria,

previo al diagndstico de una Inmunodeficiencia

primaria (menos frecuente).(39)

La inmunodeficiencia variable comun precisa un
proceso diagnodstico largo y complejo y requiere la
valoracién por un especialista en inmunologia

clinica.

Los c-ANCA son indicativos de Granulomatosis con
polivasculitis (sindrome de Wegener) o PVM,; los p-
ANCA son indicativos de Sind. De Churg Strauss o

Polivasculitis microscopica

Un resultado positivo es diagnéstico de sindrome de

Goodpasture

Sensibilidad y especificidad bajas

Valido solo dentro de un contexto clinico adecuado

*neumonitis por hipersensibilidad (NH), enfermedad del tejido conectivo (ETC), hemorragia alveolar difusa

(HAD)

2.2. Diagnéstico radiolégico

Una radiografia de térax andmala es a menudo el primer hallazgo en pacientes con EPID.

Los hallazgos mas frecuentes son un patrén reticulo nodular difuso, con opacidades en

vidrio deslustrado o ambos. El patron y la distribucién de la apariencia radiolégica

contribuyen a las primeras consideraciones diagnosticas (tabla 6). (38,40,41)
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Tabla 6. Hallazgos radiolégicos caracteristicos en la radiografia de térax.
Volumenes pulmonares bajos FPI, EPI relacionada con ETC, NH crénica, asbestosis,

fibrosis crénica inducida por farmacos, NOC crénica, o

NID
Volumenes pulmonares conservados o BR-EPID, FPI mas enfisema, HPCL, LAM, sarcoidosis,
aumentados esclerosis tuberosa, neurofibromatosis, bronquiolitis.
Predominio en la zona superior Sarcoidosis, silicosis, neumoconiosis de los mineros del

carbon, NH, HPCL, beriliosis, NRC, sindrome de Caplan,

artritis reumatoide nodular.

Predominio en la zona inferior FPI, EPID-ETC, asbestosis, NID, NH croénica.
Predominio periférico FPI, NOC, NEC.

Micronodular Infeccion, sarcoidosis, NH, neoplasia maligna.
Engrosamiento de tabiques Neoplasia maligna, Insuficiencia cardiaca izquierda

cronica, infeccion, enfermedad venooclusiva pulmonar.

Patrén en panal FPI, asbestosis, EPID-ETC, NH croénica, sarcoidosis
Opacidades migratorias Enfermedad de Loffler, NOC, NH, ABPA
Lineas B de Kerley Insuficiencia cardiaca izquierda cronica, linfangitis

carcinomatosa.
Enfermedad Pleural EPID-ETC, asbestosis, neoplasia maligna, EPID inducida

por radiacion, sarcoidosis.

Neumotdrax HPCL, LAM, esclerosis tuberosa, neurofibromatosis

Linfadenopatia mediastinica/hiliar Sarcoidosis, neoplasia maligna, silicosis, beriliosis, EPID-
ETC, infeccion.

Normal (alrededor del 10%) NH, NINE, EPID-ETC, BR-EPID, bronquiolitis, sarcoidosis.

ABPA, aspergilosis broncopulmonar alérgica; BR-EPID, bronquiolitis respiratoria y EPID; EPID, enfermedad pulmonar
intersticial; ETC, enfermedad del tejido conectivo, FPI, fibrosis pulmonar idiopatica; HPCL, histiocitosis pulmonar de
células de Langerhans; LAM, linfangioleiomiomatosis; NEC, neumonia eosinofilica cronica; NH, neumonitis por
hipersensibilidad; NID, neumonia intersticial descamativa; NINE, neumonia intersticial no especifica; NOC, neumonia

organizada criptogénica.

Para un diagnostico mas sutil, la TACAR es la técnica diagnéstica clave y es suficiente
para el diagnostico en un numero significativo de los pacientes con FPI. (40) Los criterios
radiolégicos que ayuden a realizar un diagnostico de certeza de la FPI se presentan a

continuacion (tabla 7).

14



Tabla 7. Criterios diagnésticos de fibrosis pulmonar idiopatica.

Patrén NIU Patron de posible NIU Patrén incompatible con NIU

(las cuatro caracteristicas) (las tres caracteristicas) (cualquiera de las siete caracteristicas)

. Predominio subpleural . Predominio subpleural . Predominio en la zona superior o media del
basal basal pulmon.

. Anomalia reticular. . Anomalia reticular. . Predominio peri bronco vascular.

. Patrén en panal, con o sin . Ausencia de las . Anomalia en vidrio deslustrado extensa
bronquiectasias por traccién. caracteristicas presentadas (extension > anomalia reticular)

. Ausencia de las como incompatibles con . Multiples micronédulos (bilaterales, alejados
caracteristicas presentadas paltron de NIU (ver tercera de las zonas con patrén en panal).

i ; columna. o . .
como incompatibles con . Atenuacién difusa en mosaico/ atrapamiento
paltron de NIU (ver tercera aéreo (bilateral, Hoy en 3 0 mas lébulos)
columna.

Consolidacion en segmentos / Idbulos
broncopulmonares.

NIU, neumonia intersticial usual. Tomado de Raghu G, Collard HR, Egan JJ, et al .an official ATS/ ERS/JRS / ALAT.
Statement; idiopathic pulmonary fibrosis. Evidence-based guidelines for diagnosis and management. Am J. Respir Crit care
Med. 2011; 183: 794.

Las observaciones que ofrece la TACAR como diagndstico alternativo a la FPI se muestran
en las tablas 8 y 9. La interpretacion de las radiografias de térax y las TACAR debe incluir
siempre una revision completa de todas las imagenes radioldgicas disponibles (estudio
comparativo), y debe realizarse en comunicacion directa entre el neumologo y el radidlogo

con el fin de optimizar el rendimiento diagndstico.

Tabla 8. Hallazgos en la TACAR que desestiman fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)
Observaciones en la TACAR atipicas de FPI Diagnéstico probable

Nédulos centrolobulillares, atrapamiento aéreo, opacidades en  NH

vidrio deslustrado, respeto relativo de las bases.

Derrame pleural, engrosamiento pleural, dilatacion esofagica Enfermedad vascular del colageno
Placas pleurales, engrosamiento pleural Asbestosis
Anomalia focal Cicatriz localizada

Tabla 9. Consideraciones diagndsticas basadas en los patrones de la TACAR

Observaciones Entidad

especificas en TACAR

Quistes HPCP, LAM, NIL, sindrome de Birt-Hogg-Dubé.

Nodulos perilinfaticos Sarcoidosis, enfermedad crénica por berilio, Carcinoma linfangitico, linfoma
Nodulos NH

Centrolobulillares Bronquiolitis respiratoria

Patréon de arbol en brote Infeccion, aspiracion, otras formas de bronquiolitis

Atenuacion en mosaico NH, Bronquiolitis obliterante, Tromboembolia pulmonar

HPCP, histiocitosis pulmonar de células de Languerhans; NIL, neumonia intersticial linfoide; NH, neumonitis

por hipersensibilidad.
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3. Estudio del lavado broncoalveolar (LBA)

El LBA es una prueba util y segura que debe de realizarse en todos los casos en los que
se sospeche una enfermedad pulmonar intersticial, especialmente en las que no existe un
patrén radiolégico compatible con NIU en el TACAR. Aporta tanto valor diagnéstico como
pronéstico, ver tabla 10. Una vez obtenido el LBA mediante broncoscopia, ver en la figura
3, se distribuyen en alicuotas que seran utilizadas para diferentes propdsitos diagnésticos
como se esquematiza en la figura 4. En un paciente sano el LBA esta constituido
principalmente por macréfagos en un 90% vy linfocitos en un 5-10% y en menor cantidad
polimorfonucleares neutréfilos y eosindfilos. Dentro de la poblacién de linfocitos en su
mayoria contiene linfocitos T y solo en un 5% Linfocitos B. Dentro de los linfocitos T

distinguimos la poblacion TCD4+ y TCD8+ en una relacién normal entre 1,5-2:1(42).

Indicaciones: tos persistente, infeccion y deteccion de irregularidades en una
radiografia de térax u otra prueba.

Otras indicaciones diagndsticas:

. La visualizacion directa de la via aérea, incluso hasta los bronquios subsegmentarios
. La recoleccion de muestras de las secreciones y las células respiratorias mediante
lavados y cepillados bronquiales y el lavado de las vias aéreas periféricas y los
alvéolos

. La biopsia de estructuras endobronquiales, parenquimatosas y mediastinicas

Los usos terapéuticos incluyen

. Succion de secreciones retenidas

. Colocacion de un tutor endobronquial

. Eliminacion de los cuerpos extrafios

. Uso de la dilatacién con balén para aliviar las estenosis de las vias aéreas
Broncoscopia rigida:

. Cuando se necesitan una mayor abertura y canales mas amplios para una mejor
visualizacién e instrumentacion, como sucede cuando se investiga una hemorragia
pulmonar vigorosa

. Cuando se visualizan y extraen cuerpos extrafios aspirados en nifios pequefios

. Cuando se visualizan lesiones endobronquiales obstructivas para una posible
citorreduccion con laser o la colocacion de una endoprotesis.

Figura 3. Indicaciones de |la broncoscopia. Imagen tomada de Mayo clinic.org.
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Mediante esta técnica un segmento o subsegmento del pulmén es lavado con suero salino
estéril. Seguidamente se recoge el lavado, que contiene elementos representativos del
tracto respiratorio inferior, despreciandose de esta forma la primera fraccion del arbol
bronquial. Su recogida, transporte y procesamiento estan estandarizados y constituye un
paso previo para su estudio en cada servicio donde se remiten las muestras (43). El analisis
citolégico e inmunohistoquimico del LBA es hoy en dia una de las pruebas de laboratorio
de mayor interés diagndstico de las EPID. ElI LBA puede en algunos casos evitar la
realizacién de la biopsia, en ocasiones puede ser orientativo apoyando el diagndstico de
presentacion o sugerir un diagnostico alternativo. El analisis mineralogico y la
determinacion de los cuerpos de asbesto pueden ser utii en el estudio de las

neumoconiosis.

Existen dudas acerca de la rentabilidad diagndstica del LBA ya que se explora Unicamente
una parte de pulmén y puede que ser representativa de la inflamacién pulmonar de una
enfermedad que afecte de forma difusa. Hay estudios que han objetivado que el LBA

cambiaba dependiendo del I6bulo en el que se realizara.

“Microbiologia

1. Cultivo de esputo yGram
2. Micobacterias

3. Virus

4. Pneumoscistis

-Anatomia Patoldgica:
1. Analisis Mineral (si hay
LBA sospecha)
2. Neumoconiosis
3. Citologia

-Citometria del LBA:

Recuento celular y de poblaciones
leucocitarias mediante citometria de
flujo (linf TCD3+, T CD4+, T
CD8+, CD1a+, CD57, cociente
CD4/CD8)

Figura 4. Distribucién de las muestras del Lavado Broncoalveolar
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Tabla 10. Utilidad diagndstica del lavado broncoalveolar

Enfermedades en las que el LBA posee valor diagnéstico

1.-PA, material proteinaceo, PAS+ y azul cian, cuerpos lamelares en ME
2 -Histiocitosis de Langerhans: CD1 >5%; granulos de Birbeck en ME
3.-Eosinofilias pulmonares: eosinofilia > 20%

4.-HAD: hemosiderdfagos > 20%

Enfermedades en las que el LBA posee valor orientativo

1.-Sarcoidosis: predominio linfocitario, cociente CD4/CD8 > 3,5

2.-NH: predominio linfocitario, mastocitos, inversiéon del cociente CD4/CD8.
3.-FPI: predominio neutrdfilos con/sin eosindfilos

4.-Neumonitis por farmacos: citologia variable, inversion del cociente CD4/CD8.

5.-NO: predominio linfocitario, con cierto grado de neutrdfilos y eosindfilos, inversion
del cociente CD4/CD8.

6.-NID y BR-EPID: macréfagos hiperpigmentados

7.-NIA: predominio linfocitario, neumocitos tipo Il atipicos, fragmentos de membrana
hialina.

*abreviaturas: proteinosis alveolar (PA), microscopio electronico (ME),
hemorragia alveolar aguda (HAD), neumonitis por hipersensibilidad (NH),
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), neumonia organizada (NO), neumonia
intersticial difusa (NID), bronquiolitis asociada a EPID (BR-EPID), neumonia
intersticial aguda (NIA).

(3)

La primera guia para el procedimiento y recoleccion del LBA en Espafa fue publicada en
1994, para entonces la técnica no estaba estandarizada, lo cual dificultaba la comparacion
de resultados entre los distintos autores (44). Mas tarde en 2012, la ATS publica An Official
American Thoracic Society Clinical Practice Guideline: The Clinical Utility of
Bronchoalveolar Lavage Cellular Analysis in Interstitial Lung Disease, e incluye las ultimas
recomendaciones acerca de como realizar el procedimiento, transporte, procesamiento y
analisis del LBA (3) establece que, durante la broncoscopia flexible estandar, el
broncoscopio se coloca en posicion de cuna dentro del segmento broncopulmonar
seleccionado. Se instila solucién salina normal (a temperatura ambiente) a través del
broncoscopio, con un volumen total que oscila entre 100 a 300 ml y dividido en tres a cinco
alicuotas. Después de la instilacion de cada alicuota, el suero salino instilado se recupera
generalmente utilizando una presion de succién negativa inferior a 100 mm Hg. La presion
de succion negativa debe ajustarse para evitar el colapso visible de las vias respiratorias.
El volumen total minimo extraido debe ser igual o superior al 5% del volumen instilado (la
toma de muestras 6ptima > 30%). Si durante el procedimiento se recupera menos del 5%
del volumen de cada alicuota instilada debido a la retencién de la mayor parte del liquido
en el pulmoén, se debe retirar la alicuota, el procedimiento debe abortarse para evitar un

mayor riesgo para el paciente.
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Se necesita un volumen minimo de 5 ml para el analisis celular del LBA (el volumen éptimo
es de 10-20 ml); es aceptable agrupar todas las alicuotas del LBA extraido para los analisis
de rutina. El liquido LBA debe recogerse en recipientes que no favorezcan la adherencia
celular a la superficie del recipiente (por ejemplo, vidrio recubierto de silicona o
polipropileno u otros plasticos disefiados para el cultivo de tejidos en suspension). El
meétodo de transporte depende del tiempo que se prevea que tardara en llegar al laboratorio
de analisis. El liquido LBA puede transportarse a temperatura ambiente si el laboratorio se
encuentra en el mismo centro. Si la entrega puede tardar entre 30 y 60 minutos, las
muestras deben transportarse a 42C. Si el tiempo de entrega es superior a 1 hora, se
desaconseja el transporte en la solucion salina de lavado original. En su lugar, las células
deben centrifugarse a una velocidad que mantenga la integridad celular (por ejemplo, 250-
300 g durante 10 min) y resuspenderlas en un medio suplementado con nutrientes (p. €j.,
MEM125mM HEPES o RPMI 1640125mM HEPES) y a 4°C, donde pueden permanecer
hasta 24 horas. Si no se dispone de una centrifuga, se puede afadir MEM o RPMI a la
muestra de lavado agrupada y almacenarla posteriormente a 4°C durante un maximo de
12 horas, pero la muestra debe transportarse al laboratorio tan pronto como sea posible.

El liquido LBA no debe congelarse ni transportarse con hielo seco.

El procesamiento rapido del LBA una vez que llega al laboratorio proporciona resultados
optimos, el material utilizado en el laboratorio no debe favorecer la adherencia de las
células a las superficies de los recipientes. Las muestras con moco espeso pueden colarse
a través de una gasa suelta, o bien disolver pequefas cantidades de moco. Si es necesario,
pueden disolverse pequefias cantidades de moco con ditiotreitol. A continuacién, la
muestra debe centrifugarse a velocidad adecuada, resuspenderse y analizarse. ElI LBA que
no se vaya a analizar inmediatamente debe ser centrifugado, el sedimento celular
resuspendido en un medio suplementado con nutrientes, y luego refrigerado a 4°C hasta
24 horas. Las células que ya estaban suspendidas en un medio suplementado con
nutrientes debido a un retraso en el transporte pueden ser simplemente refrigeradas a 4°C.

Las muestras obtenidas mas de 24 horas antes no son aptas para el analisis (3)
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3.1. Andlisis citolégico del LBA

El gold estandar del analisis citolégico del LBA es el estudio al microscopio de muestras
depositadas en portas con citospin y teflidas con May Grunwald Giemsa. En este analisis
es factible diferenciar y cuantificar células inmunitarias como los macrofagos, linfocitos,
neutrofilos, eosindfilos y células dendriticas, aunque estas ultimas pueden requerir de
tinciones especificas. Ademas, se pueden apreciar peculiaridades morfolégicas en las
células inmunitarias o tisulares (células epiteliales columnares epiteliales
escamosas/ciliadas) y deposicion de materiales. Por ultimo, es posible detectar células

neoplasicas.

Las cifras de las células inmunitarias de un LBA normal son: macrofagos >85%, linfocitos
10-15%, neutrdfilos <3%, eosindfilos <1% y células dendriticas <1%. Las células epiteliales
columnares epiteliales escamosas/ciliadas deben representar menos del 5%, cifras

superiores pueden indicar una mala calidad de la muestra (3)

Cuando la obtencion del LBA se realiza con una técnica estandarizada, se examina y
combinan con datos clinicos y de imagen, los recuentos recuento diferencial de células y
otras caracteristicas pueden proporcionar informacion importante que contribuye

significativamente al diagnéstico de EPID especificas (45-47) (48).

Los patrones celulares tienden a reflejar perfiles celulares inflamatorios en los tejidos
pulmonares afectados (49), pero pueden obtenerse patrones celulares que no son tipicos
de un diagnéstico especifico de EPID, muestran poco o ningun cambio con respecto a los
perfiles normales o muestran patrones mixtos con cambios significativos en el porcentaje
relativo de mas de un tipo de célula inmunitaria nucleada(46). Ademas, pueden observarse
en diversos trastornos de las vias respiratorias (p. ej. bronquiolitis, bronquitis, asma,
bronquitis eosinofilica, bronquiectasias y ABPA). No obstante, algunas caracteristicas del
LBA o ciertos patrones celulares con cambios significativos en uno o mas de un tipo de

células pueden ser consistentes o sugerir tipos especificos de EPID:

- Con linfocitos >15%: sarcoidosis, neumonia inespecifica, NH, neumonitis inducida
por drogas, EPID-ETC, neumonia por radiacion, NOC vy sindromes
linfoproliferativos.

- Con Eosindfilos >1%: neumonia eosinofilica, neumonitis inducida por drogas,

trasplante de meédula ésea, asma, bronquitis, sindrome Churg-Straus, NH,
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enfermedad de Hodgkin e infecciones (bacterianas, fungicas, helminticas,
Pneumocystis).

- Neutrdfilos >3%: FPI, neumonia por aspiracion, infecciones (bacterianas, fungicas,
bronquitis), asbestosis, NIA y dano alveolar difuso.

- El aumento del numero de mastocitos en se ha asociado a NH, reacciones a
farmacos, sarcoidosis, EPI asociada a enfermedad vascular del colageno, FPI, NE
y neoplasias. Se han observado células plasmaticas en el LBA en NH, reacciones
a farmacos, neoplasias e infeccion (50).

- Los macrofagos alveolares también pueden mostrar ciertos cambios morfolégicos,
como: aspecto espumoso en la NH; citoplasma marcadamente vacuolado con
tincién positiva de las vacuolas para la grasa en la neumonia por aspiracion cronica,
inclusiones citoplasmaticas asociadas a infecciones viricas (por ejemplo, neumonia
por citomegalovirus); hematies ingeridos y fragmentos de hematies y hemosiderina
con hemorragia alveolar difusa (HAD); cuerpos de amianto ingeridos; u otras
particulas de polvo.

- Un LBA sanguinolento, que puede variar de rosa a rojo en caso de hemorragia
aguda, o marrén anaranjado en caso de hemorragia subaguda caracteristico de la
hemorragia alveolar difusa (HAD), especialmente si las alicuotas de liquido BAL no
muestran ninguna disminucién de la decoloracion sanguinolenta o (especialmente)
si la decoloracion aumenta(51). Si hay HAD los glébulos rojos deben ser
identificables en la citospin y los macréfagos se tefiran positivamente para la
hemosiderina, cuando se tifien con una tincion de hierro si el inicio de la hemorragia
ha precedido al momento del LBA 24-48 h.

- Un LBA recién extraido con aspecto lechoso o marrén claro a blanquecino, turbio,
con restos floculentos que se depositan en el fondo del recipiente antes de la
centrifugacion sugiere la proteinosis alveolar pulmonar (PAP) como diagnéstico
probable. El diagndstico puede confirmarse si el sedimento, que es material
lipoproteinico derivado del surfactante, se tifie positivamente con la tincion periodica
de acido-Schiff.

Hay algunos patrones celulares que son definitorios de patologias especificas:

- Un recuento diferencial de linfocitos > 25% sugiere enfermedad granulomatosa
(sarcoidosis, NH o enfermedad cronica por berilio), neumonia intersticial celular

inespecifica, reaccion a farmacos, neumonia intersticial linfoide, NOC o linfoma.
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- Cocientes de linfocitos T CD4/CD8>4 es altamente especifico para la sarcoidosis
en ausencia de una mayor proporcién de otros tipos de células inflamatorias.

- Recuento de linfocitos > 50% sugiere NH o neumonia intersticial celular
inespecifica.

- Recuento celular de mastocitos 1%, linfocitos > 50% y neutréfilos > 3% sugiere NH
aguda.

- Recuento de neutrdfilos > 50% indica lesidbn pulmonar aguda, neumonia por
aspiracion o infeccion supurativa.

- Recuento de eosindfilos >25% es practicamente diagndstico de neumonia

eosinofilica aguda o cronica (52), (53).

Otras observaciones, como el aspecto macroscépico del liquido de células inusuales (p. €j.
células plasmaticas, mastocitos y macrofagos espumosos o cebados) o material extrafio
informacion importante que puede conducir a un diagnéstico especifico. En el contexto
clinico adecuado, ciertos hallazgos macroscopicos y celulares en el LBA son muy
sugestivos de entidades especificas de EPID en la tabla 10, pero estas observaciones
deben interpretarse en el contexto clinico del paciente y los hallazgos radioldgicos,
reconocer que las imagenes radiograficas, incluida la TACAR, pueden no parecer
particularmente anormales en ciertas formas de EPID (por ejemplo, neumonias

intersticiales o HP sin FPI).
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3.2. Analisis por citometria de flujo del LBA

El estudio del LBA por citometria de flujo proporciona un analisis rapido de caracteristicas
cualitativas y cuantitativas de las células. Mediante el andlisis de la expresion de
marcadores celulares utilizando anticuerpos monoclonales fluorescentes se pueden

identificar y contar las diferentes poblaciones leucocitarias.

Las publicaciones acerca de la citometria de flujo del LBA son limitadas (54,55)(56,57).(58)
(59). No existe hasta la fecha ningin documento que respalde la validez y relevancia de la
citometria de flujo del LBA en el diagndstico de las EPID. Actualmente los comités y grupos
cientificos consideran la citometria del LBA como una técnica de apoyo al diagnéstico de
algunas patologias agudas, simplemente por su rapidez. No obstante, en determinadas
EPID, el estudio del LBA propone patrones tipicos de la enfermedad, aportando apoyo al
diagnéstico. En una cohorte prospectiva de 562 pacientes estudiada en el Hospital Virgen
del Rocio de Sevilla en pacientes con FPI (n=132), sarcoidosis (n=123), EPID-ETC
(n=133), NOC (n=89) y NH (n=85), demostraron un predominé del patron linfocitario en la
NH y la sarcoidosis, y describieron el cociente CD4/CD8 como el parametro mas util para
identificar sarcoidosis (CD4/CD8, mediana de 2,3). En el resto de las enfermedades el
indice estaba invertido, con una mediana para la FPI, la NH, la NOC y las EPID-ETC de
1,76; 0,45; 0,35, y 0,33, respectivamente. Concluyen que los parametros del LBA, junto a
los datos clinicos, radiolégicos, ayudan a discriminar entre las EPID y que, por lo tanto,
debe considerarse una técnica de gran utilidad en el manejo clinico, sobre todo cuando la
biopsia pulmonar no resulta diagnostica o no es posible realizarla. (Jara-Palomares et al.,
2009). Un estudio posterior del mismo grupo en el que 44 pacientes diagnosticados de
sarcoidosis y NH fueron evaluados mediante citometria de flujo, pruebas histoldgicas y
TCAR, concluye que los parametros de mayor utilidad fueron la linfocitosis y sobre todo el
cociente CD4/CD8. Este cociente se presentd elevado en patologias como la sarcoidosis
y se invirtié en la NH (61,62).

Los pacientes diagnosticados de sarcoidosis presentan una alveolitis linfocitaria con
notable aumento del cociente CD4/CD8 en el LBA. Un 68.8% de los pacientes presentan
un cociente superior a 3.5. Un aumento del citado cociente es muy especifico de la
sarcoidosis, mientras que el aumento de linfocitos es mas sensible. Pacientes con cociente
CD4/CD8 > 4 tienen una alta probabilidad de desarrollar sarcoidosis (valor predictivo del
94%), mientras que cocientes CD4/CD8 < 1 permiten excluir la enfermedad (63),(64). Este

hecho parece relacionado con la propia naturaleza de la enfermedad, la cual se caracteriza
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por la presencia de granulomas no caseificantes constituidos fundamentalmente por
macrofagos y linfocitos CD4+, que aparecen como consecuencia de una respuesta

inmunoldégica exagerada.

Por su parte, la NH es una enfermedad pulmonar inflamatoria no IgE mediada, que se
caracteriza por la presencia de granulomas (en el 60% de los casos), ocasionados por la
inhalacion cronica de una amplia variedad de productos organicos. La patogenia se basa
en una reaccion inmunomediada frente a estas particulas inhaladas, que durante la fase
aguda es mediada por reacciones de hipersensibilidad tipo Ill, mediada por el depdsito de
inmunocomplejos in situ en el espacio intersticial, como resultado de la interaccion con el
antigeno inhalado y los Anticuerpos IgG preexistentes en el espacio alveolar, la activacion
del complemento puede contribuir a la alveolitis y neutrofilia. Sin embargo, algunos sujetos
con anticuerpos precipitantes frente a antigenos de la NH (precipitinas), no desarrollan
enfermedad parenquimatosa o sintomatica. Por lo que se cree que la reaccién de
hipersensibilidad tipo IV (mediada fundamentalmente por linfocitos T CD8 y responsable
de la formacion de granulomas, incluye respuesta celular Th1 y posiblemente Th17, que
contribuye a la expresién de la enfermedad. (65). La NH por su caracter granulomatoso y
su clinica de manifestacion extrapulmonar (tos, disnea o pérdida de peso), plantea un
diagnéstico complejo, ya que puede ser clinicamente similar a otras patologias, como la
sarcoidosis. El estudio citolégico por citometria del LBA permite orientar el diagnéstico, ya
que, aunque ambas cursan con linfocitosis, en la primera se observan cocientes CD4/CD8
disminuidos y en la segunda aumentados. Todos los pacientes con NH muestran
alteraciones en el LBA, de tal manera que un LBA sin alteraciones excluye el diagndstico
de NH. Es el método mas sensible. Predomina la linfocitosis, con linfocitos T CD8. Un
aumento de linfocitos T CD4 lleva a pensar en un mal pronédstico, pues un aumento de T

CD4 y/o neutrdfilos se ha relacionado con mayor posibilidad de desarrollar fibrosis (66).

En la actualidad la citometria de flujo estd comenzando a describir en sus informes el resto
de las células inmunitarias presentes en el LBA. Diversas publicaciones(67) describen las
cifras de linfocitos (con sus subpoblaciones T, y en ocasiones B y NK),
macrofagos/monocitos, neutrofilos, eosindfilos y células dendriticas CD1a+. Esto esta
permitiendo ofrecer resultados rapidos y precisos, que los clinicos comienzan a valorar, por

su utilidad diagnéstica.
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4. Analisis histopatologico en la EPID

El conocimiento de la anatomia normal puede servir de ayuda para el diagndstico de la
enfermedad pulmonar intersticial, ya que la interpretacién de las muestras de biopsia
pulmonar es una parte esencial del diagnédstico de la EPID. Consiste en un proceso de
evaluacion de una biopsia pulmonar quirldrgica que conlleva contestar a varias preguntas.
A diferencia de gran parte de la anatomia patolégica quirdrgica de la enfermedad pulmonar
neoplasica, llegar al diagndstico correcto en la enfermedad pulmonar no neoplasica a
menudo requiere la correlacion con los hallazgos clinicos y radiolégicos. La tematica de la
EPID cubre varios cientos de entidades, y la anatomia patoldgica de la EPID ha sido el
tema de varios tratados amplios (7,8,37,48-50,63,68—76).

El pulmén puede dividirse en compartimentos anatdmicos separados por espacios
alveolares, intersticio alveolar, vias respiratorias grandes, vias respiratorias pequenas,
vasos pulmonares y pleura. Al examinar el pulmon, es importante reconocer la posibilidad
de enfermedad en cualquiera o todos estos componentes. Adicionalmente, el parénquima
alveolar puede dividirse en varias zonas que pueden ayudar a la elaboracion del

diagnéstico diferencial, es aqui donde son necesarias varias definiciones:

1) Un Iébulo primario se define como la porcién del pulmén aireada por un bronquiolo
respiratorio,

2) Un lobulo secundario se define como una regidon de pulmén centrada en un
bronquiolo respiratorio, unida en sus margenes periféricos por septos interlobulares
fibrosos, y que se extiende distalmente hasta la superficie pleural, ver figura 5. Esta
construccion histologica se reconoce al microscopio mas facilmente que el I6bulo
primario; por tanto, los anatomopatélogos (y los radiélogos) utilizan a menudo el

término Iébulo indistintamente del I6bulo secundario.(77)

25



-’

;\ - : ¥ '/: A '~.\‘,~-—ﬁ.> .

Figura 5. Lébulo secundario. La imagen con poco aumento del parénquima pulmonar normal
resalta la arquitectura lobular pulmonar. Los bronquiolos y las ramas asociadas de la arteria
pulmonar forman el centro del I6bulo. Los limites periféricos estan delimitados por los septos
interlobulares que contienen tanto venas pulmonares vy linfaticos como la pleura visceral. Tomado
de Enfermedad pulmonar intersticial. (77)

Gran parte de la valoracion histoldgica del pulmén se realiza mediante la evaluacién de las
estructuras del I6bulo secundario. La porcién central de un Iébulo secundario contiene lo
que se denomina, el haz broncovascular, que consta de una via respiratoria pequena
asociada con la arteria pulmonar. El tejido circundante consta de espacios y septos
alveolares. Los septos interlobulares, en la periferia del I6bulo, contienen las venas
pulmonares. El limite distal del I6bulo constituye la pleura visceral. Los linfaticos
pulmonares estan presentes en los haces broncovasculares, los septos interlobulares y el
tejido conectivo subpleural. Utilizando la unidad estructural del I6bulo, se pueden describir
varios patrones de distribucion. Un proceso intersticial difuso involucra a la mayoria de los
septos alveolares dentro del I6bulo. Un proceso bronquiolocéntrico muestra la acentuacion
de la enfermedad en el tejido que rodea las vias respiratorias pequeias. Un patréon lobular
periférico muestra la acentuacion de la inflamacion o de la fibrosis en las regiones
subpleural y paraseptal. Un patrén linfatico muestra una distribucion de la enfermedad que
involucra a las regiones subpleurales, los septos interlobulares y los haces
broncovasculares. Otros patrones de enfermedad son la distribucion angiocéntrica y la
aleatoria. Varios de estos patrones de distribuciéon también pueden describir procesos

consolidativos en los que existe relleno alveolar. (77)
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Definir el proceso de la enfermedad dentro de la biopsia pulmonar requiere, primero,
establecer si se trata de una lesion pulmonar aguda; los dos patrones comunes de lesion
pulmonar aguda son el dano alveolar difuso y la neumonia organizada. Sobre la base de
estas enfermedades pueden parecer otras enfermedades cronicas con fibrosis. El dafio
alveolar difuso es un patron histolégico de lesion pulmonar que se debe al dafo del
componente endotelial y epitelial del alvéolo: el capilar alveolar y el neumocito de tipo 1.
Histologicamente, la aparicion de dafo alveolar difuso varia en funcion del tiempo
transcurrido desde la lesion inicial (78),(79). En las primeras horas después de la lesion,
las fugas de la barrera vascular-epitelial del alvéolo provocan una acumulacion de liquido
rico en proteinas dentro de los espacios alveolares. En el transcurso de 12-24 h, los septos
alveolares se engrosan por edema e inflamacion minima aguda y crénica. A medida que
progresa la lesion, las paredes alveolares tienen la apariencia de fibrosis parecida a tejido
de granulacién con proliferacion de fibroblastos dentro de una matriz mixoide. Los espacios
alveolares se rellenan ademas por membranas hialinas, ver figura 6. Estas membranas
hialinas aparecen de forma homogénea eosindfila con una ligera apariencia cérea (el
término proviene de hyalos, que en griego significa vidrio). Estan presentes cerca de la
superficie alveolar. Aunque parecen bastante uniformes al microscopio 6ptico, cuando se
ven al microscopio electronico estas membranas hialinas parecen estar compuestas por
una papilla de nucleoplasma, citoplasma, fibrina y otras proteinas derivadas de la muerte
celular debida a la lesion aguda. A menudo, los vasos pequefios (generalmente arterias
pulmonares < 2 mm) muestran pequenos trombos de fibrina en su luz. Se piensa que esto

se debe a la activacion de la cascada de la coagulacién debida al dafio tisular (79) .

Figura 6. Dano alveolar
difuso. Los septos
alveolares estan
engrosados por edema y
un infiltrado linfocitico
disperso. Los espacios
alveolares contienen
membranas hialinas,
material eosindfilo
parecido a una pelicula
que se acumula a lo largo
de los septos alveolares.
tomado de collard &
Richeldi, 2018. (77)
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A menudo, se observan cambios metaplasicos escamosos en los bronquiolos distales. Los
cambios histolégicos de la lesion pulmonar aguda son: engrosamiento del septo alveolar
uniforme (a veces puede evitar los |6bulos adyacentes), edema del septo alveolar, fibrosis
parecida al tejido de granulacion, membranas hialinas (patognomoénicas de dano alveolar
difuso), fibrina y edema en los espacios aéreos, hiperplasia de los neumocitos de tipo 2,
trombos en vasos pequenos, metaplasia escamosa de las vias respiratorias distales y de

los conductos alveolares y cuadro clinico de insuficiencia respiratoria aguda .

Establecer la presencia de fibrosis, la fibrosis puede definirse simplemente como el
deposito excesivo de colageno en el pulmén. Este puede estar en forma de fibrosis de
tejido disperso parecido al edematoso de granulacién, como en el dafio alveolar difuso
organizado o la neumonia organizada, o como fibrosis colagena densa, como en la
neumonia intersticial fibrosa. La enfermedad pulmonar fibrosa puede evaluarse utilizando
un sistema basado en patrones caracterizado por la distribucién dentro del Iébulo
secundario. Algunas enfermedades muestran un patron de fibrosis caracteristico. Si la
enfermedad muestra un patron lobular periférico, un patron difuso, un patron
bronquiolocéntrico o una combinacion de estos patrones puede ayudar a establecer un

diagnéstico o diagndstico diferencial se muestra en la figura 7.

La Neumonia intersticial usual, se caracteriza por fibrosis lobular periférica, la fibrosis se
acentua por debajo de la pleura y a lo largo de los septos interlobulares, el diagnostico
histoldgico se realiza con mayor precision cuando se observan pruebas de enfermedad
cronica activa. La cronicidad esta representada por la fibrosis y el patrén en panal
microscoépico y la actividad esta representada por los focos fibroblasticos (80), (81). La
formacion de patréon en panal microscépica realmente no se parece mucho al panal de
abejas. El patrén en panal microscopico del tipo observado en la NIU rara vez aparece
uniformemente y se caracteriza por espacios aéreos ensanchados e irregulares,
delimitados por epitelio bronquiolar o cubico, con frecuencia repletos de macréfagos y
neutréfilos que en ocasiones contienen mucina, rodeados de fibrosis colagena densa con
musculo liso intercalado. Los focos fibroblasticos suelen estar presentes en la interfase
entre la fibrosis periférica densa y el tejido pulmonar central menos afectado. Estos focos
estdan compuestos por fibroblastos dentro de una matriz mixoide edematosa. Los
fibroblastos se disponen a menudo con sus nucleos girados paralelos a la superficie
alveolar. Una capa superpuesta de células epiteliales reactivas aumentadas de tamafo

esta frecuentemente presente en el borde alveolar.
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Figura 7. Diagrama de flujo para la evaluaciéon de la fibrosis pulmonar. (77)

Los focos de fibroblastos pueden ocasionalmente ser dificiles de separar de la neumonia
organizada, pero pueden ser reconocidos por indicios histoldgicos y antecedentes en la

historia clinica de cronicidad, (tabla 11).
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Tabla 11. Diferenciacion entre neumonia organizada y focos de fibroblastos.

Neumonia organizada Focos de fibroblastos

Aspecto redondeado o polipoideo Protuberantes o semilunares

Espacio aéreo visible en la mayor parte de su Colageno denso presente a lo largo de la mitad de
superficie su superficie

Localizada dentro de la via respiratoria o del Localizados en el intersticio

espacio aéreo

Ramificaciones frecuentes Ramificaciones infrecuentes

Capa epitelial superficial delgada o ausente Capa epitelial superficial reactiva

Fibroblastos dispuestos al azar fibroblastos a menudo paralelos a la superficie
alveolar

El diagndstico definitivo y especifico de las EPID hasta la fecha, precisa en muchas
ocasiones de la realizacion de una biopsia pulmonar. Las areas susceptibles de biopsia
deben predeterminarse mediante los hallazgos en el TACAR. Deben tomarse muestras de
al menos dos areas diferentes; una de aspecto macroscépico patoldgico y otra con aspecto
sano. La biopsia transbronquial por fibrobroncoscopia tiene un rendimiento de hasta un
60%, es util en enfermedades peribroncovasculares o con distribucion linfangitica y con
caracteristicas histologicas especificas como la sarcoidosis, linfangitis carcinomatosa,
dano alveolar difuso, proteinosis alveolar o neumonia eosindfila. En otros casos presenta
una rentabilidad moderada, como en las vasculitis, la amiloidosis, la histiocitosis y la LAM.
No es util en el diagndstico para las NIl salvo la neumonia organizada, ya que suelen tener
una distribucion mas periférica (21). Debido a la variabilidad en el rendimiento de las
biopsias transbronquiales, como consecuencia principalmente del tamafio de la muestra,
se ha comenzado a generalizar el uso de las criobiopsias. En lugar de pinza se utilizan
criosondas, lo que permite obtener muestras de mayor tamafio e incrementar la rentabilidad
diagnéstica (82). En aquellos casos en los que no ha sido posible llegar al diagndstico, la
biopsia quirdrgica abierta por minitoracotomia o por videotoracoscopia esta indicada en
todos los casos en los que no se ha obtenido un diagnéstico especifico. La
videotoracoscopia precisa de menor tiempo operatorio, menos complicaciones y de
estancia hospitalaria. La biopsia quirdrgica conlleva la toma muestras mas periféricas,

permitiendo estudiar también la relacién entre la pleura y el parénquima pulmonar.

Cuando en la biopsia se observa un patron en panal microscépico y hay fibrosis destructiva
difusa, es tentador el uso del término pulmon fibroso terminal o pulmén en panal, ejemplo
en la figura 8. Esto puede ser aceptable en los casos en que el anatomopatélogo conozca
la extension de la enfermedad mediante una tomografia computarizada (y existe una

fibrosis uniforme generalizada), pero en ocasiones no es asi y un informe de una biopsia
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como pulmon terminal se emite con demasiada frecuencia en referencia a una region
localizada de la cicatriz. Es preferible ser descriptivo en estos casos y hacer el diagnéstico
de fibrosis intersticial extensa con un comentario explicando que un proceso de
cicatrizacion esta presente a lo largo de la biopsia. Si se dispone de datos clinicos y
radiolégicos, se puede determinar si las caracteristicas histolégicas son coherentes con el
diagnéstico clinico. En muchos de estos casos, los datos clinicos apoyan un diagndstico
de NIU, (tabla 12).

Tabla 12. Diagnéstico de neumonia intersticial usual (NIU).
HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS

-Fibrosis macroscopica/radiografica basal y periférica

-Fibrosis subpleural y paraseptal microscopica

-Patrén en panal microscopico subpleural

-Focos de fibroblastos en la interfase entre el pulmén fibroso y el menos afectado

-Aspecto normal del pulmon en las regiones centrolobulillares

CLAVES PARA DIAGNOSTICOS ALTERNATIVOS

-Fibrosis bronquiolocéntrica: NH crénica, ETC,

-EPID relacionada con tabaquismo

-Granulomas: NH crénica

-Pulmoén centrolobulillar con engrosamiento parecido al de la NINE: ETC

-Inflamacion/fibrosis pleural: ETC

-Distribucion apical: tapdn fibroso apical, neumotérax previo, neumoconiosis

-Acumulacién alveolar de macroéfagos: EPI relacionada con tabaquismo, reaccion farmacoldgica
-Edad < 50 afios: ETC, fibrosis intersticial familiar (mutaciones del surfactante C, mutaciones de la

telomerasa

EPID, enfermedad pulmonar intersticial Difusa; ETC, enfermedad del tejido conectivo; NH, neumonia por
hipersensibilidad; NINE, neumonia intersticial no especifica

El ensanchamiento difuso de los septos alveolares sin destruccién estructural importante
se conoce como NINE. El patron de NINE puede clasificarse ademas como celular, en el
que las células inflamatorias son la fuente del engrosamiento del septo alveolar, o fibroso,
en el que la deposicion de colageno es la causa del engrosamiento del septo alveolar (83).
El patron de fibrosis de la NINE ha sido descrito como fibrosis en tela de arana polvorienta,
se muestra en la figura 8. Esta es una descripcién facil de recordar, y describe eficazmente

el engrosamiento uniforme del septo alveolar que se observa.
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Figura 8. Neumonia intersticial usual (NIU). A. La imagen con poco aumento muestra la heterogeneidad
temporal clasica de la NIU. La fibrosis intersticial marcada con patrén en panal subpleural microscépico
esta presente en la parte inferior izquierda, mientras que el parénquima de aspecto relativamente
normal se observa mas centralmente en la parte inferior derecha. B. La vista con gran aumento de un
area en la interfase entre el parénquima fibroso y el parénquima menos afectado muestra varios focos
fibroblasticos. Obsérvese la presencia de hiperplasia de células de tipo 2 en el epitelio suprayacente.
Tomado de Collard & Richeldi, 2018

s

La arquitectura alveolar permanece relativamente intacta en este tipo de fibrosis no
destructiva hasta bastante tarde en el desarrollo de la enfermedad, cuando a menudo hay
una reduccion alveolar. Los hallazgos anatomopatolégicos de la NINE incluyen
engrosamiento uniforme de los septos alveolares (es decir, hay grados similares de
inflamacion o fibrosis en las zonas periférica, central o de transicién dentro del I6bulo). El
prondstico de la NINE se relaciona con el grado de fibrosis: los casos celulares conllevan
un pronostico favorable y los casos fibréticos una menor supervivencia (aunque algo mejor
que la NIU)(1,41,84)

Figura 9. Patrén
histopatologico de fibrosis de
la NINE ha sido descrito
como fibrosis en tela de
arafa polvorienta.

(Collard & Richeldi, 2018)
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Varias enfermedades pulmonares muestran un patrén de NINE, ver figura 9. Las entidades
mas frecuentes con este patron son EPID-ETC, reacciones farmacoldgicas y NH. Otras
enfermedades que muestran un engrosamiento difuso de los septos alveolares que pueden
parecer una NINE, son enfermedades agudas como el dafio alveolar difuso organizado
(85), enfermedades fibrosas como la fibrosis intersticial relacionada con tabaquismo (86) y

enfermedades menos frecuentes como el patron septal alveolar de la amiloidosis(87)

5. Estudios de funcién pulmonar

Las pruebas de funcion pulmonar son un elemento basico para establecer el diagndstico,
orientar el pronéstico, controlar la evolucion de la enfermedad y monitorizar la respuesta al
tratamiento. En el 15% de los casos la alteracién de la funciéon pulmonar puede ser la
primera manifestacion de las EPID. No obstante, una exploracion funcional respiratoria
normal no excluye el diagndstico de EPID (21). La alteracion de la difusion de monéxido de
carbono (DLCO) en las EPID suele ser muy precoz y, de hecho, es casi siempre el primer
parametro funcional respiratorio que se altera. Por lo tanto, la medicion de la DLCO resulta
muy sensible, aunque totalmente inespecifica para la deteccion de EPID. En este sentido
un estudio realizado en pacientes en los que se disponia de evidencia histolégica de EPID,
pero a la vez presentaban una radiografia de térax normal, mostré que la DLCO estaba
normalmente descendida en mas del 70% de los pacientes. No obstante, hay que tener
presente que, es necesario corregir siempre el valor de DLCO por el volumen alveolar al
que se haya realizado la prueba, debido a que con frecuencia los pacientes afectos de
diversas neumopatias intersticiales tienen volumenes alveolares bajos. Aunque lo normal
es que también KCO (constante de difusion para el mondxido de carbono) se encuentre
disminuida, a veces nos encontramos con pacientes que, a pesar de un DLCO baja, tienen
KCO aparentemente «normal» (es decir superior al 80% del tedrico) y evidencia histologica
de EPID. En esta situacion la interpretacion de KCO como «normal» puede ser enganosa
ya que, indudablemente, existe un deterioro en la transferencia de CO (88). A pesar de la
utilidad que la DLCO tiene en el diagndstico inicial de las neumopatias intersticiales difusas,
desgraciadamente no existe ninguna correlacién entre el valor de DLCO o KCO y el grado

de celularidad y/o fibrosis demostrada histolégicamente (89).
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6. Estimacion pronéstica en la patologia pulmonar

Como en la mayoria de las especialidades clinicas existen marcadores con valor pronéstico
en la patologia pulmonar para facilitar la personalizacion del tratamiento. Sin embargo, la
complejidad y gran diversidad de la patologia pulmonar ha propiciado un desarrollo mas

bien limitado en este caso, y centrado particularmente en FPl y EPOC.

En FPI se ha desarrollado un score predictivo a partir de los datos clinicos, radiologicos y
fisiologicos (CRF) de los pacientes que se correlaciona con el alcance y la gravedad de las
caracteristicas histopatolégicas (90). La cifra de linfocitos en el LBA es un factor
determinante en la supervivencia de paciente con FPI(91). En FPI también tiene impacto
sobre la supervivencia el indice de masa corporal (IMC), la capacidad vital forzada (FVC),
la capacidad de difusion (DLCO), hipoxemia en reposo, capacidad de caminar y la
puntuacion en la prueba de evaluacion de la EPOC (92). Igualmente se han caracterizado

los factores prondsticos en la EPOC (93) y en la hipertension arterial pulmonar (94).

Se ha descrito que la presencia de neutrofilos en el LBA se relaciona con progresion a
fibrosis en la enfermedad pulmonar intersticial (95,96). En FPI cada duplicacion del
porcentaje inicial de neutrofilos del LBA se asocia con un aumento del 30% en el riesgo de
mortalidad, aunque no observaron asociacion entre el porcentaje de linfocitos o eosindfilos
en el LBA y la mortalidad (94). Ademas, las cifras de neutrdfilos altos y de linfocitos bajos
en LBA son factores prondsticos de mortalidad durante la hospitalizacion en hemorragia
alveolar difusa (97). También en la Sarcoidosis el aumento de los porcentajes de neutrofilos
en el LBA se asocia a mal prondstico y a una mayor probabilidad de necesitar tratamiento
con corticoides (98). El cociente neutrdfilo/linfocito (NL) del LBA y los parametros de la
funcién pulmonar pueden contribuir a optimizar el tratamiento de los pacientes con FPly a
mejorar el seguimiento (99). Los autores describen que el cociente NL se correlaciond
inversamente con los porcentajes de capacidad vital forzada (CVF) y volumen espiratorio
forzado en 1 segundo (VEF1). Por otro lado, en pacientes con cancer de pulmon el cociente
NL elevado se asocia a supervivencia mas corta (100), asi mismo les ocurre a los pacientes
con infeccion por Mycobacterium avium (101). Ademas, cocientes NL < 2,9 en sangre

periférica se asocian a mayor riesgo de mortalidad (96).
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7. Neumonias Intersticiales Idiopaticas (NIl)

Las NIl son enfermedades pulmonares intersticiales de etiologia desconocida que
comparten caracteristicas clinicas y radioldgicas similares, y se distinguen principalmente
por los patrones histopatolégicos en la biopsia de pulmén y clasifican en 8 subtipos

histoldgicos, todas se caracterizan por diversos grados de inflamacién, fibrosis y disnea.

El diagndstico se basa en una adecuada y metddica anamnesis, TACAR, las pruebas de
funcion pulmonar (PFP) y la biopsia pulmonar. El tratamiento varia de acuerdo con el
subtipo. El prondstico es variable, aunque presentan una elevada tasa de mortalidad

asociada al desarrollo de fibrosis(102) .

En 2002, un panel de expertos de la ERS y la ARS elaboré un consenso en el que se
clasificaban y definian por primera vez las Nll. Se definieron los criterios diagndsticos y las
caracteristicas clinicas de siete entidades clinico-patoldgicas, FPI, NIA, NINE, neumonias
asociadas a tabaquismo como BR-EPID y NID, NOC, NIL vy fibroelastosis
pleuroparenquimatosa idiopatica. En 2013 se publicé una puesta al dia del consenso de

2002, en el que se introdujeron y nuevas entidades clinicas (2) (tabla 13)

Tabla 13. Clasificacion de las NIl. Consenso 2013.

. Fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)

. Neumonia intersticial no especifica idiopatica (NINE)
. Bronquiolitis respiratoria asociada a EPID (BR-EPID)
. Neumonia intersticial descamativa (NIC)

. Neumonia organizativa criptogénica (NOC)

. Neumonia intersticial aguda (NIA)

. Neumonias intersticiales idiopaticas raras

. Neumonia intersticial linfoidea idiopatica (NIL)

. Fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica

. Neumonias intersticiales idiopaticas no clasificables
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Aunque la mayoria de entidades clinicas permanecen en la nueva clasificacion, se
introdujeron importantes cambios: a) se elimina el término de alveolitis fibrosante
criptogénica en la definicion de la FPI; b) la neumonia intersticial no especifica (NINE)
idiopatica se acepta como entidad clinica bien definida, con supresion del término
“provisional”; c) las principales NIl se distinguen de las Nll raras y de las NIl no clasificables;
d) los cuadros histolégicos de neumonia organizativa aguda fibrinosa y neumonia
intersticial con distribucién bronquiolocéntrica son nuevas entidades reconocidas; e) las
principales NIl se han agrupado en 1) enfermedades cronicas fibrosantes (FPI y NINE); 2)
enfermedades relacionadas con el tabaco (BR-EPID, NID); 3) NIl agudas/subagudas, NOC
y NIA. En el apartado de NIl raras se han incluido la NIL idiopatica y la fibroelastosis

pleuroparenquimatosa idiopatica.

El diagndstico de las NIl plantea dificultades, ya que las caracteristicas clinicas, funcionales
respiratorias y radiolégicas pueden ser similares. Ademas, los hallazgos
anatomopatoldgicos son, en ocasiones, dificiles de atribuir a una entidad clinica
determinada. Es por ello, que el diagndstico es un proceso dinamico en el que debe
intervenir un equipo multidisciplinar, compuesto por neumdlogos, radidlogos vy

anatomopatdlogos.

36



7.1. Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

La FPI constituye la forma mas frecuente de las EPID, es una enfermedad progresiva de
causa desconocida, debida en parte a una anormal respuesta de las células del epitelio
bronquial a diferentes lesiones. Es una de las enfermedades mas complejas para los
neumologos, por la dificultad diagndstica, que exige una estrecha colaboracion con
distintos especialistas. El prondstico casi siempre sombrio, pues la supervivencia a los 5
anos alcanza el 20% (68). Tiene una mortalidad superior a la de muchos tipos de cancer,
por lo que no se debe banalizar, ni considerar como una enfermedad benigna, ver la figura
10.
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Se caracteriza por un patrén radioldégico y anatomopatolégico de neumonia intersticial
usual (NIU). Se produce una sustitucion difusa y progresiva del parénquima pulmonar por
depdsito de matriz extracelular que lleva a una fibrosis irreversible (103). La FPI tiene
predominio por el sexo masculino, con una prevalencia estimada de 12 casos por cada

100.000 mujeres y 20 casos por cada 100.000 hombres. Se estima que en Espafa hay
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entre 5525 y 7500 pacientes con FPI (104). Aparece sobre los 50 afos, aunque puede

presentarse en edades mas tempranas en las formas familiares.

Con relacién a su fisiopatologia la evidencia cientifica ha propuesto factores moleculares y
celulares que vinculan la FPI con el envejecimiento, tales como: inestabilidad gendmica,
desgaste de los teldmeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, deteccion
desregulada de nutrientes, disfuncion mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de

células madre y comunicacion intercelular alterada. (105)

El desarrollo de FPI se vincula fuertemente al sustrato genético. Se han descrito
polimorfismos en moléculas que se correlacionan con mecanismos de reparacion del
epitelio bronquial como proteinas A2 y C surfactante (relacionadas con el aumento del
estrés oxidativo del neumocito 1) y mucina MUC5B (componente defensivo, interfiere en la
reparacion tisular). Igualmente se relaciona con el complejo telomerasa TERC y TERT y el
acortamiento de telémeros y dificultad en la reparacion tisular, con aumento del dafio del
ADN. EIl acortamiento anormal de los teldmeros ha sido asociado con varios fenotipos
progresivos de la enfermedad (106), alteraciones que se ven con mas frecuencia en las
formas familiares. Las formas familiares suponen entre el 0,3 al 3,7%. Se considera que es
familiar si afectan a 2 o mas miembros de la familia directa, se trasmite de forma
autosdmica dominante con penetrancia variable y el debut ocurre a edades tempranas. Los
mecanismos por los cuales los defectos de los telédmeros contribuyen a la FPI son inciertos.
Se ha propuesto que mutaciones de la telomerasa (FPI familiar) o respuesta proliferativa
exagerada (FPI esporadica) contribuyen al acortamiento de los teldmeros en el epitelio

alveolar y que esto es critico para el desarrollo de la enfermedad (105)

Modelos murinos en los que se generaron ratones nulos de telomerasa mediante la
eliminacion del factor 2 de union a repeticiones telomérico (Trf2) apoyan esta hipotesis. En
este modelo la disfuncion de los telémeros se restringié a células epiteliales alveolares tipo
2 (AEC2), la funcion de las células madre de esta subpoblacion se vio afectada, lo que llevo
a la senescencia. Ademas, cuando se indujo disfuncién de los telomeros en AEC2 adultas,
las células ex vivo sobreviven pero permanecieron senescentes (105). Estos resultados
indican que la disfuncion de los telomeros fue dependiente de AEC2 y la reparacion limitada
del alveolo senescente y puede generar anomalias mesenquimales, se muestra en la figura
11.
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Figura 11. Patogénesis de la Fibrosis pulmonar idiopatica. Las células epiteliales alveolares
desempefian un papel critico en la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopatica. El estrés del reticulo
endoplasmico no resuelto y el acortamiento extremo de los telémeros pueden conducir a la muerte
celular epitelial o senescencia, y el fenotipo secretor asociado a la senescencia caracterizado por la
regulacion positiva de genes que codifican una respuesta transcripcional proinflamatoria y profibrética
compleja. RE: reticulo endoplasmético (Moisés Selman et al., 2013).

Segun la “teoria de la reparacion anémala”, la aparicién de microlesiones repetidas en el
epitelio alveolar desencadenen la cascada fisiopatoldgica de la FPI. Estas microlesiones
afectarian a la homeostasis de la unidad epitelio-mesenquimal y se iniciaria el proceso de
dano e inflamacion aséptica. En condiciones normales estas microlesiones se repararian,
pero esto no ocurre en la FPI. Los continuos procesos de denudacion alveolar y disrupcion
de las capas del epitelio alveolar conllevarian una destruccion de la membrana basal, se
produciria entonces una activacién de la cascada de la coagulacion intraalveolar, con un
desbalance entre las proteasas (metaloproteasas) y antiproteasa con activacion de los
miofibroblastos. Durante la fase inicial aguda de la lesion se activan las células del epitelio
alveolar y se reclutan células de inflamacion (macréfagos y neutréfilos) que producen
importantes factores de crecimiento de fibroblastos (TGF-beta, TNF-alfa, factor derivado
de crecimiento de plaquetas) que perpetuan el ciclo de dano epitelial, fallo en la reparacion
y fibrosis. Entre estos factores destaca el TGF-beta que se relaciona con la apoptosis de
las células del epitelio alveolar, activacion, invasion y resistencia a la apoptosis de los
fibroblastos. Estos procesos conllevan un incremento del depdsito de matriz extracelular

dando la fibrosis tipica de la FPI.
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La senescencia celular ha sido considerada un evento critico en el envejecimiento
bioldgico. Se refiere a un permanente arresto del estado de crecimiento celular y la
liberacion de una variedad de factores inflamatorios, reguladores del crecimiento y de
remodelacion de tejidos (108,109) .Desde 2010 aproximadamente, estudios han revelado
que la senescencia de las células del epitelio alveolar conduce a fibrosis pulmonar (110)
El envejecimiento pulmonar biolégico se caracteriza por cambios y pérdida progresiva de
la integridad fisiolégica, lo que conduce a una funcién deteriorada. El envejecimiento
implica cambios pulmonares, tanto estructurales como funcionales: Disminucion de la
respuesta fisiolégica a las agresiones y deterioro en la calidad de la respuesta inmunitaria,
obteniendo como resultado mayor susceptibilidad a la enfermedad. Con la edad se produce
acumulo de mutaciones y disminucion de la capacidad de reparacion de estas. Esta
relacion se sustenta en el hecho de que en la FPI se observan cambios y alteraciones
relacionadas con el envejecimiento (107). Entre ellos, inestabilidad gendmica, acortamiento
de telomeros, disfuncion mitocondrial, senescencia celular, alteraciones epigenéticas y la
presencia de las STEM CELL exhaustas. También se han descrito alteraciones sugestivas
de EPID en mayores de 75 anos, asintomaticos, en zonas de mayor alteracion mecanica
al estiramiento como son las mas afectas por la NIU. Aunque no existe una etiologia clara,

se han descrito factores predisponentes para el desarrollo de la FPI.

- Factores extrinsecos o ambientales

- Tabaco: 2/3 pacientes

- Inhalacién de polvo mineral, de metal, silice, laton, acero, plomo, polvo de madera
(pino), actividades Laborales (carpinteria de madera, agricultura y ganaderia)

- Reflujo gastroesofagico (hasta 75%).

- Virus (virus del epstein-baar, citomegalovirus, virus herpes simple)

La senescencia del sistema inmunitario o la senescencia del sistema endocrino puede
contribuir al desarrollo o progresién de la FPI. Por ejemplo, se ha encontrado una marcada
regulacion a la baja de CD28 en las células T CD4 circulantes en pacientes con FPI al

compararlos con individuos sanos de la misma edad (111).

Aunque la FPI constituye la forma mas frecuente de las EPID, para su diagnéstico se
deben de excluir otras causas de EPID, principalmente de aquellas que pueden cursar con
un patron histologico de NIU, como la NH croénica, EPID-ETC (principalmente en la artritis

reumatoide), asbestosis y en EPID asociadas a farmacos. El diagnostico debe ser
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dinamico, integrado y multidisciplinar, lo que permite aumentar la precision diagndstica,

especialmente en los casos en los que existen discrepancias.

Los datos surgidos en los ultimos afos han permitido perfeccionar los criterios diagnésticos
de la FPI. Los primeros esfuerzos de colaboracion en el aino 2000, desde la reunion
ATS/ERS de la cual surgi6 la declaracion consensuada para el diagnéstico de la FPI (68).
Esta declaracién, formulada sobre la base de la opinion de expertos y la interpretacion de
la investigacion existente en aquel momento, sostenia que, para el diagndstico definitivo
de la FPI, se precisaba una biopsia pulmonar abierta que demostrara un patron NIU de
lesion pulmonar vy los tres criterios siguientes: 1) exclusion de otras causas de EPID, como
toxicidad medicamentosa, exposicion ambiental o enfermedades del colageno; 2)
anomalias en las pruebas de funcion respiratoria o en el intercambio gaseoso, y 3) signos
de las pruebas de imagen compatibles con el diagnéstico. Si no se disponia de una biopsia
pulmonar abierta para diagnosticar una probable FPI se exigian los cuatro criterios mayores
siguientes: 1) exclusién de otras causas de EPID; 2) anomalias en las PFR o en el
intercambio gaseoso; 3) anomalias reticulares bibasales con minimas opacidades en vidrio
esmerilado en la TACARYy, 4) biopsia pulmonar transbronquial o muestra de LBA sin ningun
dato que respalde un diagndstico alternativo, junto con al menos tres de los cuatro criterios
menores (edad > 50 afios, comienzo insidioso de la disnea, duracion de los sintomas

mayores de 3 meses y crepitantes inspiratorios bibasales), ver figura 12.

Desde entonces, la evidencia adicional ha revelado la utilidad de la TACAR para el
diagndstico de la FPI: si un radiélogo experimentado afirma, con una confianza elevada,
que el patrén de la TACAR es compatible con un patréon histolégico de NIU, la NIU es el
patron histologico que se detecta en mas del 90% de los casos (112). A partir de éstos y
otros datos complementarios que corroboran la exactitud de la TACAR, ya no se exige la
biopsia pulmonar abierta para el diagndstico definitivo de la FPI cuando se detecta un
patron radiolégico caracteristico de NIU en la TACAR y la presentacion clinica es
compatible. De hecho, se han establecido criterios histolégicos que permiten a los
anatomopatoélogos clasificar los hallazgos de las muestras de la biopsia abierta como NIU
definitiva (tabla 14) posible, probable o no NIU, ya que la sensibilidad de la TACAR para el

diagnéstico de la FPI es significativamente menor que su valor predictivo positivo.
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Tabla 14. Criterios radioldgicos del patron NIU

Distribucion en
TACAR

Patron NIU

1. Basal y subpleural
2. Distribucion a veces

Probable NIU

1. Basal y subpleural
2. Distribucion a veces

Indeterminado
para NIU

Variable o difusa

Hallazgos de
diagndstico alternativo

1. Predominioen LLSS
2. Preservacion

heterogénea heterogénea subpleural
3. Extenso patrén en
mosaico
Hallazgos en 1. Panalizacién 1. Patrén reticular con
TACAR 2. Patron reticularcon  bronquiectasiasy Evidencia de

bronquiectasias
3. Bronquioloectasias

bronquioloectasias de
traccién

fibrosis con algunos
hallazgos sugestivos

de traccion 2. No Panalizacion de no-NIU
4. Ausencia de hallazgo 3. Ausencia de hallazgo
de no-NIU de no-NIU

| Tomado de (8,68)

En la figura 12 se describe el algoritmo diagnostico para FPI, en pacientes con sospecha
de FPI (infiltrados pulmonares bilaterales sintomaticos o asintomaticos inexplicables en una
radiografia de térax o TAC de térax, crepitantes inspiratorios bibasales y edad superior a
60 afos), disnea de esfuerzo inexplicable y/o tos con evidencia de EPID deben ser
evaluados cuidadosamente en busca de causas potenciales y/o identificables de EPID,
AES) o toxicidad

farmacoldgica. Los adultos de mediana edad (entre 40 y 60 afos), especialmente los

como exposiciones ambientales domésticas y ocupacionales,

pacientes con riesgo de fibrosis pulmonar familiar, rara vez presentan el mismo cuadro
clinico que el tipico paciente mayor de 60 afos. Si se identifica una causa potencial de
EPID, el paciente debe someterse a una evaluacion exhaustiva para confirmar o excluir
otras causas conocidas, como NH, ETC, neumoconiosis y causas iatrogénicas (por
ejemplo, toxicidad farmacoldgica, irradiacidn). Si no se establece un diagnéstico especifico
0 no se identifica ninguna causa potencial de EPI, la evaluacion posterior se ve influida por
los patrones de las imagenes de la TACAR del torax y los hallazgos clinicos de apoyo que
surgen en el curso de la discusién multidisciplinar para determinar o excluir el diagnostico
de FPI. La FPI se diagnostica si se da la combinacion adecuada de patrones de TACAR y
patrones histopatoldgicos. La biopsia pulmonar quirdrgica no esta indicada en pacientes
con alto riesgo de complicaciones intra, peri o postoperatorias (por ejemplo, hipoxemia
grave en reposo y/o hipertensién pulmonar grave con una capacidad de difusion inferior al
25% tras corregir el hematocrito). La biopsia pulmonar quirtrgica puede ser innecesaria en

algunos casos familiares. El panel no tiene ninguna recomendacion a favor o en contra de
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la biopsia transbronquial convencional y/o la criobiopsia. Sin embargo, si se realiza, la

histopatologia puede ser suficiente en pacientes seleccionados (113).

Sospecha de FPI

v

Causa potencial / Figura 12. Algoritmo
condicion diagnéstico de la FPI
(Raghu et al., 2022).

NO v Sl
Evaluacion
complementaria
v NO I
NIU Patron TACAR de térax Diagnéstico
especifico
|
Probable NIU

Indeterminado para NIU

Diagnostico alternativo

Discusion en

Comité Multidisciplinario

Alternativa
diagnéstica

BAL Biopsia quirdrgica

A 4

Discusién en
—

\4

Comité Multidisciplinario

\4

FPI - Valorar
patrén histolégico

La historia natural de la enfermedad es muy variable y la evolucién individual de cada
paciente es dificil de pronosticar. Algunos pacientes presentan y progresion rapida, otros
progresan mucho mas lentamente y otros presentan periodos de estabilidad intercalados
con episodios agudos. Una vez se produce una exacerbacion aguda la recuperacion es
muy dificil. Es recomendable establecer el prondstico en el momento del diagndstico:
disnea, PFR (FVC y DLCO), SatO2 final tras el 6MM, extension del panal en el TACAR,
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signos de hipertension pulmonar en la ecocardiografia y la incorporacion de un Score. Los
factores que se han asociado con aumento de la mortalidad son: edad elevada, varén,
severidad de la disnea, DLCO: < 35-40%, SatO2 en 6MM < 88%, extenso panal de abeja

y la presencia de hipertensién pulmonar.

Antes de iniciar el tratamiento en pacientes diagnosticados de FPI se deben valorar
siempre el estadio de la enfermedad, los factores prondsticos y las comorbilidades. El
abanico terapéutico incluye: a) evaluar el uso de antifibréticos (Pirfenidona y Nintedanib);
b) evaluar las causas agravantes de la enfermedad (reflujo gastroesofagico, infecciones
respiratorias, hipertension pulmonar, tabaquismo); c) tratar los sintomas, principalmente la
tos y la disnea; d) considerar siempre el trasplante pulmonar en casos que cumplan
criterios; e) ofrecer terapia paliativa en la fase final de la enfermedad. En el apartado de
tratamiento farmacoldgico se expone, mas adelante en esta memoria, la accién de los dos

antifibréticos disponibles en Espania.

7.2. Neumonia intersticial aguda (NIA)

La NIA es una NIl muy severa y progresiva. Se caracteriza por un cuadro agudo (1-3
semanas) inicialmente, como un cuadro virico de vias altas, con tos, fiebre, expectoracion
mucopurulenta que evoluciona a disnea progresiva con insuficiencia respiratoria que
precisa ventilacién mecanica (pO2/FiO2 =< 200). Presenta mal prondstico con una
mortalidad del 50% a los 2 meses y del 60% a los 6 meses. Los pacientes que sobreviven
pueden presentar curacion completa, también pueden presentar recidivas o desarrollar una
EPID crénica. Histolégicamente se caracteriza por un dafio alveolar difuso, en el que se
distinguen dos fases (114): 1) fase aguda o exudativa, corresponde con la primera semana,
se caracteriza por edema intersticial y la presencia de membranas hialinas; y 2) fase
proliferativa u organizativa, a partir de la segunda semana, se caracteriza por una
proliferacion de fibroblastos, hiperplasia de los neumocitos tipo 2 y atipia celular. También
pueden encontrarse trombos en las arterias de pequefio calibre y metaplasia escamosa del

epitelio bronquial.

Radiolégicamente es indistinguible de un SDRA, apareciendo opacidades bilaterales. En
el TACAR se objetiva zonas difusas bilaterales de vidrio deslustrado con algunas zonas de
consolidacion en la fase exudativa. En la fase proliferativa se observa engrosamientos

septales, bronquiectasias por traccién y panal de abeja.

En el LBA suele presentar un incremento de la celularidad y predominio de neutrofilos.
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7.3. Neumonia intersticial no especifica (NINE)

Los criterios diagnosticos de la NINE estan recogidos en un consenso ATS. De acuerdo
con los conocimientos actuales, la NINE es aceptada como una entidad clinica bien
diferenciada, y se ha suprimido el término “provisional”’. Ademas de la forma idiopatica, la

NINE puede asociarse con ETC, NH, toxicidad por farmacos y fibrosis pulmonar familiar.

Figura 13. Neumonia intersticial no especifica (NINE). Caracteristicas en la tomografia computarizada TACAR e
histologia: (A) Las reconstrucciones axial y coronal de TAC muestran opacidades en vidrio deslustrado bilaterales
confluentes en el I6bulo inferior con marcada bronquiectasias de traccion y pérdida de volumen del I6bulo inferior.
En predominio peribroncovascular con preservaciéon subpleural en la imagen axial. (C y D) Caracteristicas
histolégicas: La biopsia pulmonar muestra engrosamiento difuso de la pared alveolar por fibrosis uniforme. La
arquitectura alveolar esta preservada y no hay nido de abeja ni focos fibroblasticos. La inflamacién intersticial es
leve.

An official American Thoracic Society/European Respiratory Society statement: Update of the international
multidisciplinary classification of the idiopathic interstitial pneumonias. Travis W, Costabel

En las imagenes radioldgicas las caracteristicas mas comunes son, opacidades en vidrio
deslustrado relativamente simétricas y bilaterales con reticulaciones finas asociadas y
pérdida de volumen pulmonar, lo que da lugar a bronquiectasias de traccion. Ejemplo en la
figura 13. Cuando existe una pérdida de volumen subpleural inmediata, se considera muy
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especifica de la NINE. Los principales hallazgos en la TACAR son las imagenes en vidrio
deslustrado bilaterales, opacidades reticulares con bronquiectasias de traccion y
bronquiolectasias de predominio basal. Las imagenes en panal suelen estar ausentes en
el momento del diagndstico, pero pueden aparecer durante la evolucion. Las caracteristicas
histoldgicas incluyen diversos grados de inflamacion y fibrosis. La mayoria de los casos de

NINE tienen un cuadro fibrético predominante (115).

La NINE es el segundo patron morfolégico y patolégico mas comun entre las EPID, tiene
dos subtipos principales: 1) Tipo fibrotico: el mas frecuente, con un prondstico mas
desalentador; 2) Tipo celular: menos comun, pero conlleva un mejor pronostico debido a

una muy buena respuesta al tratamiento.

Suele presentarse en adultos de mediana edad, entre 40 y 50 afios. Es frecuente en la
poblacién blanca-europea. La prevalencia global es mayor en las mujeres debido a una
alta asociacién con la ETC, pero la prevalencia es similar en ambos sexos (19). Se trata de
una entidad diferente a la FPI, ya que clinicamente es mas insidiosa, con tos y disnea de
esfuerzo. No presenta relacion con el humo de tabaco, ni predominio de sexo, mas
prevalente en poblacion menor de 40 afos, a diferencia de la FPI. En la mayoria de los
casos es insidiosa, es la forma mas frecuente asociada a las ETC, también puede
observarse en NH, EPID asociadas a la administracion de farmacos o en pacientes con
antecedentes de un Sindrome de Distrés Respiratorio del Adulto (SDRA). En la exploracion
fisica presenta estertores basales en el inicio que se pueden generalizar y acropaquias en

hasta el 35% de los casos. El grado de fibrosis es variable.

7.4. EPID asociadas al tabaquismo

El humo del tabaco es una mezcla compleja de mas de 4.000 sustancias quimicas, muchas
de las cuales tienen efectos toxicos sobre la funcion celular. Ademas de EPOC y cancer,
los fumadores pueden desarrollar EPID. Actualmente se acepta de forma generalizada que
el humo del tabaco es la principal causa de determinadas EPID, como la BR-EPID, la NID
y la HPCL(84)

El tabaco también es un factor de riesgo en relacion con el desarrollo de FPI y la EPID

asociada a artritis reumatoide (AR) (115). También, es causante de algunos casos de
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neumonia eosindfila aguda(116) y sindromes hemorragicos pulmonares. Paraddjicamente,

el humo del tabaco puede proteger del desarrollo de NH(117)

7.4.1. Bronquitis respiratoria asociada a EPID (BR-EPID) y Neumonia

Intersticial Descamativa (NID).

Niewoehner describi6 la BR como un hallazgo histopatolégico consistente en una
acumulacion de macrofagos pigmentados centrada en los bronquios respiratorios y los
alvéolos vecinos, un hallazgo omnipresente en la necropsia de los fumadores. (118).
Basandose en la descripciéon original de Myers et al., otros trabajos han descrito mas
detalladamente las caracteristicas clinicas y radiolégicas de la BR-EPID como un proceso
bronquiolar e intersticial especifico que afecta a los fumadores y se caracteriza por la
presencia de BR como la uUnica anomalia patoldgica definible presente en la biopsia

pulmonar (84).

La NID y la BR-EPID(21,119) se relacionan en el 90% de los casos con el consumo de
tabaco, y se han considerado como distintos grados de afectacion del pulmén por el humo
de tabaco. Afecta a fumadores con un indice acumulado de tabaco medido por el indice de
paquetes/afio mayor de 30. La NID se ha encontrado también en casos asociados a
conectivopatias o a la toma de farmacos, e incluso se ha descrito en fumadores pasivos.

Hay una forma familiar asociada al déficit de la proteina C del surfactante.

Clinicamente se caracterizan por tos seca y disnea de esfuerzo de semanas y meses de
duracion. La NID afecta mas a hombres entre la cuarta y quinta década de la vida. El 50%
de los casos presenta acropaquias en la exploracién. La BR-EPID se puede asociar con el
enfisema centrolobulillar, es mas frecuente en varones en la quinta década de la vida. En
general presenta un buen prondstico con mejoria tras el cese del consumo de tabaco y
buena respuesta al tratamiento, con una supervivencia del 70% a los 10 afios. En el TACAR
muestra patron en vidrio deslustrado de predominio periférico y basal con algunas lineas
reticulares en la NID, y un patron de vidrio deslustrado con engrosamiento de la pared

bronquial y nédulos centrolobulillares en la BR-EPID.

7.4.2. Histiocitosis pulmonar de células de Langerhans (HPCL)

La enfermedad pulmonar intersticial asociada al habito de fumar se ha correlacionado con
diversos trastornos que afectan no solo a las vias respiratorias, también la pleura y el

parénquima pulmonar, mostrando diversos patrones radiolégicos. La historia clinica, los
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hallazgos radioldgicos y de anatomia patoldgica son importantes para distinguir estas
enfermedades poco frecuentes, requieren de un enfoque multidisciplinar para el

diagnéstico y el tratamiento adecuado

En varias series se han podido observar antecedentes de tabaquismo en la mayoria de los
pacientes con BR-EPID (120)y HPCL. (121,122). Lo vuelvo a poner, ya me habias dicho

que no interesaba este tema y que no profundizara en el:

En la poblacién adulta diagnosticada de Histiocitosis pulmonar de células de Langerhans
(HPCL) conocida también como; granulomatosis pulmonar de Langerhans o granuloma
eosindfilo pulmonar, determinada por la exposicién al humo de cigarrillo, y caracterizada
por la acumulacién de células de Langerhans CD1a, marcador de superficie celular en
ocasiones detectable en otros 6rganos y sistemas.(123). La HPCL adulta van desde
procesos relativamente benignos, como la histiocitosis de células de Langerhans (HCL)
unifocal que afecta a los huesos, hasta formas multiorganicas diseminadas (mas frecuentes
en los nifios), con una morbilidad y mortalidad significativas (124). A diferencia de la NID y
la BR-EPID, que afectan exclusivamente a los pulmones, aproximadamente el 15% de los
pacientes adultos con HPCL pueden desarrollar la enfermedad fuera de la cavidad toracica.
(123,125)

Se han identificado en la HCL mutaciones somaticas que conducen a una activacion
constitutiva de la via de la proteina cinasa activada por mitdgenos, se trata de un regulador
fundamental de muchas funciones celulares, como el crecimiento y Ila
proliferacion.(126,127). A su vez, se han identificado mutaciones parecidas en casos de
HPCL adulta, como las mutaciones de BRAF (habitualmente BRAF-V600E), MAP2K1 vy
NRAS. (128)(129). En general, estos datos parecen sugieren que algunos casos de HPCL
adulta representan neoplasias mieloides, mas que un proceso reactivo inducido por la
exposicion al humo del tabaco. Esta observacién plantea la posibilidad de un tratamiento
dirigido (como el uso de vemurafenib en los casos positivos para BRAF-V600E) en
pacientes con un proceso progresivo a pesar de haber dejado de fumar, lo que constituye

la piedra angular del tratamiento para la HPCL adulta. (130,131)
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7.5. Neumonia organizada criptogénica (NOC)

Se caracteriza por la existencia de tejido de granulacion en la luz de los alveolos o
conductos alveolares, constituido por miofibroblastos y tejido conectivo. Puede también
afectar a la luz de los bronquiolos asociandose a bronquiolitis obliterante. Se trata de un
cuadro inflamatorio no especifico, que puede ser el resultado de multiples causas:
neumonias, abscesos de pulmén, empiemas, cancer de pulmon, bronquiectasias,
broncolitiasis, fibrosis pulmonar crénica, neumonias por aspiracion, sindrome de Iébulo
medio, infarto pulmonar, trasplante de pulmén o alogénicos de médula, procesos
hematoldgicos, poliarteritis nodosa, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, artritis
reumatica, sindrome de Sjogren, granulomatosis de Wegener, secundaria a farmacos o
SDRA, entre otros (132).

Se presenta con un cuadro clinico subagudo con mialgias, fiebre, anorexia, tos y disnea
que hace que, en la mayoria de los casos, sea diagnosticado erréneamente como
neumonia o infeccién del tracto respiratorio inferior. La disnea es moderada. No presenta
relacion con el tabaco, aunque podria darse mas en no fumadores. En la exploracion
podemos encontrar crepitantes estertores a la auscultacion, no suele asociar acropaquias.
No hay predominio de sexo, se da mas frecuentemente entre los 50-60 afios. Buen

pronéstico, ya que suele responder al tratamiento.

El diagndstico se suele realizar a las 2 semanas de inicio del cuadro, cuando el tratamiento
antibiotico no ha sido efectivo. El patrén histolégico es de neumonia organizada.
Radiolégicamente la forma mas frecuente de presentacion es como multiples opacidades
alveolares migratorias de distribucion periférica y bilateral. El tamafio de los infiltrados varia
desde centimetros hasta todo un lébulo. Otras formas de presentacién incluyen infiltrado
bilateral difuso, asociado habitualmente con opacidades intersticiales y alveolares y lesion
focal solitaria asociada a una enfermedad inflamatoria subaguda o crénica, en la que hay
que hacer diagnéstico diferencial con un cancer de pulmén (falso positivo en el PET). Las
formas menos frecuentes incluyen areas de vidrio deslustrado multiples, masas o nédulos
cavitadas, dilataciones bronquiales con neumatoceles, bandas irregulares subpleurales y
aunque raro en algunas series se han descrito hasta un 22% de derrames pleurales. Es la
EPID en la que con menos frecuencia aparecen adenopatias. En la figura 14 se

esquematiza un ejemplo radioldgico al TACAR de la NOC (2).
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Figura 14. Neumonia organizada criptogénica. Caracteristicas de la TACAR con (A) consolidacién
periférica y broncogramas aéreos, (B) distribucion broncocéntrica, (C) patron perilobular que muestra
consolidacion focal del I6bulo inferior derecho, con opacidad en vidrio deslustrado mas central,
correspondiente a una neumonia invertida central, que corresponde al signo del halo invertido, y halo
invertido, y (D) consolidacion bandas. American Thoracic Society Documents. (2)

La biopsia transbronquial puede ser diagndstica, en el caso de no serlo la biopsia por

videotoracoscopia es de eleccidn. Presenta buena respuesta al tratamiento con corticoides.

7.6. Neumonia intersticial linfoide (NIL)

Es una forma poco frecuente de EPID. Se describié inicialmente como un proceso
linfoproliferativo circunscrito al pulmén, aunque se ha visto que esta asociacion es
excepcional (133). Aparece asociado con frecuencia a otras enfermedades, sobre todo a
enfermedades autoinmunes: sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, anemias autoinmunes, miastenia gravis, cirrosis biliar primaria o tiroiditis de
Hashimoto, entre otras. También se ha visto involucrado en procesos de
inmunodeficiencias primarias (algunos casos de inmunodeficiencia variable comun) y

secundarias (como la infeccion por VIH).
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Clinicamente se caracteriza por un cuadro subagudo, con tos, disnea de esfuerzo y otros
sintomas asociados como artralgias, fiebre o febricula y pérdida de peso. En la exploracion
encontramos crepitantes estertores en la auscultacion y raramente presentan acropaquias.
Predominio en mujeres. Suele presentar buena respuesta al tratamiento con corticoides,
aunque en hasta 1/3 de los casos evoluciona a fibrosis. Radiolégicamente suele
presentarse con un patrén de vidrio deslustrado, aunque se puede encontrar quistes
perivasculares o panal de abeja. Patrén miliar se ha descrito en pacientes con SIDA.

Histoldgicamente presenta un patron de NIL.
7.7. Fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica

Se caracteriza por presentar fibrosis, de predominio en los lI6bulos superiores, a lo largo de
la superficie de la pleura y del parénquima pulmonar subpleural. Radiolégicamente muestra
un engrosamiento de la pleura apical con pequefias consolidaciones pulmonares
subpleurales. El diagndstico se establece mediante la biopsia pulmonar. Presenta mal
prondstico, ya que es progresiva y carece de tratamiento especifico. Se ha asociado a la
toma de farmacos citostaticos y al sindrome de enfermedad de injerto contra huésped en

el trasplante de médula.

7.8. Neumonias intersticiales idiopaticas no clasificables.

En la ultima actualizacion del 2013 se incluyé dentro de las NII, ya que en ocasiones no es
posible incluir algunos casos en ninguno de los grupos clinico-patologicos descritos. El
comité multidisciplinar determina un factor importante en la toma de decisiones diagndstica
o terapéuticas. Suponen el 10% de las EPID en algunas series, atribuyéndose la dificultad
del diagndstico a la imposibilidad de realizar una biopsia quirdrgica que permita establecer
el diagnéstico definitivo, como consecuencia del alto riesgo quirdrgico en estos pacientes
(134).
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8. EPID de causa conocida, o asociadas a entidades bien definidas

8.1. EPID asociada a enfermedad enfermedades del tejido conectivo (EPID-ETC)

Las EPID también puede ser la primera manifestacion de una ETC en un paciente
previamente sano. Antes de realizar un diagnéstico de NII, es necesaria una evaluacion
cuidadosa de una posible ETC. Aunque los hallazgos radiolégicos (Tabla 4) y la apariencia
histopatoldgica de la EPID-ETC se asemejan mucho a los de las NIl ciertas caracteristicas
pueden ofrecer indicios de un diagndstico previamente desconocido de ETC subyacente.
Algunos pacientes no encajan en una ETC bien definida, pero se sospecha enfermedad
reumatoldgica por los sintomas y las anomalias analiticas. La afeccion de estos pacientes
se ha denominado de varias formas, como «EPID-ETC indiferenciada», «kETC pulmonar-
dominante» y «EPID con caracteristicas de autoinmunidad»(1,135). Mas recientemente, la
ERS y la ATS le dieron el nombre de «neumonia intersticial con caracteristicas

autoinmunitarias» (136).

La informacion sobre este grupo de pacientes esta evolucionando.(34) El seguimiento a
largo plazo de estos pacientes debe incluir una evaluacién reumatoldgica repetida a medida
que aparecen nuevos sintomas. Pocos estudios controlados abordan el tratamiento
primario dirigido contra la enfermedad pulmonar, aunque a menudo se utilizan
corticoesteroides y otros inmunosupresores. La respuesta al tratamiento y el prondstico
varian en funcién de la ETC subyacente, asi como del patrén histopatolégico, aunque se

necesitan estudios adicionales sobre estas cuestiones, ya que los datos son limitados.

El prondstico de los pacientes con EPID-ETC ha mejorado significativamente en los ultimos
anos, pero la EPID-ETC sigue siendo una afeccion refractaria, que constituye una de las
principales causas de mortalidad. Dado que se trata de un factor pronéstico importante, se
han realizado muchos estudios observacionales y de intervencion. Sin embargo, la ETC es
un grupo heterogéneo de afecciones, o que hace que el curso clinico, las respuestas al

tratamiento y el prondstico sean extremadamente diversos (6).

Los pacientes con EPID-ETC a menudo no muestran sintomas respiratorios al inicio de la
enfermedad y los sintomas son generalmente inespecificos. Muchos pacientes presentan

disnea de esfuerzo, fatiga o tos. Sin embargo, la EPID-ETC en un paciente asintomatico
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se puede descubrir incidentalmente por anomalias radiograficas. Una vez que la funcion
respiratoria se deteriora de forma importante, se desarrolla con frecuencia disnea
progresiva. Con el transcurso del tiempo, los defectos de difusion conducen a la hipoxemia
durante el esfuerzo. El aumento de la ventilacién del espacio muerto también puede
contribuir a la disnea. En ultima instancia, la fibrosis progresiva conduce a un aumento del
trabajo respiratorio debido al elevado retroceso elastico de los pulmones (137). El
diagnéstico de EPID-ETC puede retrasarse si los pacientes atribuyen la disnea leve a la
mala forma fisica y a la edad. El estado funcional limitado en pacientes con enfermedad
articular grave o debilidad muscular importante también puede contribuir a retrasos del
diagnéstico. Por el contrario, el inicio temprano de la tos puede conducir a una evaluacion
pulmonar mas precoz. Otros sintomas relacionados con el sistema respiratorio son dolor
toracico pleuritico secundario a serositis y otras afecciones pleurales, o de forma
infrecuente por el desarrollo de un neumotérax (33). Con la fibrosis pulmonar avanzada,
puede desarrollarse hipertension pulmonar, lo que da lugar a sintomas de cor pulmonale,
como edema de los miembros inferiores y molestias toracicas o sincope durante el

ejercicio.

Distinguir la FPI de la EPID-ETC es clinicamente importante, sobre todo a medida que
surge nueva informacion sobre el tratamiento de la FPIl. En concreto, el tratamiento
inmunosupresor con corticoesteroides y azatioprina se utiliza a menudo en la EPID-ETC,
pero actualmente se piensa que esta contraindicado en los pacientes con FPI debido al
aumento de la mortalidad (138). Los nuevos farmacos antifibréticos estan indicados en el
tratamiento de la FPI. (139).

Cuando se lleva a cabo una evaluacion detallada de las caracteristicas en la anamnesis y
la exploracion fisica, se estima que al menos el 15% de los pacientes presentaran pruebas
de la ETC subyacente (32). Casi una cuarta parte pacientes de una serie que presentaba
NIl 'y ANA negativos tenian hallazgos clinicos del sindrome antisintetasa (32). A menudo
se utilizan analisis complementarios en la busqueda de manifestaciones sistémicas de
ETC: enzimas musculares (creatina cinasa y aldolasa), electromiografia (EMG), resonancia
magnética de los musculos esqueléticos proximales y la biopsia muscular en la evaluacion
de posibles polimiositis, asi como el esofagograma con bario y otras pruebas de motilidad
en la busqueda de pruebas de insuficiencia de la motilidad en la esclerosis sistémica y la
ETC. Aunque fundamentado en pequenas series de casos, muchos centros que se
especializan en la evaluacién de pacientes con EPI realizan pruebas rutinariamente de

autoanticuerpos anti-Ro (anti-SSA) y La (anti-SSB), anticuerpos contra la topoisomerasa
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(anti-Scl-70), anticuerpos antisintetasa, anticuerpos antirribonucleoproteina y anticuerpos
anti-CCP, ademas de ANA y FR (tabla 15) (140). Los paneles extendidos de anticuerpos
de la miositis en algunos centros pueden incluir anti-MDAS5 (también conocido como CADM-
140 y asociado con la dermatomiositis amiopatica), PMScl (asociado con la superposicion

de PM/ES) y Ro-52 (asociado con una enfermedad pulmonar mas agresiva) (141,142).

Tabla 15. Analisis de autoanticuerpos para la evaluacién de EPID-ETC

Autoanticuerpo  Tipo Asociacion con ETC
ANA Acs. Anti-nucleares LES, ES, SS, PM/DM. Patrén nucleolar: ES
ADNbc Acs. Anti-ADN bicatenario Especificos de LES
SS-A Acs. Anti-Ro LES, SS, asociado a miositis
SS-B Acs. Anti-La Frecuente en SS, 15% en LES
Scl-70 Acs. Anti-topoisomerasa 1 Frecuente en ES (70% prevalencia); alta
asociacién con EPID
FR Factor reumatoide Sensibilidad del 60-80% y especificidad del 60-
85% para AR
CCP Acs. Anti-peptido citrulinado Sensibilidad 68%, especificidad del 96% para AR
ciclico
RNP Acs. Anti-ribonucleoproteina EMTC
pequefia nuclear U1
JO-1, EJ, PL7, Acs. Anti-ARNt sintetasas DM/PM/Sindrome anti-sintetasa
PL12, OJ

Las anomalias tipicas de las pruebas de funcion respiratoria son un patrén restrictivo y
deterioro de la difusion. Este ultimo precede a menudo a otros defectos. La prueba de
esfuerzo constituye una modalidad importante, aunque poco utilizada para los pacientes
con EPID, ya que con frecuencia desenmascara la desaturacion de esfuerzo en un paciente

con una saturacion arterial normal en reposo (143,144).

El primer indicio de EPID subyacente en ETC puede surgir de una radiografia de térax
anémala, que normalmente muestra opacidades basales, reticulares periféricas o
reticulonodulares (145). Sin embargo, especialmente al inicio de la enfermedad, la
radiografia de térax puede ser normal (146). Otros signos toracicos de las ETC también
pueden indicar el diagnéstico subyacente, como derrames pleurales y pericardicos o
engrosamiento y dilatacion esofagica. En algunos casos de EPID-ETC, el patron y la
distribucion de las anomalias radioldgicas observadas en la TACAR predicen con exactitud
los hallazgos anatomopatolégicos (147). Entre las caracteristicas frecuentes que pueden
estar presentes en la TACAR estan las opacidades en vidrio deslustrado, la formacion de
reticulas, las bronquiectasias y los nédulos centrolobulillares (148). Las anomalias en la
EPID-ETC cronica fibrotica ocurren predominantemente en la periferia y en las bases
pulmonares y se asocian a menudo con distorsion estructural, bronquiectasias por traccion

y patron en panal. Con frecuencia, los hallazgos de la TACAR en la FPI-ETC son
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indistinguibles de los de las NIl (149). El diagndstico diferencial radiolégico con mayor
frecuencia incluye NIU, NINE, NID y NOC, asi como la atenuacion pulmonar heterogénea,
en mosaico, debida al atrapamiento aéreo de la enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias pequefas, como se observa en la bronquiolitis obliterante. Los patrones
mixtos o inclasificables son frecuentes y deben sugerir un diagnéstico de EPID-ETC si no

se sospechaba previamente (tabla 16) (150,151).

Tabla 16. Caracteristicas de los patrones radiolégicos y anatomopatolégicos comunes

observados en EPID-ETC.

Distribucién en la TCAR

Periférica, subpleural
Basal
Bilateral

NIU

NINE Periférica, subpleural
Basal

Bilateral

NO Difusa

A menudo periférica
y parcheada

Ocasionalmente

peribroncovascular

DAD Difusa

NIL Difusa

Caracteristicas radiolégicas
habituales

Marcas reticulares

Bronquiectasias por traccion

Patrén en panal

Opacidades en vidrio esmerilado
minimas

Opacidades en vidrio esmerilado
Marcas reticulares

«Linea NINE»

Patrén en panal minimo o ausente

Opacidad y consolidaciéon
parcheada en vidrio
esmerilado

A veces nodular

Opacidades en vidrio esmerilado
Consolidacion del espacio aéreo

Opacidades en vidrio esmerilado
Nédulos centrolobulillares
Engrosamiento septal

y broncovascular
Quistes de paredes delgadas

Caracteristicas anatomopatolégicas

habituales

Fibrosis con patrén en panal
microscopico

Focos de fibroblastos

Afectacion pulmonar heterogénea

Distribucién subpleural

Ausencia de caracteristicas que

indiquen un diagnéstico alternativo

Fibrosis y/o inflamacién intersticial
homogénea
Patrén en panal infrecuente

Tapones de tejido conectivo en las
vias respiratorias pequenas

Distribucién parcheada

Fibrosis escasa o ausente

Preservacion de la estructura
pulmonar

Inflamacién crénica intersticial leve

Membranas hialinas
Edema

Distribucion difusa
Aspecto temporal uniforme

Infiltracion intersticial difusa por

linfocitos T, células plasmaticas,

macréfagos
Distribucioén septal alveolar
Hiperplasia linfoide

DAD, dafio alveolar difuso; NIL, neumonia intersticial linfoide; NINE, neumonia intersticial no especifica; NIU,

neumonia intersticial usual; NO, neumonia organizada; TCAR, tomografia computarizada de alta resolucion.

Tomado de: American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary Consensus
Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. Am J Respir Crit Care Med. 2002;165(2):277-304.

A pesar de la incapacidad de predecir claramente la histologia mediante el uso de TACAR
en todos los casos, muchos pacientes con ETC no se someten a una biopsia pulmonar
quirurgica, ya que se cree que el diagndéstico histopatologico es poco probable que cambie

el tratamiento.(152).

En la figura 15 se ilustra el patron radiolégico al TACAR de una mujer diagnosticada de

esclerodermia.
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Figura 15. NINE — Esclerodermia. imagenes de TACAR (cortes de 1,25 mm de grosor) obtenidas de
las partes media (A) e inferior (B) del térax de una mujer de 57 afios con esclerodermia que presentd
tos y disnea. Existen areas bilaterales de opacidad en vidrio deslustrado con distribucion periférica (A)
y predominio en el Iébulo inferior (B), asi como marcas reticulares y bronquiectasias por traccion
(flechas), todas ellas compatibles con un patron de neumonia intersticial no especifica. (Ancochea B.
J. & De Miguel Diez.d., 2008).

La EPID en AR es considerada como una complicaciéon multifactorial para la cual existen
diferentes hipdtesis sobre su patogénesis, que incluye los factores ambientales
(relacionados con la exposicion al humo del cigarro o al silice), factores epidemioldgicos
(mas frecuente en hombres >65 afios), factores genéticos (asociacion con HLA-DRB1*15,
HLA-DRB1*16 y HLA-DRB1*17)(115,153), factores relacionados con autoinmunidad
(mayor frecuencia de anticuerpos anti-CCP, altos titulos de factor reumatoide (154),
incremento en la concentraciéon de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento transformante B (TGF-) e interferén y (INF-y), asi como un posible
rol de la interleucina 33 (IL33) (154). Una forma de EPID mas rara esta relacionada con
efectos adversos de algunos farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad,
usados para el tratamiento de la AR, como metotrexate, leflunomida, sales de oro y

sulfasalazina, o anti-TNF (etanercept, adalimumab), rituximab y tocilizumab (155).

La sintomatologia general se caracteriza por tos no productiva y disnea progresiva de
esfuerzo; la disnea puede aparecer tardia por la inactividad fisica secundaria a la poliartritis
que tienen estos individuos. El examen fisico muestra estertores bibasales finos, dedos en
palilo de tambor y, en casos avanzados, «cor pulmonale» (156). En las pruebas
funcionales los enfermos presentan un patron restrictivo, con disminucion de la CPT o de

la CVF, con un FEV normal o incrementado en el primer segundo (FEV1).

La radiografia de térax puede ser normal a pesar de existir afeccion intersticial. Muchas

veces, las radiografias suelen ser indistinguibles, exhibiendo infiltrados reticulares
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predominantemente en el I6bulo inferior de manera bilateral y opacidades en imagen de
vidrio despulido consistentes con NH (157). La imagen radiografica de térax es suficiente
s6lo en algunos casos. Sin embargo, esta prueba tiene una baja sensibilidad y
especificidad, por lo que deja sin diagndstico a una gran cantidad de sujetos con NIl en

fases iniciales (112)

La TACAR suele ser anormal en mas del 80% de los pacientes con sospecha clinica de NI
asociada con AR y revela anormalidades en pacientes con radiografias normales
(155,158). La TACAR es generalmente suficiente para confirmar el diagnostico de EPID,
aunque en una minoria de los enfermos es necesaria la biopsia de pulmén. Chen y
colaboradores describieron un incremento del 61% en el diagnéstico de EPID usando la
combinacion de TACAR y PFP (159).

En la figura 16 se muestra un patron radiolégico (radiografia de térax y TACAR) NIU en el

contexto de una artritis reumatoide.

En muchas EPID-ETC, la neutrofilia en el LBA parece correlacionarse con una peor funcion
respiratoria, pero no siempre se ha demostrado su utilidad para el diagndstico o la

evaluacion del prondstico y para la respuesta al tratamiento (160-162).
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Figura 16. Caso clinico, patron radioldgico artritis reumatoide . Mujer de 73 afios con artritis reumatoide
y patrén radiolégico de neumonia intersticial usual. La radiografia anteroposterior de torax (A) muestra
una reduccion de los volumenes pulmonares con marcas intersticiales gruesas predominantes en los
I6bulos inferiores, compatibles con fibrosis pulmonar. Las imagenes de TACAR (cortes de 1,25 mm de
grosor) de las partes media (B) e inferior (C) del térax muestran marcas reticulares periféricas con
distorsién de la estructura y pequefos quistes subpleurales/patron en panal (flechas). La paciente
también tiene una gran hernia de hiato (asterisco). (Ancochea B. J. & De Miguel Diez.J., 2008).

8.2. EPID por inhalacién de polvos (neumoconiosis)

Las neumoconiosis engloban un grupo muy amplio de enfermedades pulmonares
causadas por la inhalacion de polvo inorganico en concentraciones altas y muchas veces
de origen ocupacional. Esta caracteristica, que las convierte en enfermedades prevenibles,
no ha tenido como consecuencia su erradicacion, ni siquiera en paises con legislatura
laboral avanzada y siguen siendo causa de abundante morbimortalidad. La aparicion y
descubrimiento continuo de nuevas sustancias toxicas y exposiciones de riesgo hace
necesario que el conocimiento de sus cuadros clinicos siga siendo imprescindible para el

neumologo y médico en general.
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La fibrosis pulmonar secundaria se considerd durante muchos afos la respuesta patologica
a la inhalacién de polvo por parte de sujetos susceptibles. Se excluian por tanto otras
alteraciones parenquimatosas o de las vias aéreas, causantes de alteraciones funcionales
significativas consecuentes a la toxicidad de las particulas inhaladas. El término de
neumoconiosis se definié en la 42 Conferencia Internacional de neumoconiosis (163) como
“la acumulacién de polvo en los pulmones y las reacciones tisulares a su presencia’ y
suelen conllevar alteraciones histoldgicas del tipo de las fibrosis intersticiales (silice y
carbon), o la presencia de agregados de macrofagos cargados de particulas con

reacciones fibrosas acompafantes menos evidentes (hierro, estafo, bario).

En este grupo de enfermedades debe establecerse siempre una relaciéon causal entre la
exposicion ocupacional y la patologia pulmonar, tanto en términos de tiempo y niveles de
exposicion como de latencia. Se distinguen de las fibrosis pulmonares causadas por
inhalacién de sustancias organicas precisamente por sus largos periodos de latencia. Es
por tanto de gran importancia el recoger una historia laboral detallada que analice todos
los pormenores de la vida laboral del enfermo, incluyendo descripciones del ambiente

general del lugar de trabajo.

La silicosis es una de las mas representativas y es producida por la silice, material ubicuo
compuesto por moléculas de dioxido de silicio y que se presenta en forma cristalina (cuarzo,
tridimita, cristobalita), microcristalina (pedernal, silex) y amorfo (kieselgur/tierra diatomea).
La exposicion en concentraciones que pueden causar enfermedad respiratoria es tipica de
ciertas profesiones (tabla 17), no sélo por exposicion directa a esta sustancia, sino también
en aquellas ocupaciones donde la silice no es la materia buscada o manipulada, sino que
actia como contaminante(164) abrasivo o relleno(165). Sigue siendo una causa
significativa e incluso creciente(165,166) de morbilidad y mortalidad pese a ser prevenible
y su incidencia tiende a ser subestimada. La silicosis mantiene una relacién dosis-
respuesta casi estricta, siendo los factores mas importantes en su aparicién la intensidad
y la duracién de la exposicién a la forma cristalina de la silice. Se requieren tiempos de
exposicion prolongados para la aparicion de silicosis (10-20 afios) y una exposicion similar

va a producir lesiones comparables en la mayoria de los trabajadores expuestos.

La forma de presentacion de la silicosis se relaciona con la duracion, intensidad de la
cantidad de silice inhalada. Las formas cronicas son las mas frecuentes. En general
aparecen después de mas de 15 afios de exposicion. Las formas aceleradas se presentan

después de exposiciones mas breves, pero mas intensas. La silicosis aguda es
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consecuencia de inhalaciones masivas. Esta ultima tiene mal pronéstico, con elevada
mortalidad y una presentacién similar a las proteinosis alveolar. La silicosis cronica se
caracteriza por la presencia de un patrén intersticial nodular difuso, bilateral de predominio
en lébulos superiores. Se denomina silicosis simple, cuando el tamafo de los nédulos es
inferior a 1 cm y complicada cuando la conglomeracion de varios ndédulos forma masas de
fibrosis masiva progresiva superiores a 1 cm. Las formas simples no suelen producir
afectacion de la funcion pulmonar. Las formas complicadas se acompanan de alteracion
ventilatoria de predominio instructivo. La disnea de esfuerzo es el sintoma mas habitual y
su intensidad se relaciona con el grado de afectacion funcional. En los casos avanzados
se asocia insuficiencia respiratoria con menos frecuencia. La silicosis se manifiesta con

caracteristicas clinicas, funcionales y radiolégicas muy similares a la FPI (167).

Tabla 17. Exposicion profesional a silice y asbesto

Silice Asbesto

Canteras de granito y pizarra... Astilleros

Talleres de manipulacion de piedra Construccion y demoliciones
Construccion, arquitectura de interiores Industria del automovil

Fabricacién y manipulacion de conglomerados Aislamientos acusticos y térmicos

artificiales de cuarzo

Limpieza con chorro de arena Fabricacion textil
Excavaciones, perforacion de tuneles Ferrocarriles
Mineria de interior y a cielo abierto Fabricacién y uso de fibrocemento

El diagnéstico de certeza se alcanza con los hallazgos de particulas de silice y nédulos de
colageno en el parénquima pulmonar. Sin embargo, excepto en los casos de presentacion
atipica, no es necesaria la biopsia pulmonar y se puede establecer el diagnéstico con la
presencia de 3 criterios: 1) historia clinica de exposicién a inhalacién de silice, 2) presencia
de un patrén radioldgico caracteristico con opacidades nodulares difusas, bilaterales y/o

masas de fibrosis masiva progresiva; y 3) exclusién de otras causas.

En cuanto al diagndstico por imagen, los hallazgos tipicos son un patron intersticial nodular
difuso, bilateral de predominio en l6bulos superiores, adenopatias, pilares y mediastinica,
con frecuencia, calcificadas parcialmente en cascara de huevo. En casos de silicosis
complicadas, se observan masas fibrosis masiva progresiva habitualmente bilaterales y en
los I6bulos superiores. La TACAR aporta una mayor sensibilidad, pero su uso se reserva
para unas indicaciones precisas, como presentaciones atipicas, casos dudosos o para

excluir otras patologias.
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No hay tratamiento para evitar o frenar la progresion de la silicosis la actuacion clave es la
prevencion los sintomas derivados del defecto ventilatorio obstructivo, tienen el mismo
tratamiento que la EPOC. Los pacientes con silicosis tienen mayor riesgo de tuberculosis

en aquellos con infeccidn latente esta indicada la profilaxis con isoniazida.

La asbestosis, es causada por la inhalacién de asbesto, que se utiliza como un término
genérico para denominar a un grupo de minerales formados por silicatos, que se
fragmentan en forma de fibras. Debido a sus efectos sobre la salud, una directiva de la
Unién Europea prohibe su uso desde el afio 2002. Con anterioridad a esta fecha, ha sido
ampliamente utilizado y debido a su largo periodo de latencia, a pesar de la prohibicion
actual, estas enfermedades tienen plena actualidad. La exposiciéon puede ser ocupacional
(trabajadores expuestos), doméstica (familiares trabajadores, vehiculada por ropas) o
ambiental (tabla 17).

La inhalacion de fibras de asbesto puede producir enfermedad pleural benigna (derrame
pleural, engrosamiento y placas pleurales), neumoconiosis (asbestosis, similar a la fibrosis
pulmonar idiopatica) y enfermedad neoplasica (mesotelioma y cancer de pulmoén). La clave
para el diagnéstico es la identificacion de la exposicion, los hallazgos radiolégicos
caracteristicos (placas pleurales calcificadas, atelectasia redonda, bandas

parenquimatosas), y la identificacion de cuerpos de asbesto en muestras biolégicas. (167).

8.3. Neumonitis por Hipersensibilidad (NH) o Alveolitis Alérgica Extrinseca

La NH representa una serie de enfermedades granulomatosas intersticiales que afectan al
parénquima pulmonar como consecuencia de la inhalacion mantenida en el tiempo de
distintas sustancias organicas. Una pequefa proporcién puede deberse a la inhalacion de
productos inorganicos de bajo peso molecular. Esta inhalacién condiciona la aparicién de
una respuesta inmunitaria exagerada, siendo necesario que exista predisposicidon genética
(aproximadamente solo el 5-10% del total de pacientes expuestos tiene la enfermedad)

asociada a factores ambientales favorecedores para su aparicion (168).

Se han identificado mas de 300 antigenos como desencadenantes de NH. Las actividades
agricolas, la manipulacion de aves y la contaminacién del agua determinan cerca del 75%

de los casos.
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Las sustancias organicas suelen clasificarse segun el tipo y la ocupacion: el pulmén de
granjero, causado por la inhalacion de polvo de heno que contiene actinomicetos
termofilos, es el prototipo. ElI trastorno parece representar unareaccion de
hipersensibilidad de tipo IV, en la que la exposicidon repetida al antigeno en personas
genéticamente susceptibles conduce a la alveolitis neutrofilica y mononuclear, seguida por
infiltracién linfocitica intersticial y reaccién granulomatosa. Con la exposicién continua, se
produce fibrosis con obliteracidon bronquiolar. Las precipitinas circulantes (anticuerpos
inducidos por el antigeno) no parecen tener una participacion etiologica primaria. El
antecedente clinico de alergia (como asma y alergias estacionales) no es un factor
predisponente. El consumo de cigarrillo parece retrasar o impedir el desarrollo de NH, quiza
a través de la inhibicion de la respuesta inmunitaria del pulmén a los antigenos inhalados.

Sin embargo, el habito de fumar puede exacerbar la enfermedad una vez establecida.
La NH tiene similitudes clinicas con otros trastornos que tienen fisiopatologias diferentes.

El sindrome téxico por polvo organico (micotoxicosis pulmonar, fiebre por granos), por
ejemplo, es un sindrome que consiste en fiebre, escalofrios, mialgias y disnea que no
requiere sensibilizacion previa y se cree que es causada por la inhalacién de toxinas
producidas por hongos u otros contaminantes del polvo organico. La enfermedad de los
llenadores de silos puede conducir a lainsuficiencia respiratoria, la bronquitis y la
bronquiolitis obliterante 0 a SDRA, pero es causada por la inhalacion de 6xidos de

nitrégeno, tdxicos producidos por el ensilaje del maiz o la alfalfa recién fermentados.

El asma ocupacional provoca disnea en personas sensibilizadas previamente a un
antigeno inhalado, pero ciertas caracteristicas como obstruccién del flujo de aire, eosinofilia
de las vias respiratorias y diferencias en los antigenos desencadenantes permiten

diferenciarla de la NH.

El diagnéstico de NH requiere un alto indice de sospecha en pacientes con sintomas
compatibles, asi como antecedentes de exposicidon ocupacional, como pasatiempos o
domeéstica que puedan estar relacionados. Debe considerarse la NH en pacientes con
enfermedad pulmonar intersticial recién diagnosticada. De manera sistematica, se realizan
TACAR vy pruebas de la funcién pulmonar. Puede ser necesaria la realizacion de biopsia
pulmonar y LBA si los resultados no son concluyentes. Los diagndsticos diferenciales
incluyen enfermedades  pulmonares  medioambientales, sarcoidosis, bronquiolitis
obliterante, ETC y otras EPID.
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Los indicios en la anamnesis incluyen: neumonias atipicas recurrentes, inicio de los
sintomas después de ocupar un nuevo puesto de trabajo o vivienda, una bafiera de
hidromasaje, sauna, piscina u otras fuentes de agua estancada o dafos causados por el
agua, tener aves como mascotas, la exacerbacién y el alivio de los sintomas en
determinados ambitos especificos y fuera de ellos. El examen fisico a menudo no ayuda al
diagnéstico, aunque puede haber ruidos pulmonares anormales e hipocratismo digital. Los
signos y sintomas tienden a depender de si la aparicién es aguda, cronica, subaguda. Solo
una pequefa proporcion de personas expuestas presenta sintomas y en la mayoria de los

casos solo después de semanas a meses de exposicidn y sensibilizacion.

Las PFP deben indicarse como parte de la evaluacion convencional de casos presuntos de
NH. El sindrome puede causar un patron obstructivo, restrictivo o mixto de las vias aéreas.
Con mayor frecuencia, la enfermedad avanzada causa un defecto restrictivo (volimenes
pulmonares reducidos), una capacidad disminuida de difusién del monoéxido de carbono
(DLCO) e hipoxemia. La obstruccion de las vias aéreas es inusual en la enfermedad aguda,

pero puede desarrollarse en la enfermedad cronica.

Los pacientes con NH pueden clasificarse en NH no fibrética o fibrética. La presencia de
fibrosis se asocia a peores resultados. Una proporcién de pacientes con NH fibrética
desarrollan un fenotipo progresivo, caracterizado por el empeoramiento de la fibrosis, el

deterioro de la funcion pulmonar y la mortalidad precoz.

Los resultados del LBA rara vez son especificos para la NH. La linfocitosis (> 50%) con
relacion CD4/CD8 < 1 es caracteristico de la enfermedad. Otros hallazgos pueden incluir

mastocitos > 1% (después de la exposicion aguda) y aumento de neutrofilos y eosindfilos.

La biopsia pulmonar quirirgica esta indicada cuando las pruebas no invasivas no resultan
concluyentes. Los hallazgos varian, pero tipicamente incluyen metaplasia peribronquiolar,
granulomas no necrosantes poco formados y neumonia organizada. La fibrosis intersticial

puede estar presente en los casos cronicos.

No existen directrices establecidas para el tratamiento de la NH. Siempre que sea posible,
debe evitarse la exposicién a antigenos. Los inmunosupresores se utilizan habitualmente
en pacientes con NH, pero no se ha demostrado que ralenticen el empeoramiento de la
enfermedad fibrética. El nintedanib, un inhibidor de la tirosina cinasa, ha sido aprobado por
la FDA para ralentizar la progresién de las enfermedades pulmonares intersticiales

fibrosantes crénicas con un fenotipo progresivo, incluida la NH fibrética progresiva. Las
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intervenciones no farmacoldégicas, como la oxigenoterapia, la rehabilitacion pulmonar y los
cuidados de apoyo, pueden ser componentes importantes del tratamiento general de los

pacientes con NH progresiva (169).

El tratamiento habitual de la NH aguda o subaguda es con corticoides, en general
prednisona, 60 mg por via oral 1 vez al dia durante 1 a 2 semanas, luego se disminuye
gradualmente en las siguientes 2 a 4 semanas con 20 mg 1 vez al dia, seguido por

disminuciones semanales de 2,5 mg hasta interrumpir el farmaco.

El tratamiento de la NH crénica es por lo general con cursos mas largos de prednisona en
dosis de 30 a 40 mg por via oral 1 vez al dia con disminucion en funcién de la respuesta
clinica. Algunos pacientes requieren agentes ahorradores de corticosteroides (p. ej.,

micofenolato, azatioprina) para el tratamiento a largo plazo.

8.4. EPID inducidas por farmacos y radioterapia

La enfermedad pulmonar inducida por farmacos es un problema clinico que se desarrolla
pacientes sin enfermedad pulmonar previa. Desarrollan sintomas respiratorios, cambios en
las radiografias de toérax, deterioro de la funcién pulmonar, cambios histolégicos o varios

de estos hallazgos en asociacién con el tratamiento farmacoldgico o radioterapico.

Se ha informado que mas de 150 medicamentos o categorias de farmacos como causa
desencadenante de la enfermedad pulmonar. Sin embargo, no se conoce el mecanismo
fisiopatoldgico, pero se cree que muchos de ellos provocan unarespuesta de
hipersensibilidad. Mas adelante (tabla 18) se describen los principales farmacos

responsables.

Algunos farmacos (p. €j., nitrofurantoina) pueden causar patrones de lesién diferentes en
distintos pacientes, también esto se puede ser influenciado y observar variabilidad clinica,

en el contexto de la situacidon basal de cada individuo.

Los sindromes inducidos por farmacos pueden causar fibrosis intersticial, segun el farmaco
desencadenante; neumonia organizada, asma, edema pulmonar no
cardiogénico, derrames pleurales, eosinofilia pulmonar, hemorragia pulmonar o

enfermedad venoclusiva (véase tabla 18).
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Tabla 18. Sustancias con efectos tdxicos en el pulmén y entidades clinicas relacionadas.

Entidad Clinica

Farmaco o agente desencadenante

Asma

Acido acetilsalicilico, betabloqueantes, cocaina, dipiridamol, hidrocortisona 1V
(rara vez en pacientes con asma sensible al acido acetilsalicilico), IL-2,
metilfenidato, nitrofurantoina, protamina, sulfasalazina, alcaloides de la vinca
(con mitomicina-C)

Neumonia organizada

Amiodarona, bleomicina, cocaina, ciclofosfamida, metotrexato, minociclina,
mitomicina C, penicilamina, sulfasalazina, tetraciclina

Neumonitis por
Hipersensibilidad

Azatioprina mas 6-mercaptopurina, busulfan, fluoxetina, radiacién

Neumonia o fibrosis
intersticial

Anfotericina B, bleomicina, busulfan, carbamazepina, clorambucilo, cocaina,
ciclofosfamida, difenilhidantoina, flecainida, heroina, melfalan, metadona,
metotrexato, metilfenidato, metisergida, aceite mineral (a través de la
microaspiracion cronica), nitrofurantoina, nitrosoureas, procarbazina, silicona
(inyeccion subcutanea), tocainida, alcaloides de la vinca (con mitomicina-C)

Edema de pulmonar
no cardiogénico

Agonistas betaadrenérgicos (p. ej., ritodrina, terbutalina), clordiazepdxido,
cocaina, citarabina, aceite etiodado (IV y a través de microaspiracién crénica),
gemcitabina, heroina, hidroclorotiazida, metadona, mitomicina C, fenotiazinas,
protamina, sulfasalazina, agentes tocoliticos, antidepresivos triciclicos, factor de
necrosis tumoral, alcaloides de la vinca (con mitomicina-C)

Hemorragia
parenquimatosa

Anticoagulantes, azatioprina més 6-mercaptopurina, cocaina, aceite mineral (a
través de la microaspiracion crénica), nitrofurantoina, radiacion

Derrame pleural

Amiodarona, anticoagulantes, bleomicina, busulfan, bromocriptina, factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, IL-2, metotrexato,
metisergida, mitomicina C, nitrofurantoina, acido para-aminosalicilico,
procarbazina, radiacion, tocoliticos drogas (p. €j., terbutalina)

Infiltrado pulmonar
con eosinofilia

Amiodarona, anticoagulantes, bleomicina, busulfan, bromocriptina, factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, IL-2, metotrexato,
metisergida, mitomicina C, nitrofurantoina, acido para-aminosalicilico,
procarbazina, radiacion, tocoliticos drogas (p. €;j., terbutalina)

Enfermedad Vascular
Pulmonar

Amiodarona, anticoagulantes, bleomicina, busulfan, bromocriptina, factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, IL-2, metotrexato,
metisergida, mitomicina C, nitrofurantoina, acido para-aminosalicilico,
procarbazina, radiacion, tocoliticos drogas (p. €j., terbutalina)

9. EPID asociadas a otros procesos no bien conocidos

9.1. Sarcoidosis

La sarcoidosis es un trastorno inflamatorio sistémico caracterizado por la presencia de
granulomas no caseificantes e inflamacion linfocitaria(170,171). La enfermedad afecta con
mayor frecuencia a los pulmones y los ganglios linfaticos toracicos, aunque puede afectar

a cualquier sistema organico (tabla 19). Las manifestaciones y el curso clinico de la
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sarcoidosis son muy variables (172). Se estima que un 30-60% de los pacientes con
sarcoidosis son asintomaticos, generalmente con adenopatias hiliares bilaterales aisladas.
Las manifestaciones sintomaticas afectan con mayor frecuencia al sistema respiratorio, con
sintomas de tos, disnea y molestias toracicas. El sindrome de Léfgren es una forma distinta
de presentacion de la sarcoidosis aguda, con poliartritis, adenopatias hiliares bilaterales,
eritema nodoso y, a menudo, uveitis. Esta forma de sarcoidosis suele resolverse por
completo. Otras manifestaciones clinicas dependen del alcance y la extension de la
afectacion extrapulmonar. Mas de un tercio de los pacientes presentaran una enfermedad
cronica activa, que se asocia a un riesgo considerable de morbilidad a largo plazo, derivada
de la disfuncion organica progresiva y las complicaciones del tratamiento inmunosupresor.
Dada la falta de biomarcadores validados de la actividad de la enfermedad, el tratamiento
de la sarcoidosis implica la evaluacién seriada de los sintomas, las imagenes radiograficas

y la medicién objetiva de la funcion organica.

Una mayor concordancia entre gemelos monocigéticos que entre gemelos dicigéticos y
una agrupacion familiar en el 5-16% de los pacientes se relaciona con la predisposicién al
desarrollo de sarcoidosis. Un estudio multicéntrico realizado en Estados Unidos comparé
706 casos recién diagnosticados de sarcoidosis comprobada mediante biopsia con
familiares de la misma edad, sexo y raza, y hallé un riesgo relativo aproximadamente cinco
veces mayor en hermanos y padres de individuos con sarcoidosis (173). HLA-DR3 se
asocia con un mayor riesgo de sarcoidosis en poblaciones escandinavas y europeas,
mientras que HLA-DR1 y HLA-DR4 se asocian con proteccion. Se encontré una asociacion
significativa con HLA-DRB1*11:01 en afroamericanos y caucasicos, mientras que HLA-
DRB1*15:01 fue un factor de riesgo soélo en caucasicos. HLA-B*07 y HLA-A*03 también

confieren riesgo de sarcoidosis, independientemente de los alelos HLA de clase Il (174).
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Tabla 19. Sarcoidosis sistémica. Afectacién por érganos y sistemas.

Organo/Sistema Caracteristicas Clinicas principales

comprometido

Pulmon (90%) Adenopatias hiliares bilaterales, enfermedad restrictiva y obstructiva,
enfermedad fibroquistica, bronquiectasias, micetomas.

Via aérea alta (5-10%) Ronquera, obstruccién laringea o traqueal, congestion nasal, sinusitis,
deformidad de la nariz en silla de montar.

Ocular (25%) Uveitis anterior y posterior, coriorretinitis, conjuntivitis, neuritis 6ptica,
glaucoma, agrandamiento de la glandula lagrimal

Piel (20-30%) Nodulos y placas cutaneas y subcutaneas, eritema nodoso, lupus pernio,
maculas hipopigmentadas

Hepatico (10%) Hepatomegalia, prurito, ictericia, cirrosis

Cardiaco (10-15%) Arritmias, bloqueo cardiaco, cardiomiopatia, muerte subita

Sistema Nervioso central  Neuropatias craneales (por ejemplo, paralisis de Bell), meningitis aséptica,
(5-10%) masa encefalica, convulsiones, hidrocefalia obstructiva, mielopatia,
polineuropatia, mononeuritis multiple, neuropatia de fibras pequenas.

Glandulas salivares y Agrandamiento de las glandulas salivales y parétidas, sindrome seco
parotideas (< 10%)

Hematoldgico (30-50%) Linfadenopatia, esplenomegalia, hiperesplenismo, anemia, linfopenia,
trombocitopenia

Articular Poliartritis, quistes 6seos, tendinitis aquilea, dactilitis, dolor de talén,

/musculoesquelético (10-  miopatia

20%)

Endocrino (< 10 %) Hipercalciuria (mas frecuente), hipercalcemia, hipopituitarismo, diabetes
insipida

Renal (< 5%) Calculos renales, nefrocalcinosis, insuficiencia renal, epididimitis, masa
testicular

El HLA también se asocia a la evolucion clinica. HLA-DRB1*03:01 y DQB1*02:01 se
asocian a una evolucién favorable, mientras que DR14 y DR15 se asocian a una
enfermedad grave y crénica en poblaciones europeas y japonesas, al igual que
DRB1*15:01:01 y DQB1*06:02, estrechamente relacionados. (174)

Cada vez hay mas pruebas de que la inmunidad innata, en concreto los TLR y otros
receptores de la inmunidad innata pueden estar implicados en la sarcoidosis. Se han
observado respuestas mejoradas a la estimulacion de TLR2, incluida la induccion de TNF,

en las células pulmonares y sanguineas de pacientes con sarcoidosis (175).

Un reto conceptual importante en la sarcoidosis es comprender como se produce la fibrosis
pulmonar en un entorno dominado por IFN-y, que se sabe que inhibe la sintesis de
colageno. Los macrofagos activados tipo M2 se han asociado histolégicamente con la
miofibrosis en muestras de biopsia de sarcoidosis muscular (176). Aunque un fenotipo de

macrofago M2 se asocia a menudo con un entorno de citocinas Th2 (que nunca se ha
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identificado en la sarcoidosis, ni siquiera en la enfermedad fibrética tardia), un fenotipo de
macrofago M2 promotor de la fibrosis podria ser inducido por IL-10 o CCL18, que estan
presentes en los tejidos de la sarcoidosis. Los macréfagos M2 pueden promover el
reclutamiento de fibrocitos mediante la expresion de TGF-beta, CCL18 y CXCL12; los
macrofagos M2 también son capaces de diferenciarse a células similares a los fibrocitos
que expresan colageno. Aun no esta claro si los macréfagos M2 son el resultado de
mecanismos inherentes a la sarcoidosis o de respuestas generalizadas de cicatrizacion de
heridas.(176)

Los sintomas mas frecuentes de la sarcoidosis pulmonar son tos, disnea progresiva y
molestias toracicas mal definidas de gravedad variable (véase la tabla 19). La produccion
crénica de esputo y la hemoptisis son mas frecuentes en la enfermedad fibroquistica
avanzada. Tipicamente hay pocos hallazgos fisicos. Los crepitantes pulmonares se oyen
en menos del 20% de los pacientes y el hipocratismo es raro. La hipertension pulmonar y
el cor pulmonale son complicaciones importantes, pero poco reconocidas, asociadas a

tasas de mortalidad mas elevadas.

Los resultados de la radiografia de térax son anormales en mas del 90% de los pacientes
con sarcoidosis. Segun las imagenes la sarcoidosis se puede dividir en los siguientes

estadios:

Estadio 0. No hay alteraciones en la radiografia de térax

Estadio I. Se observa inicialmente en el 40-50% de los casos. Tipicamente, la adenopatia
hiliar es discreta, simétrica y a menudo acompafada de adenopatia paratraqueal derecha.
El unico hallazgo son adenopatias hiliares bilaterales. Las adenopatias se asocian con un
agrandamiento de la cadena paratraqueal derecha de los grupos ganglionares de la
ventana aortopulmonar (50%) y de los de la regiéon subcarinal (20%). No hay afectacion
parenquimatosa pulmonar. Es posible su calcificacién en forma de cascara de huevo. En
el 75% de los casos se produce una regresion de la enfermedad en los 3 afos siguientes,
mientras que en el 10% de los casos el agrandamiento ganglionar persiste durante mas de

10 afos

Estadio Il. Adenopatias hiliares bilaterales junto con una afectacion parenquimatosa. El
patron mas frecuente es el intersticial reticulonodulillar, de predominio en los campos

medios y superiores en el 20-30% de los casos, ver figura 17. Esta forma de presentacion
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se da en el 25% de los casos. De ellos, dos tercios evolucionan hacia la resoluciéon

espontanea, mientras que el resto se mantiene estable o progresa lentamente

ng; - g

s 5 -
Figura 17. Radiografia de tdrax. Sarcoidosis en estadio Il
(adenopatias hiliares bilaterales e infiltrados reticulonodulares).
(177

Estadio lll. Existe una afectacion parenquimatosa intersticial sin afectacién ganglionar. La
afectaciéon pulmonar es bilateral y simétrica, de predominio en los campos superiores. Se
produce por la ocupacion del intersticio peribroncovascular y los tabiques interlobulillares y
subpleurales por conglomerados de granulomas. Los patrones radiograficos que aparecen
mas habitualmente son el nodulillar (30-60%) y el reticulonodulillar (25-50%). Con menos
frecuencia se observa un patrén reticular (15-20%) u opacidades en vidrio deslustrado
(2%). En ocasiones los n6dulos pueden aparecer como multiples opacidades redondeadas,
compactas, con bordes bien delimitados y mayores de 1 cm, que se asemejan a metastasis.

Esta forma de presentacion se suele denominar sarcoidosis nodular.

Estadio IV o de fibrosis pulmonar: Se caracteriza por la existencia de una fibrosis
pulmonar, con pérdida de volumen, areas en panal de abejas con bronquioloectasias de
traccion, quistes y areas de enfisema. También aparecen conglomerados nodulares y una

cierta retraccion hiliar por la fibrosis, ver figura 18.
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Figura 18. Radiografia de térax. Sarcoidosis pulmonar en estadio V.
Lesiones fibroquisticas con la tipica retraccion hiliar y bullas. (177)

El tratamiento de la sarcoidosis se describe mas adelante.
9.2. Eosinofilias pulmonares.

Las eosinofilias pulmonares constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que
responden bien, habitualmente de forma completa y sin secuelas, a los esteroides
sistémicos en la mayoria de los casos. Las eosindfilias se clasifican en primarias o
idiopaticas y secundarias, siendo las infecciones y farmacos las principales causas

conocidas de eosinofilia pulmonar.

En cuanto al diagnéstico, debe sospecharse en cualquier individuo que presente infiltrados
pulmonares y una eosinofilia en sangre periférica (> 1.000 mm?3) y/o un recuento de
eosindfilos en el BAL > 25%. En el LBA se considera anormal una cifra de eosinofilos mayor
de 5%. Una eosinofilia pulmonar de entre 5 y 25% se puede encontrar en multiples
patologias no especificas, por lo que el punto de corte para el diagnostico de estas
enfermedades se ha fijado en el 25%.

La historia clinica debe recoger la informacion relacionada con la ingesta de farmacos en

los ultimos meses. Es excepcional recurrir a la biopsia pulmonar para llegar al diagnéstico.
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9.3. Histiocitosis pulmonar de celular de Langerhans (HPCL)

La histiocitosis pulmonar de células de Langerhans es la proliferaciéon de células de
Langerhans monoclonales en el intersticio pulmonar y los espacios aéreos. Se desconoce
la etiologia, pero el habito de fumar desempefia un papel primordial. La HPCL tiene una
presentacion clinica muy variable, que va desde una lesion Unica hasta una enfermedad
diseminada potencialmente mortal. Los sintomas son disnea, tos, astenia y dolor toracico
pleural. El diagndstico se basa en los antecedentes y los estudios por la imagen, en los
hallazgos del LBA y la biopsia. El tratamiento consiste en dejar de fumar. En muchos casos
se administran corticoides, pero se desconoce la eficacia. El trasplante de pulmon
generalmente es curativo cuando se combina con el abandono del tabaquismo. La
supervivencia a 5 afos es de alrededor del 74%. Los pacientes tienen un riesgo mayor de
cancer. (121).(178,179)

Es una enfermedad en la que las células de Langerhans monoclonales CD1a+ (histiocitos)
infiltran los bronquiolos y el intersticio alveolar, acompafiadas por linfocitos, plasmocitos,
neutréfilos y eosindfilos. La enfermedad puede afectar a muchos dérganos, sobre todo
pulmones, piel, huesos, hipdéfisis y ganglios linfaticos en forma aislada (= 85%) o

simultanea. (179)

Se desconoce la etiologia, pero la enfermedad se presenta casi con exclusividad en la raza
blanca, entre los 20 y 40 afios, fumadores. Los varones y las mujeres son afectados por
igual. Las mujeres desarrollan la enfermedad mas tarde, pero las diferencias en la edad de
inicio por sexo pueden representar diferencias en la conducta del habito de fumar. La
fisiopatologia puede implicar el reclutamiento y la proliferacion de células de Langerhans
en respuesta a las citocinas y los factores de crecimiento secretados por los macrofagos
alveolares en respuesta al humo del cigarrillo. Existen dudas de si la HPCL es una

enfermedad reactiva o neoplasica. (121).(180)

El tratamiento estandar actual de la HPCL multisistémica es quimioterapia empirica con
vinblastina y prednisona. Cura a menos del 50% de los pacientes. Ademas, las terapias
Optimas para la recaida y la enfermedad neurodegenerativa siguen siendo inciertas.
Recientes avances en investigacion apoyan un modelo en el que la histiocitosis de células
de Langerhans surge debido a la activacion patoldgica de la via de la proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK) en precursores mieloides. La redefinicién de la HPCL como

un trastorno neoplasico mieloide impulsado por una ERK hiperactiva respalda el potencial
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de la quimioterapia con eficacia contra células mieloides inmaduras, asi como la terapia

dirigida especifica contra mutaciones (121).

9.4. Linfangioleiomiomatosis (LAM)

La LAM es una enfermedad rara de los pulmones y los linfaticos, que puede aparecer
esporadicamente o asociada a la esclerosis tuberosa. Afecta casi exclusivamente a las
mujeres y suele aparecer antes de la menopausia, se caracteriza por cambios quisticos
pulmonares progresivos, neumotérax recurrente, colecciones pleurales quilosas y en la

mayoria de los casos, insuficiencia respiratoria progresiva.

Las manifestaciones abdominales incluyen linfadenopatia, masas linfaticas quisticas
(linfangioleiomiomas), ascitis quilosa y angiomiolipoma (un tumor benigno). La
supervivencia de la LAM es de aproximadamente el 70% a los 10 afios, aunque es muy

variable, ya que se han descrito supervivientes a largo plazo.

El diagndstico se realiza mediante una combinacion de caracteristicas clinicas y tomografia
computarizada o, en caso de duda, biopsia pulmonar. En pacientes con enfermedad
rapidamente progresiva, el tratamiento es hormonal, predominantemente progesterona,
aunque no hay pruebas sélidas que apoyen su uso. Por lo demas, el tratamiento se dirige
a las complicaciones, como neumotérax, colecciones quilosas y manifestaciones
extrapulmonares. En la actualidad, el unico tratamiento para la LAM grave es el trasplante
de pulmén(181,182).

9.5. Otras enfermedades pulmonares menos frecuentes

Las enfermedades hereditarias con afectacion pulmonar, la proteinosis alveolar, la
microlitiasis alveolar y la amiloidosis con afectacion pulmonar, son enfermedades poco

frecuentes que no han sido objeto de estudio de este trabajo de tesis.

10. Tratamiento de la EPID

10.1. Tratamiento no Farmacolégico

El tratamiento no farmacolégico de pacientes con EPID consiste en terapias de
rehabilitacién pulmonar, oxigenoterapia o, en algunos casos, el trasplante pulmonar.

La rehabilitacién pulmonar es importante en los pacientes con EPID ya que es util para
disminuir la sintomatologia, reduce los dias de estancia hospitalaria e incrementa la
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tolerancia al ejercicio. Las ultimas guias de tratamiento sugieren que para que la
rehabilitacion sea efectiva, es necesario que el paciente pierda peso (si lo amerita), adopte
una rutina de ejercicio, aprenda técnicas de respiracion y cumpla con el tratamiento

farmacoldgico y la oxigenoterapia (183) .

A pesar de que la hipoxemia es frecuente en personas con EPID, no existen estudios que
recomienden formalmente el uso de oxigeno estas enfermedades. Clark y col. estudiaron
50 sujetos con alveolitis criptogénica fibrosante, de los cuales siete (14%) tenian AR; a
estos individuos se les midio la oximetria de pulso durante el dia y durante la noche, y se
observé que la hipoxemia nocturna era mas frecuente. Asi mismo, concluyeron que el
mejor estudio fisiologico predictor de hipoxemia nocturna era la saturacion de oxigeno
durante el dia, lo cual estaba asociado con un menor nivel de energia. Estos efectos eran

independientes de la CVF, por lo que se aconseja suplementacion con oxigeno (184).

Los cuidados paliativos y terminales en la fibrosis pulmonar, tiene como propésito tratar los
sintomas, prevenir y aliviar el sufrimiento y apoyar la mejor calidad de vida posible,
independientemente del estadio de la enfermedad o de la necesidad de otros tratamientos.
Los cuidados paliativos, integrados en una fase temprana, pueden reducir los sintomas en

los pacientes con FPI.

10.2. Tratamiento farmacolégico

El tratamiento que ha prevalecido durante décadas incluye la administracion de corticoides,
cuyas dosis y tiempo de administracidon varian considerablemente entre diferentes autores
y de acuerdo con la patologia que se deba tratar, manteniéndose como primera linea de

tratamiento en la gran mayoria de EPID.

La respuesta a los corticoides es variable segun el patron histolégico, el grado de

inflamacion y fibrosis y otros factores tal vez inherentes a cada paciente.

Se observan curaciones o mejorias espontaneas, al evitar contacto con el antigeno
desencadenante, suspender el tabaco, otros pacientes mejoran o se estabilizan con el
tratamiento, mientras que otros progresan y mueren a pesar del tratamiento. Se han
realizado ensayos con otros tratamientos como citotdxicos, principalmente con

ciclofosfamida, metotrexate y azatioprina, antifibrosantes como colchicina, d-penicilamina
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y pirfenidona. También se han empleado otras sustancias, pero a nivel de investigacion y
en animales(90,185-187).

10.2.1. Corticoides

El tratamiento con corticoides ha demostrado utilidad en las personas con EPID. Sin
embargo, estos farmacos presentan importantes efectos secundarios y recidivas, por lo
que se ha optado por el uso de otros inmunosupresores. A pesar de esto, no hay evidencia
suficiente que confirme el estandar de tratamiento en la EPID asociada con AR. La
respuesta al tratamiento depende de diferentes factores de severidad. En el caso de un
individuo asintomatico en quien la EPID se detecta incidentalmente, no siempre es
necesario iniciar tratamiento, ya que podria presentar severos efectos secundarios; no
obstante, representa una ventana de oportunidad para detener la enfermedad. Es por lo
que los pacientes deben ser monitorizados inicialmente cada semana y, en caso de

deterioro, se debe considerar la terapia inmunosupresora.

En el caso de un sujeto con sintomas y signos clinicos de EPID y un diagndstico confirmado
por pruebas de funcionamiento pulmonar y TACAR, debe ser iniciada la terapia
inmunosupresora. Cuando ésta ha fallado o existe fibrosis pulmonar severa, debe
comenzarse el tratamiento con corticoesteroides e inmunosupresores, y si la persona tiene
un rapido deterioro en la CVF, la capacidad de difusion de la PaO2 o en los parametros
clinicos, debe ser considerado el trasplante pulmonar. Rojas-Serrano y colaboradores
evaluaron el efecto de los corticoides en la EPID en AR, tratando los sujetos con prednisona
a dosis de 1 mg/kg/ dia durante seis semanas, y luego, a una dosis de 10 mg/dia durante
aproximadamente 6-8 meses; con esta dosis observaron una mejora significativa en la
CVF. Pero la falta de un grupo de control y el hecho de que la mayoria de estos individuos
con EPID recibieron concomitantemente metotrexato, azatioprina o leflunomida limitaron la
utilidad del estudio para comprender el verdadero efecto de los corticoides en estos sujetos
(188).

Se ha detectado que una cuarta parte de los pacientes con enfermedades pulmonares
intersticiales en algunos estudios, consultaron en atencion primaria debido a la tos, y
aproximadamente un tercio de ellos recibieron una receta para tratar las causas
potencialmente subyacentes de la tos. Revelan que se necesitan mas estudios para
explorar el efecto de los medicamentos prescritos, fueron los corticoides en diferentes

formatos los mas prescritos, encontrando a los corticoides nasales y los antihistaminicos
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se encuentran entre los tratamientos menos eficaces. Se necesita mas investigacién para
comprender las causas y el tratamiento 6ptimo de la tos en pacientes con enfermedades

pulmonares intersticiales. (189)

10.2.2. Otros tratamientos inmunosupresores

La azatioprina es una antimetabolito purinico derivado imidazdlico de la 6-mercaptopurina,
al que se le atribuye un efecto citotdxico e inmunosupresor. Actua también en los linfocitos
T, alterando su funcion y su activacion (190). En ocasiones se ha usado en diversas EPID

como terapias ahorradoras de corticoides.(191)

La ciclofosfamida es un agente alquilante capaz de bloquear la replicacion del ADN y
ARN celular. La ciclofosfamida intravenosa es el «estandar de oro» para el tratamiento de
la EPID, mas adelante, otros grupos investigaron la que la toxicidad era superior a los
beneficios proporcionados, planteando otras terapias inmunosupresoras alternativas por

sus menores efectos toxicos. (192), (193)

El micofenolato de mofetilo (MFM) ha sido evaluado en series de casos de EPID-ETC,
pero los estudios son escasos. En un estudio en el que trataron 10 casos los sintomas
mejoraron en 10 de ellos y cuatro de cinco suspendieron la oxigenoterapia. Hubo mejoria
en las lesiones observadas por TACAR en 8 de 8 ocho y solo uno de nueve empeoro.
Aparentemente el MFM es, mas seguro y al menos tan efectivo como la ciclofosfamida y
deberia ser considerado como primera linea de tratamiento de mantenimiento después de
la terapia con ciclofosfamida (194).(191).(193)

La terapia combinada con metilprednisolona y ciclofosfamida ha sido evaluada en
individuos con esclerosis sistémica asociada con EPID. Yiannopoulos y colaboradores
evaluaron 13 pacientes y observaron que el 66.6% tenian parametros de funcionamiento
pulmonar estables o mejorados. Sin embargo, la EPID empeord en algunos de ellos tras
suspender el tratamiento. Aparentemente la combinacion de ambos farmacos es efectiva,
con una buena tolerancia y ayuda a estabilizar la funcién respiratoria en EPID(195)
Asimismo, Rojas Serrano y su grupo observaron que sus pacientes con EPID secundario
a AR presentaron mejoria del CVF después del tratamiento con altas dosis de
corticoesteroides (1 mg/kg/dia) y FAME (metotrexate y leflunomida)(188). Aunque los
corticoides han sido el medicamento central para el tratamiento de la EPID en AR, las tasas

de respuesta favorables a estos agentes han sido reportadas menores del 40% (196).
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Otros autores sugieren el uso de la combinacién de altas dosis de corticoesteroides
asociada con un inmunosupresor como ciclofosfamida, azatioprina, MFM o ciclosporina, en
individuos con EPID asociada con AR con enfermedad moderada o severa, considerando
su accion adicional en los fibroblastos, células endoteliales y células musculares lisas
(196). Existen algunos medicamentos como la D-penicilamina y colchicina que han sido

utilizados en la EPID; sin embargo, no han demostrado eficacia significativa (193)

El Metotrexato (MTX) y leflunomida (LEF) no aumentan la incidencia, complicaciones ni
mortalidad por EPID. Aunque los resultados no son uniformes, los anticuerpos anti-TNF
han tenido con frecuencia peores resultados en incidencia, progresion y mortalidad por
EPID que MTX, LEF, abatacept (ABA) y rituximab (RTX). La evidencia encontrada es
escasa para los inhibidores de JAK quinasas y antifibréticos, y controvertida para los
inhibidores de la IL-6 (197) .

10.3. Tratamiento de la Sarcoidosis

Las terapias actuales son inespecificas y en gran medida no estan probadas.(70) Si no
hay afectacion organica en el momento de la presentacion, suele indicarse un periodo de

observacioén para evaluar si la enfermedad remite espontaneamente.

Los corticoides siguen siendo la base del tratamiento de las manifestaciones progresivas
de la sarcoidosis. Las dosis y la duracion éptimas del tratamiento con corticoides no se han
establecido mediante estudios clinicos rigurosos. Para la enfermedad pulmonar y cutanea,
el tratamiento inicial suele consistir en no mas de 20-40 mg/dia de prednisona durante 2-4
semanas, seguido de un régimen de disminucién lenta durante varios meses hasta una
dosis de mantenimiento de 5-15 mg/dia. Se ha sugerido el tratamiento en dias alternos,
aunque puede resultar ineficaz en un subgrupo de pacientes que posteriormente
responden a la dosis diaria. Normalmente, el tratamiento se mantiene durante al menos 6-
12 meses, ya que una reduccion prematura puede provocar una recaida. La enfermedad
pulmonar recurrente y progresiva se produce en el 16-74% de los pacientes a medida que
se reduce el tratamiento con corticoides. (11). Los pacientes con recaidas repetitivas
suelen necesitar un tratamiento supresor crénico para minimizar la pérdida de funcién
pulmonar. El aumento de peso, la hipertension, la hiperglucemia, el glaucoma y la
osteoporosis son complicaciones potenciales graves. Se recomienda la terapia con

bifosfonatos para los pacientes en tratamiento crénico con corticosteroides. Los
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corticoides inhalados pueden ayudar a reducir los sintomas de tos o irritabilidad de las

vias respiratorias, pero no son utiles como agentes Unicos en la sarcoidosis pulmonar.(11)

En la tabla 20 se mencionan las principales indicaciones para el uso de corticosteroides en

pacientes con Sarcoidosis.

Tabla 20. Indicaciones de la terapia con corticosteroides en pacientes con sarcoidosis.

e Afectacion pulmonar

e Enfermedad pulmonar sintomatica moderada, grave, o progresiva

¢ Infiltrados pulmonares persistentes o funciéon pulmonar anormal durante 1-2 afios
con sintomas leves para evaluar la reversibilidad

e Enfermedad fibroquistica avanzada

e Afectacion extrapulmonar

Insuficiencia organica amenazada: enfermedad ocular, cardiaca o del sistema

nervioso central (SNC) grave

Uveitis posterior o uveitis anterior que no responden a esteroides locales

Hipercalcemia persistente

Disfuncién renal o hepatica persistente

Enfermedad hipofisaria

Miopatia

Esplenomegalia palpable o evidencia de hiperesplenismo, como trombocitopenia

Fatiga intensa y pérdida de peso

Linfadenopatia dolorosa

Enfermedad cutanea desfigurante

Las terapias ahorradoras de corticoides se utilizan con frecuencia en la sarcoidosis cronica
progresiva cuando los efectos adversos de este grupo de farmacos degradan
significativamente la calidad de vida (198,199) Se recomiendan dosis bajas semanales de
metotrexato (10-20 mg/semana) para la sarcoidosis pulmonar, cardiaca, ocular
(panuveitis), cutanea y neurolégica, que requiere dosis mas altas de corticoides. Las tasas
de éxito oscilan entre el 50% y el 70%, pero puede tardar 26 meses en ser eficaz. Las
posibles complicaciones graves incluyen hepatotoxicidad, infecciones oportunistas,
supresion de la médula 6sea y toxicidad pulmonar. La azatioprina también puede ser util
en la sarcoidosis con tasas de respuesta similares a las del metotrexato, pero con un riesgo
ligeramente mayor de infeccion. EI MMF y la leflunomida se han utilizado en pequefas
series (200,201). Las toxicidades potenciales de estos farmacos incluyen la supresion de
la médula 6sea, sintomas gastrointestinales, erupciones cutaneas y un mayor riesgo de
malignidad. La ciclofosfamida se ha utilizado en la sarcoidosis recalcitrante a esteroides,
en particular en la neurosarcoidosis refractaria, pero su uso esta muy limitado debido a su
potencial oncogénico. Los inhibidores de la calcineurina suprimen la activacion de las

células T, pero no funcionan en la sarcoidosis.
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Los ensayos clinicos respaldan la eficacia de los agentes bioldgicos dirigidos a vias
inmunolégicas especificas en la sarcoidosis. Infliximab (anti-TNF) tuvo un pequeio
impacto en la funciéon pulmonar durante 6 meses, pero fue eficaz para muchas
manifestaciones extrapulmonares. Algunas series de casos han sugerido que el
adalimumab también puede ser eficaz en algunos pacientes con sarcoidosis. El
etanercept, golimumab (anti-TNF) y ustekinumab (anti-IL12/IL23) no fueron eficaces en
la sarcoidosis pulmonar. Curiosamente, se han descrito algunos casos de uso satisfactorio
de rituximab en la sarcoidosis refractaria al tratamiento, en particular la neurosarcoidosis,
aunque sigue sin estar claro cémo puede funcionar. Se necesitan mas estudios para definir
el papel de los agentes bioldgicos en la sarcoidosis, sobre todo porque estas terapias

conllevan riesgos de infecciones graves y potencialmente mortales y de malignidad.

10.4. Antifibroticos como tratamiento de la FPI

Los antifibréticos comercializados en Espafa son pirfenidona y nintedanib. Pirfenidona es
un farmaco pleiotrépico, con propiedades antifbréticas y antiinflamatorias, que inhibe la
sintesis de factores de crecimiento profibrogénicos, como el TGF-beta y el PDGF, asi como
la proliferacién de fibroblastos y la formacién de colageno. Las autoridades sanitarias
europeas admitieron la molécula para uso comercial en la FPI leve-moderada (FVC > 50,
DLCO > 35%). Pirfenidona ha demostrados una reduccion en la proporcién de pacientes
con caida de la FVC = 10% o muerte (43,8%) y un incremento en la proporcion de casos
con estabilidad en la FVC (59,3%). La dosis de pirfenidona recomendada es de 2.403
mg/dia dividido en 3 tomas coincidentes con las comidas. La dosis plena se alcanza a las
3 semanas, al irincrementando de forma progresiva la dosificacién: la primera semana, un
comprimido de 267 mg/8 h; la segunda semana, 2 comprimidos de 267 mg/8h y la tercera
semana, 3 comprimidos de 267 mg/8h. Los efectos adversos mas relevantes son los
gastrointestinales (nauseas, dispepsia, anorexia y pérdida de peso), seguidos de rash,

fotosensibilidad y, en menor proporcion, alteraciones de la funcién hepatica.

Nintedanib es un inhibidor triple de los receptores de la tirosina cinasa que presenta
actividad anti-PDGF, antifactor de crecimiento de los fibroblastos y antifactor de crecimiento
vascular endotelial, relacionados con los mecanismos patogénicos de la fibrosis. Los 2
estudios INPULSIS, con un total de 1.066 pacientes, objetivaron un enlentecimiento en la

progresion de la enfermedad (caida de la FVC) independiente- mente de la edad (mayores
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y menores de 65 anos), de la FVC en el momento del inicio terapéutico (inferior y superior
al 70 y al 90%) y de la existencia o no de enfisema asociado. La dosis recomendada es de
150 mg cada 12h, se podra descender a 100 mg cada 12h en caso de efectos secundarios.
Nintedanib disminuye significativamente la pérdida de funciéon pulmonar, alarga el tiempo
hasta la primera exacerbacion aguda y mejora los indices de calidad de vida. El efecto
adverso mas frecuente de nintedanib, que llega a presentarse hasta en el 60% de los
casos, es la diarrea, la cual suele ser de leve a moderada intensidad. Solo en
aproximadamente un 4-5% llega a ser lo suficientemente intensa o recurrente como para
obligar a la retirada definitiva del farmaco. Otros efectos adversos menos frecuentes son
las nauseas y vomitos, la anorexia, la pérdida de peso y las alteraciones en la funcion

hepatica.

10.5. Trasplante de Pulmén

El trasplante de pulmén continda siendo el unico tratamiento que puede alargar la vida de
los pacientes con FPI avanzada (202). Un porcentaje significativo de los pacientes
hospitalizados con FPl avanzada o una exacerbacion aguda de la EPID sufriran
insuficiencia respiratoria. Sin discutir un plan de asistencia anticipado, la consecuencia de
este resultado puede ser el ingreso en UCI y la ventilacion mecanica. De ser asi, la

mortalidad es elevada y pocos pacientes sobreviviran (203).

Es muy poca la experiencia de trasplante pulmonar en EPID asociada con AR. Algunos
datos sugieren que sujetos con esclerosis sistémica tienen después del trasplante
pulmonar, rangos similares de supervivencia a los de pacientes que se trasplantan como

consecuencia de FPI o de hipertension arterial pulmonar idiopatica (204).

Hay que considerar el trasplante de pulmdn en pacientes seleccionados con una EPID que
no responda al tratamiento médico y muestran una caida de la funcién pulmonar que les
sitia en un mayor riesgo de muerte. El trasplante de pulmén es una intervencion
meédica/quirirgica compleja que exige un receptor y un equipo médico motivados. La

frecuencia del trasplante bipulmonar esta aumentando.
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JUSTIFICACION

Las EPID difieren entre si respecto a su prevencion, diagnéstico, tratamiento y prondstico,
aunque la mayoria suelen ser enfermedades cronicas y debilitantes que deterioran la
calidad de vida y reducen la supervivencia global de los pacientes. Que la eficacia de las
pruebas diagnésticas permita establecer un diagndstico rapido y preciso es de vital
importancia, teniendo en cuenta que algunas pueden degenerar en fibrosis. Actualmente
el proceso diagndstico involucra una inestimable suma de esfuerzos por parte de

neumologos, radidlogos y anatomopatdlogos y los comités involucrados.

Si bien, la investigacion de las causas involucradas en la aparicion de las multiples EPID
sigue siendo un tema mayormente por esclarecer, ya sea por la diversidad clinica,
radiologica y citologica, en las ultimas décadas se han invertido grandes esfuerzos en
encontrar marcadores biolégicos que puedan incrementar el valor diagnostico y prondstico
de ciertas pruebas séricas y citoldgicas realizadas en el LBA. A pesar de los esfuerzos y
avances en la investigacion en inmunologia, los escasos estudios en los que se utiliza la
citometria de flujo para la caracterizacion linfocitaria y leucocitaria del LBA presentan
carencias metodologicas y de disefio, lo que sin lugar a duda le resta valor a esta técnica

y, le otorga a la citometria de flujo un valor diagndstico meramente orientativo.

Aunque en la practica, la citometria de flujo se ha convertido en los ultimos afios en el
“gold” estandar para la caracterizacién y monitorizacion del tratamiento de numerosas
patologias, hasta ahora, las aportaciones cientificas y los esfuerzos por esclarecer y
mejorar la utilidad diagndstica y prondstica de la citometria de flujo del LBA en la EPID han
sido muy limitados. En el ambito Nacional los unicos estudios disponibles, realizados por
Jara-Palomares en 2009 y mas tarde por Rodriguez-Martin en el Hospital Universitario
Virgen Macarena en Sevilla en 2021, involucran un grupo limitado de patologias
pulmonares en las que se evalua la citometria de flujo como parametro independiente sin
tener en cuenta parametros radioldgicos ni de funcion pulmonar. El segundo estudio,
aunque integra la comparacion de estos parametros, el numero de pacientes es muy
limitado. Ambos estudios utilizan el recuento de poblaciones linfocitarias (no leucocitarias)
para el estudio por citometria de flujo del LBA. El recuento de poblaciones leucocitarias,

sobre el recuento de poblaciones linfocitarias, ofrece informacion mas completa acerca de
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procesos inmunolégicos, inflamatorios e infecciosos que tienen lugar en el bronquio y el

alvéolo.

Este estudio de tesis doctoral analiza retrospectivamente el contenido de células
inmunitarias del LBA (linfocitos y sus subtipos, macréfagos, neutrdfilos, eosindfilos y
células dendriticas) determinadas mediante citometria de flujo, en relaciéon a los
parametros clinicos, radiolégicos y funcionales, en una serie amplia de pacientes
representativos de patologias EPID (NII, EPID de causa conocida y EPID de causa
desconocida), no-EPID (EPOC, asma, TBC, nodulos pulmonares) y sin patologia
pulmonar, para obtener una vision mas objetiva del papel de cada poblacion celular en las
diferentes patologias pulmonares. Junto a esto, la inclusion de un grupo de poblacion
general nos permitira establecer el impacto de las diferentes patologias pulmonares sobre
la supervivencia global de los pacientes e investigar su correlacién a nivel prondstico,

diagnéstico y terapéutico.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A pesar de que las sociedades cientificas mantienen dudas de la utilidad del analisis
citologico del LBA, el estudio del contenido leucocitario del LBA mediante citometria de
flujo se ha establecido en nuestra CCAA como un estudio estandarizado en los pacientes
con patologia pulmonar, que todos los grupos de neumadlogos solicitan para el apropiado
manejo clinico de sus pacientes. Esto nos hace hipotetizar que los resultados puedan tener
utilidad en el diagnéstico y el prondstico de los pacientes. Para verificar esta hipotesis, se

proponen los siguientes objetivos.

Objetivo general: analizar retrospectivamente el contenido leucocitario del LBA
determinado mediante citometria de flujo en los pacientes remitidos a la Unidad de
Citometria del HCUVA entre los afios 2000 y 2018, en relacion con la informacion clinica,
radiolégica y anatomopatoldgica, para evaluar la utilidad de la citometria del LBA en el
diagnéstico de las patologias pulmonares mas prevalentes y su valor en el pronéstico y

monitorizacién del tratamiento.
Para ello, se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar mediante citometria de flujo multiparamétrica el contenido leucocitario del LBA
(linfocitos y sus subtipos, macrofagos, neutrofilos, eosindfilos y células dendriticas) de

pacientes con enfermedad pulmonar en la Regién de Murcia entre 2000 y 2018.

2. Revisar las historias clinicas de los pacientes para recoger variables clinicas, de
exposicion, radiologicas, anatomopatoldgicas, funcionales y de supervivencia, que

puedan resultar relevantes para el diagndstico y evolucion de los pacientes.

3. Correlacionar los parametros inmunolégicos y clinicos para evaluar la utilidad de la
citometria de flujo del LBA en el diagndstico de las patologias pulmonares EPID y no-

EPID y determinar las diferencias entre los distintos grupos de patologias.

4. Evaluar el impacto de las diferentes patologias pulmonares en la supervivencia global
de los pacientes, para poder establecer marcadores celulares del LBA determinados
mediante citometria de flujo, que tengan utilidad prondstica en el manejo clinico y

terapéutico de los pacientes.

86



87



MATERIALES Y METODOS

1. Pacientes y muestras, variables de estudio y grupos de estudio

1.1. Pacientes y muestras

A partir de un listado de muestras de LBA analizadas en la Unidad de Citometria e
Inmunologia Tumoral del Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca (HCUVA) entre los anos 2000 y 2018, se recolecto informacioén retrospectiva
a partir de los datos demograficos y clinicos disponibles en las bases informaticas del
Servicio Murciano de salud (Agora y Selene) durante un periodo de tiempo comprendido
entre marzo de 2019 hasta marzo de 2023. Se revisaron 2349 muestras de LBA
procedentes de diversos hospitales de la Region de Murcia: 1) HCUVA; 2) Hospital
Universitario Reina Sofia (HURS); 3) Hospital Virgen del Rosell de Cartagena (HVR); 4)
Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena; 5) Hospital Universitario de Los
Arcos del Mar Menor (HULAM); 6) Hospital Virgen del Castillo de Yecla (HVC); 7) Hospital
Comarcal del Noroeste de Caravaca de la Cruz y 8) Hospital de la Vega Lorenzo Guirao.
Durante el periodo de tiempo seleccionado (2000-2018), no se recibieron muestras para el
estudio del LBA en el laboratorio de Inmunologia HCUVA procedentes del Hospital
Universitario Morales Meseguer (HUMM), por este motivo, dicho centro no participé en este

estudio.

La informacién recolectada se obtuvo tomando como referente las recomendaciones
ATS/ERS. Se incorporaron variables acordes con estas guias consenso, en una base de
datos en Excel que permitiera clasificar la informacion, cuyos criterios de inclusion se
fundamentaban en la tenencia de un diagnéstico definitivo o claro a partir de un consenso
multidisciplinar hospitalario, contar radiologia de térax y/o TCAR. Se incluyeron las
siguientes variables: tiempo de evolucion y supervivencia, edad, sexo, antecedentes
familiares, habito tabaquico, historia ocupacional y ambiental, utilizacion de farmacos,
radioterapia, quimioterapia, ETC (grupo afectado por la escasa informacion disponible en
las historias clinicas y falta de TCAR). Se recolecto la informacion demografica y codigos
postales de la totalidad de los pacientes, y dicha informacion se obtuvo a partir de las

plataformas informaticas del servicio murciano de salud (SMS): Selene y Agora plus.

Las especialidades peticionarias fueron: neumologia, medicina Interna, reumatologia,

medicina intensiva y urgencias hospitalarias. El nimero de muestras por hospital fue
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equiparable a la media de la poblacion del area, aunque se observo una llamativa reduccion
en el numero de las muestras procedentes del Hospital Universitario Morales Meseguer,

ya que este centro hasta fechas recientes se ha analizado sus propias muestras.
1.2. Criterios de exclusion

De las 2349 muestras extraidas inicialmente, 838 fueron excluidas del estudio después de

una minuciosa busqueda, por los siguientes motivos:

Mala calidad de la muestra en el analisis de citometria.

2. No disponer de la informacion minima requerida: numero de historia clinica o
numero de identificacion que mediante las herramientas informaticas del SMS
(Agora, Selene) permitiera su busqueda.

3. Pacientes sin informacién disponible en Agora considerado por su contenido y
generalidad el mas completo, o, que las competencias y permisos no permitieran
acceder a programas de los hospitales locales y realizar busquedas en “notas”,
en resumen, sujetos en quienes no fue posible acceder a su historia y obtener la
minima informacién necesaria.

4. Pacientes presuntamente desplazados con un unico episodio clinico que, al no
completar los datos necesarios, sin posibilidad de realizar seguimiento.

5. El paciente si dispone de informacion clinica en Agora, pero no de historia clinica
de especialidades que permitan obtener la informacion adecuada o contrastar los
resultados del LBA.

No disponer de estudio radioldégico (radiografia o TACAR)
La falta de pruebas funcionales no fue motivo de exclusidon ya que estas se
solicitan con muy poca frecuencia, especialmente en especialidades diferentes a

neumologia.

De las 2349 muestras de LBA analizadas se pudo obtener informacién de 1511, con las

que se han realizado todos los estudios descritos en este estudio de tesis.
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1.3. Variables de estudio.

La informacion recogida de los diferentes sistemas de informacion se registré en una ficha
individual por paciente (Ver en Anexo, tabla 35), cuyos datos se trasladaban a una tabla

Microsoft Excel que incorporaba las variables de estudio:

1. Especialidad clinica y hospital solicitante del estudio: las muestras como se
comentd anteriormente se obtuvieron de todos los hospitales de la Regidn, excepto
del Area VI de Salud (Hospital Morales Meseguer). Las especialidades peticionarias
fueron neumologia, medicina Interna, reumatologia, medicina intensiva y urgencias.

2. Informacion de la muestra y del paciente: fecha de nacimiento, edad, sexo,

supervivencia, codigo de Identificacion (CIPA y NHA), nimero y fecha de citometria.
Demograficos: ciudad, direccion y cédigo postales.
Parametros celulares obtenidos en el estudio citolégico del LBA: porcentaje y
cifras absolutas de leucocitos totales, linfocitos totales, macréfagos alveolares,
neutrdéfilo, eosindfilos, células dendriticas CD1a+, linfocitos T (CD3+), linfocitos Th
(CD3+CD4+), linfocitos Tc (CD3+CD8+), linfocitos B (CD19+), asi como los
cocientes CD4/CD8 y Neutrofilo/Linfocito.

5. Patréon radioldgico: patrones radiolégicos comunes de las enfermedades
intersticiales, patrones radiologicos especiales y distribucion/localizacion
radiologica. Los parametros radioldgicos fueron obtenidos a partir la TCAR, y/o la
radiografia de torax.

6. Datos histopatoldgicos: si el diagnostico de certeza asi lo precisaba, se contrasté
el diagnostico clinico con el resultado de la biopsia de tejido.

7. Tratamiento: la variable tratamientos, incluyd principalmente terapias
inmunosupresoras inhaladas y orales. Los tratamientos orales fueron separados en
corticoesteroides y otras terapias inmunosupresoras (azatioprina, ciclofosfamida,
micofenolato mofetilo, agentes biolégicos). Asi mismo se registré el uso de
radioterapia y/o quimioterapia.

8. Antecedentes familiares: por su frecuencia e importancia en los datos de la
historia clinica neumoldgica, el cancer de pulmén como antecedente familiar fue
recogido en toda la serie en la que éste dato estuvo disponible. Asi mismo, se tuvo
en cuenta los antecedentes familiares de EPID.

9. Habito tabaquico: fumador, exfumador o no fumador
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10. Parametros de las pruebas de funcién pulmonar (PFP): volumen espiratorio

forzado (% FEV1), capacidad vital forzada, (% FVC) y difusion pulmonar de
mondxido de carbono (% DLCO).

11. Agentes etioldgicos, incluida exposicion a toxicos inhalantes:

¢ Inhalacion de polvos o quimicos.

e Convivencia o trabajo con pajaros y/o palomas.

e Toxicidad por farmacos

¢ Enfermedad autoinmune sistémica o autoinmunidad

e Enfermedad oncohematolégica

12. Diagnéstico principal: diagndstico de certeza, patologia pulmonar a estudio o que

motivo la inclusion en el estudio.

13. Diagnéstico secundario: patologias asociadas, patologias concomitantes.

14. Supervivencia: fecha de fallecimiento o de ultimo acto clinico (para la recoleccion

de este dato, fue preciso la revision perioddica de las historias clinicas).

1.4. Grupos de estudio.

Los pacientes se distribuyeron en los grupos de estudio en funcion de su origen y patologia.

1.4.1.

1.4.2.

Grupo control poblacional de supervivencia: pacientes con gammapatia
monoclonal de significado incierto (MGUS, del inglés monoclonal gammopathy
of uncertain significance) con marcadores de buen prondstico. Este grupo se ha
extraido de la serie de pacientes incluidos en trabajos de investigacién del grupo
de Inmunologia del IMIB (205), incorporandolos en este trabajo como grupo
control para establecer la supervivencia de una poblaciéon sin patologia
pulmonar, a la que comparar la supervivencia de los pacientes con afectaciones

pulmonar parenquimatosa.

Grupo control LBA no patolégicos: se incluyd un grupo control LBA no
patolégico cuyas muestras procedian de pacientes que a lo largo de varios afios
de seguimiento no presentaron evidencias clinicas de enfermedad EPID u otro
tipo de patologia pulmonar. La indicacion de la broncoscopia y LBA en estos
casos fue ocasionada por condiciones clinicas que motivaron la realizacion del
LBA con fines diagndsticos. Entre los motivos de estudio mas frecuentes se
encontraron AOS, o la hemorragia pulmonar que en todos los casos fue

descartada. Este grupo se incluy6 en la serie por su utilidad para establecer las
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1.4.3.

1.4.4.

cifras de normalidad mediante citometria de flujo de las diferentes

subpoblaciones leucocitarias en LBA normales.

Grupo de patologias no-EPID: pacientes con enfermedad pulmonar con
patrones espirométricos mixtos obstructivos/restrictivos, pero principalmente
patologias pulmonares No-EPID, como EPOC o asma (1). También se han
incluido en este grupo muestras de pacientes diagnosticados de TBC pulmonar,
en cuyo LBA no se detectan células compatibles con patologia infecciosa
aguda. Al no tratarse de infecciones activas, no se incluyeron en el grupo de
patologias infecciosas. Por ultimo, se incluyeron con nédulos pulmonares en los
analisis de imagen de térax, que posteriormente no evolucionaron a alguna

patologia pulmonar.

Grupo de patologias EPID: comprende un grupo complejo de trastornos que
hemos clasificado siguiendo las recomendaciones consenso de la ATS/ERS
(Travis et al., 2002). En este grupo se incluyeron las siguientes patologias:

o Sarcoidosis

o Neumonitis por hipersensibilidad (NH)

o Neumonia organizada criptogénica (NOC)

o Neumonia intersticial linfocitaria (NIL)

o Neumonia intersticial usual (NIU): los pacientes con fibrosis pulmonar no

encuadrable en otras entidades clinicas se recogieron en esta entidad,
siguiendo las recomendaciones cientificas (Travis et al., 2002)(Lynch et al.,
2018).

o Bronquiolitis con enfermedad pulmonar intersticial (BR-EPID)

o Neumonia intersticial descamativa (NID)

o Neumonia intersticial no especifica (NINE)

o Neumoconiosis

o Histiocitosis pulmonar de células de Langerhans (HPCL)

o EPID eosindfila

o EPID-Inclasificables

o Enfermedades pulmonares asociadas al tejido conectivo (EPID-ETC): estos
pacientes no pudieron constituir un grupo propio y se distribuyeron segun la

clasificacion otorgada por el comité clinico o el neumdlogo.
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1.4.5. Grupo con patologias agudas: pacientes que presentando de base una
enfermedad pulmonar intersticial 0 no, se tomé la muestra del LBA en algun
momento de su evolucién asociado a un episodio agudo, como una infeccion
respiratoria aguda (con aislamiento microbiolégico) o una neumonia intersticial

aguda (NIA) causada por farmacos (206,207)

1.4.6. Grupo con cancer: siguiendo las recomendaciones de la ATS/ERS (3) se
incluyeron los pacientes con cancer al ftratarse de pacientes
inmunocomprometidos y con tendencia a infecciones atipicas. En este trabajo

hemos diferenciado entre:

o Cancer de pulmoén: casos con sintomatologia variable que, ademas
planteaban dudas diagndsticas en estadios iniciales, se realizé seguimiento
de los mismos, finalmente fueron diagnosticados de neoplasia pulmonar sin
otras patologias pulmonares(208) (122), (3) .

o Oftros canceres: pacientes inmunosuprimidos por el tratamiento
quimioterapico y citorreductor por neoplasias extrapulmonares que se
asociaron a patologia pulmonar. Las mas frecuentes fueron las neoplasias

hematoldgicas.

2. Pruebas radiologicas

La radiografia de térax es un estudio imagenolégico muy comunmente utilizado como
prueba radiolégica de primera linea para evaluar patologias del torax. Ademas de
proporcionar imagenes de estructuras del interior del térax y las estructuras adyacentes,
son mas utiles para identificar alteraciones cardiacas, del parénquima pulmonar, la pleura,
la pared toracica, el diafragma, el mediastino y el hilio. Suelen ser la prueba inicial realizada

para evaluar los pulmones.

La radiografia de térax estandar se obtiene desde la parte posterior a la anterior
(proyeccion posteroanterior) para minimizar la dispersion de los rayos X, que puede
aumentar artificialmente la silueta cardiaca, y desde el costado del térax (proyeccion
lateral). Las proyecciones lorddticas u oblicuas pueden obtenerse para evaluar ndédulos
pulmonares o para aclarar alteraciones que pueden deberse a estructuras superpuestas,
aunque la TACAR brinda mas informacion y ha sustituido en gran medida a estas
proyecciones. Las proyecciones en decubito lateral pueden utilizarse para diferenciar el
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derrame pleural, que fluye libremente, del tabicado, pero la TACAR o la ecografia
proporcionan mas informacion. Las imagenes al final de la espiracién pueden utilizarse

para detectar neumotérax pequefos.

La TACAR proporciona imagenes transversales de 1 mm de espesor y es particularmente
util en la evaluacion de EPID (p. ej., carcinomatosis linfangitica, sarcodoisis, fibrosis
pulmonar idiopatica). Las imagenes durante la espiracion pueden documentar el
atrapamiento de aire, que es tipico de la bronquiolitis obliterante y de otras enfermedades
de la via aérea. Las imagenes obtenidas con el paciente en decubito prono pueden ayudar
a diferenciar atelectasia dependiente (que cambia con las modificaciones en la posicion del
cuerpo) debido a trastornos pulmonares que causan atenuacion en "vidrio deslustrado” en
las partes posteroinferiores de los pulmones, que persiste a pesar de los cambios en la
posicion del paciente (p.ej., fibrosis pulmonar idiopatica, asbestosis o esclerosis

sistémica).

Para su correcta interpretacion clinica, hace falta contrastar los resultados obtenidos a

partir de las pruebas de laboratorio y la exploracion fisica.

3. Pruebas funcionales.

Las pruebas de funcion respiratoria son un procedimiento basico en la evaluacién de las
EPID. En las lesiones histopatoldgicas llevan a una disminucién de los volumenes
pulmonares en estas enfermedades, que se reflejan en la aparicion de un patron restrictivo
en las pruebas de funcién respiratoria, con una disminucion de la capacidad pulmonar total
(TLC) y de la capacidad vital forzada (FVC), con flujos espiratorios normales y un
incremento del cociente FEV1/FVC. Ademas de a una alteracion del intercambio gaseoso,
con reduccion de la capacidad de difusién de CO (DLCO), hipoxemia o incremento del
gradiente alveolo-arterial de 02, que aumentan con el ejercicio. Las alteraciones en el
intercambio gaseoso y en la oxigenacion durante el esfuerzo, puede verse en fases
tempranas de la enfermedad, incluso cuando la espirometria y los volumenes pulmonares
son todavia normales. También puede aparecer un patron restrictivo por afectacion de la
musculatura respiratoria en algunas ETC como la polimiositis y el lupus. En algunos casos
en que estan afectadas las pequefias vias aéreas, también se puede encontrar un aumento
del volumen residual (VR) como en la NH y las neumoconiosis. En otras enfermedades
como la sarcoidosis que pueden también afectar a los bronquios, incluso puede aparecer
un patrén obstructivo con una disminucion del cociente FEV1/FVC.
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Las pruebas de funcion respiratoria tienen aplicaciones clinicas en el manejo de las EPID
asociadas a las conectivopatias. Ayudan en el diagndstico de la enfermedad pulmonar,
aunqgue no son especificas, pueden utilizarse para establecer la gravedad de la afectacion
y establecer un pronéstico. También sirven para monitorizar la respuesta al tratamiento y
la progresion de la enfermedad. Los pacientes con EPID deben someterse a pruebas de
funcién respiratoria exhaustivas, dentro de ellas la medida de la capacidad de difusién
pulmonar del monéxido de carbono (DLCO) usando mondéxido de carbono como trazador
en el método de respiracion unica., la medida de la distensibilidad puede ser util para
objetivar el aumento de la rigidez en el pulmén (210). Las pruebas de funcion respiratoria
no pueden en general apoyar un diagnéstico especifico de la EPID, pero son necesarias
para evaluar las limitaciones respiratorias y vigilar la enfermedad durante el seguimiento
(8,38).

Estas pruebas se realizaron de acuerdo a los procedimientos utilizados por los servicios de
neumologia en nuestra Region. Se incluyeron los parametros volumen espiratorio forzado
(FEV1), capacidad vital forzada (FVC), y capacidad de difusion pulmonar del mondxido de
carbono (DLCO).

4. Obtencion, transporte y analisis citometrico de las muestras LBA

Las muestras de LBA se obtuvieron mediante broncoscopia, siguiendo las
recomendaciones de la ATS/ERS (3). Las muestras se remitieron por los diferentes equipos
de neumalogos de la region a la Unidad de Citometria en solucion salina, transportadas en

neveras para protegerlas de las temperaturas extremas.

Las muestras LBA se procesaron inmediatamente tras su recepcion, para ello se siguieron

los siguientes pasos:

1) Anotar el volumen recibido del LBA (en ml) y el aspecto (claro, turbio, muy turbio,
hematico, mucoso, otros).

2) Centrifugar el LBA (5min a 1800 rpm), retirar el sobrenadante.

3) Resuspender el pellet y lavar con 12ml de PBS-BSA-1%.

4) Centrifugar 5 min a 2000 rpm, retirar sobrenadante, resuspender el pellet en 500l
de PBS-BSA-1%.
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5) En tubo TrueCount (Becton Dickinson, BD) afadir 50ul de la muestra lavada y los

AcMo indicados en el panel (tabla 21). Si se trata de un “céctel” de AcMo
congelados, agitarlo antes de afiadir la muestra.

6) Agitar enérgicamente en el vortex (3-4 veces, pulsos breves).

7) Incubar 10 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

8) Lisar, con 1 ml de lisante-1X de cloruro de amonio, sin fijador. El lisante 1X se hace
a diario, diluyendo el 10X del kit BD PharmLyse (Lysing Buffer/ 100 ml, 10X, conc.)
con agua destilada. Mantener el 1X a temperatura ambiente.

9) Agitar en vortex (3 golpes breves) e incubar durante 10 min a temperatura ambiente
y en oscuridad.

10) Una vez lisadas adquirir en el citometro antes de 30 minutos.

11) Comprobar que el numero de lote y el numero de beads del tubo TrueCount utilizado

coincide con lo programado en el software de adquisicion.

Tabla 21. Detalle de los anticuerpos monoclonales utilizados para el marcaje del LBA

Anticuerpo Fabricante, referencia Clon
CD1a PE Becton Dickinson ,555807 34225X
CD3 BV510 Becton Dickinson,563109 SK7

CD4 APC Becton Dickinson,345771 SK3

CD4 PE-Cy7 Becton Dickinson,348809 SK3

CD8 PerCP Becton Dickinson,341050 SK1

CD8 BV605 Becton Dickinson,564116 SKA1
CD11c APC-R700 Becton Dickinson,566610 3.9 (RUO)
CD14 APC Becton Dickinson,345787 M®P9
CD16 BV421 Becton Dickinson, 558122 3G8
CD19 APC Becton Dickinson, 345791 SJ25C1
CD20 FITC Becton Dickinson, 345792 L27

CD56 PE-Cy7 Becton Dickinson, 335826 NCAM16.2
CD45 APC-H7 Becton Dickinson, 641417 2D1
CD66 FITC Dako, F7112 Kat4c
CD80 BV786 Becton Dickinson, 564159 L307.4
CD117 BV711 Becton Dickinson, 740791 BV711
HLA-DR PerCp Becton Dickinson, 339216 L243

Los citémetros utilizados para la adquisicion de los datos fueron un FACSCanto-Il de 8
flurorescencias (BD) entre 2006 y 2019 y un FACSLyric de 12 fluorescencias (BD) a partir
de 2020. Los paneles de anticuerpos utilizados en ambos equipos se muestran en la (tabla
21), Figuras 19 y 20. Ambos equipos fueron ajustados diariamente utilizando las CS&T
beads (BD) adecuadas para cada equipo. Ademas, la compensacion de las fluorescencias
se ajusto finamente a diario utilizando los eventos negativos para cada fluorescencia como
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referencia para cada fluorocromo. Para cada muestra se adquirieron entre 100.000 y

500.000 eventos, para hacer un analisis estadistico adecuado.

Tras la adquisicion, los ficheros generados fueron analizados en DIVA Software (BD). Para
ello se realizaron tanto graficos de puntos (dotplots) como fueron necesarios. En los
dotplots adecuados se dibujaron las ventanas de analisis (gates) necesarias para
discriminar las diferentes subpoblaciones celulares, ver figura 19. Los gates se combinaron
jerarquica y légicamente para estimar el porcentaje de cada subpoblacion celular, figura
20. Ademas, el numero de eventos de cada subpoblacion celular fue utilizado junto al
numero de eventos detectados de las beads TrueCount para hacer un recuento en cifras
absolutas de las diferentes subpoblaciones celulares, incluido el recuento de leucocitos

totales. Para ello se us6 la siguiente férmula:

Células/ul x 10® = (Beads del tubo Truecount x eventos subpoblacion) / Beads leidas) x 50 ul de
muestra) x factor de concentracion.

Factor de concentracién = 1 / 2 x volumen del LBA; (2 porque concentramos el LBA a 0.5 ml, en
lugar de en 1 ml).
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Figura 19. Analisis de citometria de flujo de las subpoblaciones celulares contenidas en el LBA. Las
subpoblaciones celulares se colorearon de la siguiente manera: en marron claro linfocitos (CD45++ SSCba°),
en cyan los macréfagos (DR+ SSC?%°), en verde claro los neutrdfilos (CD66+ CD16+ DR-), en magenta los
eosindfilos (CD16- CD66%P!), en rojo las células dendriticas (CD1a+), en azul claro los mastocitos (CD117+),
en verde oscuro los linfocitos T (CD3+), en marrdn oscuro los linfocitos B (CD19+ CD20+) y azul oscuro las
células NK (CD3- CD56+). Ademas, se detectaron las subpoblaciones T CD3+CD4+ y CD3+CD8+.
Igualmente se identificaron las Beads contenidas en el tubo TrueCount con color rosa, que se utilizaron para
el calculo del recuento absoluto de células por microlitro demuestra.
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Figura 20. Jerarquia de las ventanas de analisis utilizadas para la estimacién de las diferentes
subpoblaciones celulares del LBA.

5. Andlisis estadisticos

Los datos de citometria fueron extraidos del sistema de informacion de laboratorio
(programa Leucemias, de desarrollo propio) y los datos clinicos de la aplicacion clinica
Selene y Agoralab. Todos los datos se incluyeron en una base de datos Excel (Excel2003;
Microsoft Corporation, Seattle, Washington) con la identidad de los pacientes anonimizada
mediante el identificador del estudio LBA. Para el analisis estadistico los datos se migraron
y analizaron en el programa SPSS v21.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois). Con el apoyo de
Fernando Pérez Sanz, Bioinformatica del Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria
Pascual Parrilla (IMIB), para el analisis de Clustering en la aplicacion “R”. Los estudios
comprendieron las muestras de LBA remitidas a nuestro laboratorio entre 2001 y 2018 no

cumplieron criterios de exclusion.

Para el estudio descriptivo, las variables numéricas se resumieron como media, desviaciéon
o error tipicos de la media. Las variables cualitativas se describieron en forma de

frecuencias absolutas y porcentuales.

Para la aplicacién del contraste de hipotesis en variables continuas, se valoré inicialmente
la normalidad de la muestra mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y las condiciones de
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. En funcién de estos
resultados, se aplicd la comparaciéon de medias de T-Student para dos factores o ANOVA
para mas de dos factores, con aplicacién del test de diferencia honestamente significativa
(HSD, del inglés Honestly Significant Difference) de Tukey para detectar diferencias entre

subgrupos, cuando la distribucion de la variable fue normal. Cuando no se demostré la
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normalidad en la variable usamos el test no paramétrico U de Mann-Whitney para dos
grupos y el test de Kruskal-Wallis para tres 0 mas grupos. Para la comparacion de variables
continuas de muestras relacionadas se utilizé la prueba T-Student para muestras

relacionadas o la prueba de Wilcoxon cuando la distribuciéon no era normal.

Para la comparacion de variables cualitativas se aplico el test de la Chi-Cuadrado (X 2) de
Pearson’s con la correccion de Yates y la prueba exacta de Fisher en caso de ser

necesario.

Se utilizé el procedimiento de curva caracteristica operativa del receptor (ROC, del inglés
receiver operating characteristic) para determinar la capacidad de prediccién de las
variables a estudio, obteniendo un area bajo la curva (ABC) y su intervalo de confianza del
95 % (IC 95 %) junto con su sensibilidad y especificidad y el indice de Youden (lY) para

calcular el punto de corte 6ptimo.

Para esta tesis se ha considerado la supervivencia global (SG) como el tiempo desde el
analisis de la primera muestra LBA del paciente hasta la muerte (de cualquier etiologia) o
hasta el ultimo control realizado que nosotros establecimos como la fecha del 20 de marzo
de 2023. El analisis de SG se realizé mediante el método de estimacion de Kaplan-Meier.
El analisis univariante de la influencia de las diferentes variables en las curvas de
supervivencia se realiz6 mediante el test de Log-Rank (Mantel-Cox) o con el test de
Breslow si el factor estudiado acumulaba casos con poco tiempo de supervivencia
censurados en los diferentes grupos. Debido a que no todos los grupos de pacientes
alcanzaron la mediana de supervivencia (50 % de supervivencia), se ha utilizado la media
mas/menos el error tipico para comparar la supervivencia de los diferentes grupos de
estudio, a pesar de que no todos los pacientes tenian el mismo tiempo de evolucién y por

tanto hubo casos censurados.

Para conocer la asociacién de los factores estudiados se realizé un analisis multivariante
de regresion logistica de Cox (riesgos proporcionales) con los factores que en el analisis
univariante se mostraron asociados de forma significativa. De este analisis se obtuvo la

razoén de probabilidades (OR, del inglés Odds Ratio) con su intervalo de confianza del 95%.

Todos los resultados se consideraron significativos para un nivel a < 0,05.

El analisis de clusters (o grupos) es una técnica de analisis de datos que explora los grupos

que se producen de forma natural dentro de un conjunto de datos, conocidos como
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“Cluster”. El analisis de clusters no necesita agrupar los datos en ningun grupo predefinido,

lo que significa que es un método de aprendizaje no supervisado.

En nuestro estudio, el objetivo de este analisis fue hacer un agrupamiento de los datos
basado en los valores de los parametros de citometria, para ver posteriormente como se

distribuian las patologias dentro de dichos grupos.

En un analisis de clusters es necesario: 1) escalar y centrar los datos, ya que es
imprescindible que ninguna variable pese mas que otra, y 2) buscar el nimero 6ptimo de
grupos. Para ello, existen diferentes métodos, en nuestro caso se utilizaron los métodos

silhouette (silueta) y el de gap.

El valor de la silueta es una medida de cuan similar es un objeto a su propio grupo
(cohesion) en comparacion con otros grupos (separacion). El valor de la silueta va de -1 a
+1, donde un valor alto indica que el objeto esta bien emparejado con su propio grupo y

mal emparejado con los grupos vecinos.

El estadistico gap compara, para diferentes valores de k, la varianza total intra-cluster
observada frente al valor esperado acorde a una distribucién uniforme de referencia. La
estimacion del numero 6ptimo de clusters es el valor k con el que se consigue maximizar
el estadistico gap. Es decir, encuentra el valor de k con el que se consigue una estructura

de clusters lo mas alejada posible de una distribucién uniforme aleatoria.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas bioldgicas, clinicas y evolutivas de los grupos de estudio

En la (tabla 22) se muestran las caracteristicas demograficas de supervivencia global (SG)
de los pacientes incluidos en el estudio de acuerdo con su distribuciéon por grupos de

patologias (se indica igualmente el nimero de muestras LBA estudiadas en cada caso).

Tabla 22. Caracteristicas demograficas y de supervivencia de los pacientes (y muestras analizadas).

Pacientes Muestras Sexo Edad SG-20 Aios
(N) (N)® (% hombre) (MediazDS) (%)* seguimiento
Grupos control 343 350 53.2% 61.2¥13.5 85.9% 6.5%+3.3
Control poblacional’ 243 243 53.1% 67.9+12.3 87.0% 6,1+3,5
LBA control? 100 107 53.3% 53.5£16.65 84% 7,1+3,1
Patologias no-EPID 206 216 50.9% 54.1¥18.6 81.5 7.87+33
EPOC 73 79 77.2% 64.0£12.0 72.2% 6,6 +3,4
Asma 83 86 26.7% 46.8+t21.4 91.8% 8,4+3,6
TBC 28 29 62.1% 51.0£17.3 86.2% 8,8+3,3
Nédulos pulmonares 22 22 63.6% 51.2411.9 90.9% 92+272
Patologias EPID 671 726 58.7% 58.8t16.4 66.9% 6.4 3.2
Sarcoidosis 79 83 48,2% 55.6+14.8 88 % 72+34
N. Hipersensibilidad 42 48 50.0% 49.7£17.6  79.2% 8+3,2
NOC 40 44 47.7% 62.3t17.4 77.3% 6,2+2,6
NIL (NIL-HIV) 38 40 70.0% 53.24¢15.9 79.5% 7,3+3,5
NIU (fibrosis) 152 165 71,5% 65.84£12.3 44.2% 48+3,6
BR-EPID 22 25 40.0% 53.3122.8 80 % 7+35
NID 31 36 52.8% 54.4+20.8 80.6% 7,2+3,2
NINE 138 154 48.1% 59.3x15.5 74.7% 6,5+3,5
Neumoconiosis 27 27 96.3% 56.5+16.0 74.1% 6,3+2,6
H.de Langerhans 9 9 66.7% 36.7£15.8 77.8% 6,8+25
EPID-Eosinofilia 14 15 80.0% 48.4+22.7 86.7% 75127
EPID-Inclasificable 79 80 60.0% 61.3+t12.4 88.8% 6,2+ 3,1
Patologia pul. aguda 235 253 58.5% 61.8%16.4 54.5% 6.0 +3.8
Infeccion pulmonar 210 228 58.8% 62.2+t15.6 56.8% 6,1+4,1
NIA 25 25 56.0% 57.5+21.9 60.0% 57+4)5
Cancer 199 208 55.6% 25.5%¥14.5 36.5% 41*3.9
Cancer de pulmoén 53 55 60.0% 60.4+11.1  27.3% 36%35
Otros céanceres 146 153 51.9% 56.4+19.0 40.3% 53+4,3
Total 1411 1511 56.0% 59,4 +16.8 70% 6,3 3,7

" pacientes con gammapatias monoclonales de buen prondéstico (sin alteraciones citogenéticas, ni
células plasmaticas aberrantes circulantes en sangre periférica). Se incluyen para tener una
referencia de supervivencia poblacional. Datos disponibles en el Servicio de Inmunologia (Vasco-
Mogorrén). (H. Chen et al., 2023).

2muestras de pacientes sometidos a broncoscopia y LBA para filiacién etiologica, aunque durante
su seguimiento ulterior no se evidencio patologia EPID.

3 A 92 pacientes se les extrajeron 2 LBAs y a 12 pacientes 3 LBAs.

48G-20, supervivencia global a 20 afios.

Las muestras proceden de todos los hospitales de la region de Murcia (excepto el hospital
Morales Meseguer), la broncoscopia para obtencién del LBA precisé en todos los casos de
la intervencién de un especialista en Neumologia, aunque no se tratara de la especialidad

al cargo. No todos los pacientes presentaron seguimiento por parte de Neumologia. En 92
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de los 1411 pacientes se obtuvieron varias muestras, correspondiente a actos clinicos
diferentes, en otros casos, durante el mismo ingreso. El seguimiento de cada paciente,
segun hay constancia en las historias clinicas revisadas, se mantiene a cargo de la

especialidad responsable del ingreso al alta en la mayoria de los casos.

Por su trascendencia e impacto en las enfermedades pulmonares, se analizé la prevalencia
de las ETC en los pacientes de nuestro grupo de estudio, distribuida por patologias (tabla
23). Aunque la informacion no estuvo disponible en todos los casos, la prevalencia de las
ETC en los 724 casos en los que se pudo obtener la informacion fue del 5.8% (42 de 724
casos) y por tanto en el rango de los descrito en la poblacion geriatrica (212). Es posible
que los escasos de pacientes con ETC en la serie, se deba a que, en la practica clinica,

una vez se diagnostica la enfermedad, no se realizan técnicas invasoras.

Tabla 23. Prevalencia de las ETC entre las diferentes patologias pulmonares

Enfermedades del tejido conectivo (ETC)

No Si %
BAL-Control 24 0 0.0
EPOC 10 1 10.0
Asma 18 0 0.0
Nodulos pulmonares 6 0 0.0
Sarcoidosis 65 0 0.0
NH (N. Hipersensibilidad) 35 0 0.0
NOC 37 3 8.1
NIL (NIL-HIV) 10 0 0.0
NIU 128 7 5.5
BR-EPID 22 1 4.5
NID 27 1 3.7
NINE 93 24 25.8
Neumoconiosis 20 1 5.0
HPCL (H. Languerhans) 9 0 0.0
EPID-Eosinofilica 14 0 0.0
EPID-Inclasificable 72 0 0.0
Infecciosas 53 0 0.0
NIA 22 3 13.6
Cancer de pulmén 6 1 16.7
Otros canceres 11 0 0.0
Total 682 42 6.2

ETC: AR (n=12), LES (n=7), Esclerodermia (n=5), Vasculitis (n=4), S. Sjégren (n=4), Sd. Antisintetasa
(n=2), EMTC (n=1), Art. psoriasica (n=1), Dermatomiositis (n=1), Espondilitis (h=1) o Miopatia (n=1).

~
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1.1. Epidemiologia de las EPID en la Regién de Murcia.

El conocimiento de la epidemiologia de las EPID es fundamental en la comprensién de los
factores de riesgo y la patogenia, ademas permite establecer planes de prevencion y
tratamiento a partir de los datos demograficos a nivel regional. En nuestra serie se ha
obtenido un acercamiento a los datos epidemiolégicos de las EPID en la region de Murcia.
Estos datos no incluyen los casos de EPID estudiados mediante LBA en el Hospital Morales
Meseguer ya que hasta 2023 no han remitido estas muestras a nuestra unidad de
citometria. Los grupos mas prevalentes son las patologias fibrosantes NIU (23%) y NINE
(21%), Sarcoidosis (12.0%) y EPID-INCLASIFICABLES comparten una prevalencia del
12% para ambos grupos, el resto de los grupos se distribuyen segin se muestra en la

figura 21.

EPID mNIU

W Sarcoidosis
NH
NOC

mNIL

m BR-EPID

H NINE

mNID

W HPCL

M Eosinofilias

B Neumoconiosis

M EPID-Inclasificables

Figura 21. Epidemiologia de las EPID en la Region de Murcia.

1.2. Patrones y localizaciones radiolégicas.

En este apartado se recogen, por grupos de enfermedades pulmonares, tanto los patrones
radiolégicos como su distribucion/localizacién en el pulmén (tabla 24), los datos se han
obtenido de las historias clinicas de los pacientes. El diagnostico en general, y

especialmente en las NIl y la Sarcoidosis, fue sometido en algun momento puntual al
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criterio del comité multidisciplinar del hospital de referencia desde el cual se derivo la
muestra del LBA. Siguiendo las recomendaciones consenso ATS/ ERS, la Rx de térax es
la prueba de imagen inicial, pero el diagndstico se basa en el TACAR, p. €j., en la FPI

detecta alteraciones mas precoces.

En lo que respecta a los patrones radiolégicos, teniendo en cuenta la diversidad,
simultaneidad y la presencia de patrones comunes a las EPID (reticular, reticulonodulillar,
Nodulillar, noduloquistico, quistico) y patrones radiolégicos especiales de las EPID
(adenopatias perihiliares, infiltrados perihiliares, infiltrados periféricos, infiltrados
parcheados migratorios), fueron divididos en primarios y secundarios. Igualmente, su

localizacion se diferencio en primaria y secundaria.

La prevalencia de los patrones radiolégicos y su distribucion en los diferentes grupos de
enfermedades, a los que se hace mencién como patrones radiolégicos primarios se

describe a continuacion:

e Reticular: predomind en la NIU y la NINE.

¢ Panal: el panal fue predominante en la NIU. En los casos en los cuales se describe
patrén en vidrio deslustrado en el contexto de la NIU, se corresponde con episodios
de infeccidon sobre la base de una FPI establecida, se desconoce el nimero de
casos en los cuales pueda tratarse de FPI en fase inicial de alveolitis.

e Fibrosis: principalmente observado en NH (l6bulos superiores), NIU y NINE.

¢ Nodulillar: presente en la mayoria de las patologias tanto no-EPID (EPOC, asma
y noédulos pulmonares), EPID (sarcoidosis, NH, BR-EPID, NID, NINE,
neumoconiosis y EPID-inclasificables), patologia infecciosa aguda y cancer de
pulmon.

e Adenopatias: no destacaron dentro de la serie, mas bien un hallazgo infrecuente,
tampoco se mencionan como hallazgo radiolégico comun, unicamente algunos
casos aislados de sarcoidosis en estadios | y Il.

o Alveolo intersticial: al tratarse de un patrén inespecifico se encontré asociado a
todas las patologias: NO-EPID, LBA-control, Asma y las patologias EPID
sarcoidosis, NH, NOC, NIL, NIU, BR-EPID, NID, NINE, EPID-eosinofilica y EPID-
inclasificables. También en patologias infecciosas y cancer de pulmoén.

e Vidrio deslustrado: se observo distribucién homogénea e inespecifica a través de

casi todos los grupos, inferior al patron alveolo intersticial y frecuente dentro del
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grupo EPID para NH, NOC, NIL, NID, NINE y EPID-inclasificables. También en el
grupo de patologia infecciosa y neoplasia extrapulmonar.
¢ Mosaico: con menor frecuencia se observé en NH y NINE.

¢ Infiltrados parcheados: menos frecuente, se observdé en NOC y NINE.

En cuanto a los patrones radiolégicos secundarios, los mas frecuentes fueron:

Nodulillar: en NINE y EPID-inclasificables.
Quistico: en NIU e HPCL.
Vidrio deslustrado: en NIU y NINE.

Panal y bronquiectasias: en la NIU. No se observé un predominio de panal en la

NH en fase créonica como lo describe la casuistica.

Alveolo intersticial: predominante en la NINE y EPID inclasificables.

Enfisema: en la NID.

La localizacion/distribucion radiologica primaria mas frecuente se observd de la

siguiente manera:

¢ Difuso: en sarcoidosis, NH, NOC, NIL, NIU, NINE y EPID-inclasificables.

o Loébulos inferiores: prevalente dentro de la serie en NIU, NINE y EPID-
inclasificables, menos frecuente observado en sarcoidosis y NH.

o Loébulos superiores: mas prevalentes dentro de la serie en NINE, EPID-
inclasificables, sarcoidosis, no se establecid una correlacién entre los casos
asociados a ETC, en menor proporcion se observo en los casos de NH, NOC, BR-
EPID y NID.

e Multifocal: predominio en NIU (FPI), en menor proporcién en BR-EPID y NID.

o Bilateral: llama la atencién que se observo en el grupo LBA-control que ademas
presentaban patrén en vidrio deslustrado y alveolo intersticial. Observado
frecuentemente en patologia infecciosa aguda. En el grupo EPID, predominante en
NIU y NINE, menos en sarcoidosis, y en menor proporcion observado en NH, NOC,

BR-EPID, y neumoconiosis,

En cuanto a la distribucion de los hallazgos radiolégicos secundarios mas frecuentes

se observo el compromiso bilateral en la NIU.

Por patologias, los datos de nuestra serie muestran los siguientes patrones y localizaciones
radiolégicas predominantes:
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Patologias no-EPID:

e EPOC: patron nodulillar, sin distribucion definida comunmente asociado a
exacerbaciones o procesos infecciosos.

e Asma: patrones alveolo intersticial y nodulillar, con una distribucion predominante
en los lébulos superiores, generalmente vinculada a episodio de infeccion aguda.

¢ Noédulos pulmonares: los nédulos pulmonares estudiados como entidad aislada;
mostraron asociacion ocasionalmente al patron quistico, adenopatias bilaterales

ocasionales y distribuciéon predominante en los Iébulos superiores y bilateral.

Patologias EPID:

e Sarcoidosis: patron predominante nodulillar, la distribucion difusa, de preferencia
en los Iébulos inferiores y superiores, con afectacion bilateral.

¢ NH: aunque en menor proporcién al anterior, se obtuvo una distribucién equitativa
de los patrones nodulillar, alveolo intersticial con distribucion difusa en lébulos
inferiores y superiores y afectacién bilateral. Aunque en menor proporcién, se
observo fibrosis.

e NOC: patron alveolo intersticial bilateral, que se puede distribuir indistintamente
tanto en lébulos superiores como inferiores.

¢ NIL: predominio del patron alveolo intersticial localizado en las bases y bilateral.

e NIU: el patrén predominante es la fibrosis, distribuida en los |6bulos superiores e
inferiores y bilateral, seguido de los patrones panal y reticular. En menor proporcion
algunos casos que muestran exacerbaciones con patron radiolégico alveolo
intersticial.

¢ BR-EPID: escaso numero de exploraciones radioldgicas en la serie, se muestran
patrones nodulillar con distribucion bilateral en Iébulos superiores, también
multifocal, con algunas exacerbaciones asociadas a patrén alveolo intersticial.

¢ NID: escaso numero de exploraciones radioldgicas en la serie, predominante patréon
nodulillar.

¢ NINE: los patrones mas frecuentes son reticular y alveolo intersticial con distribucién
basal, a veces heterogénea. Llama la atencion, que de los casos de la serie
diagnosticados de NINE, 33 mostraron una distribucién posiblemente atipica para
este patron en los I6bulos superiores, lo que llevaria a suponer que se trata de otras
EPID.
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Neumoconiosis: patrén nodulillar, con localizacion en I6bulo superior y afectacién
bilateral.

HPCL.: patrén quistico, con localizacion en l6bulo superior.

EPID-eosinofilica: aunque no se recoge en la tabla, la evaluacion radiologica de
las eosinofilias pulmonares mostré dos clases de patrones; 1) infiltrados bilaterales
perihiliares y migratorios, asociados a neumonias eosindfilas agudas. 2) infiltrados
bilaterales y periféricos, casos menos frecuentes y asociados a neumonias
eosindfilas cronicas. No se han separado estos casos debido a la baja casuistica.

EPID-inclasificable: no se encontré un patron radiolégico definido en este grupo.
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Tabla 24. Patrones y localizaciones radioldgicas de las patologias pulmonares.

Localizacién radiolégica primaria

Patrén Radiolégico primario
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1.3. Pruebas de funcion pulmonar (PFP)

De forma simultanea con el episodio clinico que motivé el estudio del LBA, ya sea una

exacerbaciéon o simplemente con el propdsito de monitorizar, fueron recogidos los datos

relacionados con las PFP, teniendo en cuenta los parametros: la difusiéon pulmonar de
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mondxido de carbono (DLCO %), el volumen espiratorio forzado (FEV1 %) y la capacidad
vital forzada (FVC %).

Estos parametros se han obtenido de un numero limitado de pacientes, 182 de los 1411
pacientes incluidos (12.9% de casos), ya que: 1) no todos los pacientes sometidos a
broncoscopia y obtencion de LBA contaban con PFP o difusion; 2) para la mayoria de los
casos cuyas muestras procedian de hospitales externos al area del HCUVA, no habia
constancia en la historia clinica acerca de la realizacion de estas pruebas. En la (tabla 25)

se exponen los datos que fueron recolectados y relacionados con la poblacién a estudio.

Con los datos disponibles se aprecia una disminucién de los volumenes pulmonares DLCO
y la FVC reflejo de un defecto restrictivo mas avanzado, especialmente en la NH y la NIU

dentro de la serie. El resto de las EPID muestran variables grados de compromiso.

Tabla 25. PFP, volumen (DLCO), relacion de supervivencia.

Supervivencia a 20 aihos N DLCO FEV1 FVC
Sarcoidosis 22 78,8144 82,4+3,8 85,2+6,6
N. Hipersensibilidad 16 54,4 + 6,9** 71127 68 + 7,4**
NOC 11 76,6 + 4,6 79,3+5,8 78378
NIL (NIL-HIV) 4 60,8 + 12,3* 86,8+7,3

NIU 57 55,3+ 2,8** 73+29 70,6 £ 2,9**
BR-EPID 5 67,44, 89,8+7,9 97 +9,6
NID 10 739+6,4 83,3+ 5,1 91,8+86,2
NINE 52 64,7+29 82+ 3,1 86,2+ 3,5
Neumoconiosis 5 826 81,2175

* p<0,05; NIL; ** p>0,01; NH, NIU.

Con los datos recolectados, se pudo establecer un valor de corte del test de difusion de
monodxido de carbono (DLCO) en 55.5%, con alto valor predictivo sobre la supervivencia

de los pacientes, en la figura 22.
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De esta forma, los pacientes con DLCO < 55.5% presentaban una tasa de supervivencia
media a 20 afios del 53.4% frente al 83.2% del resto de los sujetos (p<0.001), acortando la

supervivencia media de 15.2 anos a 9.6 afios, desde la toma de la muestra del LBA, ver

figura 23.
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Figura 23. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia pulmonar
en funcién de la medicion del test de difusidon de mondxido de carbono (DLCO).
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1.4. Supervivencia de pacientes con patologia pulmonar

En primer lugar, se estimé la probabilidad de supervivencia de los pacientes de los
diferentes grupos de patologias y se comparo con la de la poblacion general, representada
en una serie de pacientes con gammapatias monoclonales de significacion incierta (MGUS)
sin marcadores de mal prondstico, que tienen una supervivencia estimada similar a la

poblacion general (vasco-Mogorrén et al., 2021).

Como se muestra en la figura 24, los pacientes sometidos a broncoscopia y LBA sin
patologia definida y el grupo no-EPID (EPOC, asma, TBC y nddulos pulmonares)
presentaban supervivencias similares a la poblacidon general. Dentro del grupo No-EPID,
los pacientes con EPOC destacaron por presentar supervivencias mucho mas reducidas
que las otras patologias el grupo (asma, nédulos pulmonares y TBC). No obstante, no se
muestran dichos resultados ya que la EPOC no pertenece al grupo EPID y tampoco es

objeto de estudio de esta tesis.

El grupo de pacientes sin patologia pulmonar, utilizado para la estimacion de los valores
de normalidad del contenido leucocitario del LBA, presenté curvas y tasas de

supervivencias semejantes a la poblacién general.

Muy importante fue comprobar que los pacientes EPID presentaban una supervivencia
global a 20 afios mas reducidas que la poblacion general (66.9% vs. 87.0%, p<0.00001), y
por tanto una esperanza de vida un 22.1% inferior a la de la poblacion general. La media
de supervivencia de los pacientes EPID fue de 12.4%0.5, frente a los 15.91£0.4 afios de la

poblacion general, ver figura 24.

La tasa de supervivencia se fue acortando progresivamente en pacientes que sufrieron
procesos agudos como infecciones y NIA (54.5%), neoplasias diferentes al carcinoma
pulmonar (37.0%) y carcinoma pulmonar (23.6%). De igual manera se acortaron los
periodos medios de supervivencia, que fueron de 10.7+0.6, 8.2+0.7 y 4.1+0.6 afos,

respectivamente.
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EPIDs 12,4 0,5
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Carcinoma pulmén 41 0,6
Otras Neoplasias 8,2 0,7
Total 12,6 0,3

Las patologias EPID por tanto tienen un claro impacto en la supervivencia de los pacientes
en comparacién con la poblacion general, por eso nos interesé hacer un estudio por grupos
de edad. En la figura 25 se muestra la supervivencia de los pacientes EPID en comparacion
con la de la poblacion general para los grupos de edad <55, 55-65, 65-75 y >75 afos. Se
puede comprobar como los pacientes EPID de 55 afos tienen curvas de supervivencia

comparables a la poblacion general de 65-75 afios (tasas de supervivencia global de 88.2%
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y 87.1%, respectivamente), o como los pacientes EPID de 55-65 afios tienen curvas de
supervivencia comparables a la poblacion general de >75 anos (tasas de supervivencia
global de 74.0% y 77.5%, respectivamente). Por tanto, padecer una enfermedad EPID

puede llevar a reducir la supervivencia entre 10 a 15 afios con relacion a la poblacion

general.
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Figura 25. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes EPID a los que se les realizé
estudio de LBA por diferentes causas. Se incluye la supervivencia de una poblacién control “general”
sin patologia pulmonar.

En relacion con el sexo, los hombres presentaron menor tasa de SG a 20 afios (61.5% vs.
72.8%, p<0.000) al compéralo con las mujeres, y también una supervivencia mas corta
(11.9 vs. 13.5 anos). Esta diferencia se mantuvo en todos los grupos de estudio, tanto
controles como en el resto de las patologias, incluidas ambos tipos de cancer. Sin embargo,
la diferencia entre mujeres y hombres se atenuaba mucho y se perdia la significacion

estadistica en los pacientes con patologias EPID, ver figura 26.
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Figura 26. Analisis Kaplan-Meier, log-rank de supervivencia global del total de pacientes y controles
incluidos en el estudio (arriba) y en pacientes con patologia EPID (abajo) en funcién del sexo.

Entre las EPID no se encontraron grandes diferencias de supervivencia salvo en los pacientes con
NIU, quienes mostraron tasas de supervivencia global inferiores al total de las EPID (38.2% vs
66.9%, p<0.0001), con periodos medios de supervivencia inferiores 7.5+0.8 vs. 12.4+0.5 afos, figura
27.
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Funciones de supervivencia

0,84

044

Supervivencia acum

0,2

Fusitn PATOLOGIAS Reoderdas
=1 Sarcoidosis
=M. Hipersensibilidacl
MNOC
L INIL (MIL-HIYY
NI
= TBR-EFID
THID
MIME
Meumoconiosis
~THistioc. Languerhans
EPID-Esosincfilia
EPID-Inclasificakl

Supervivencia a 20 afios Vivo Muerto % Vivo
Sarcoidosis 72 11 86,7
N. Hipersensibilidad 36 12 75,0
NOC 29 15 65,9
NIL (NIL-HIV) 31 9 77,5
NIU 63 102 38,2
BR-EPID 20 5 80,0
NID 27 9 75,0
NINE 108 46 70,1
Neumoconiosis 19 8 70,4
Histioc. Languerhans 7 2 77,8
EPID-Esosinofilia 12 3 80,0
EPID-Inclasificable 62 18 77,5
Total 486 240 66,9

—+— Sarcoidosis-censurado

Media de supervivencia Afios Error tipico

M. Hipersensibilic
censuracdo
MNOC-censurado

—— ML {MIL-HI')-censuradol

MIU-censurado

(—— BR-EPID-censurado

I NID-censurado

MIME-censurado
Meumoconiosis-censura
Histioc. Languerhans-
W censurado i
. EPID-Esosinofilia-
censurado
EFID-Inclasificable-
censuracdo

T T T T T T
96 120 144 188 182 M6

Meses_seguimiento

T
240

Sarcoidosis 17,6 0,7
N. Hipersensibilidad 12,9 1,2
NOC 9,9 0,8
NIL (NIL-HIV) 13,3 1,2
NIU 7,5 0,8
BR-EPID 12,8 1,2
NID 11,8 0,9
NINE 13,4 1,0
Neumoconiosis 9,2 0,8
Histioc. Languerhans 9,9 1,1
EPID-Esosinofilia 14,1 1,2
EPID-Inclasificable 12,7 0,7
Total 12,4 0,5

Figura 27. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con EPID.

1.5. Impacto de parametros clinicos y factores de riesgo en la supervivencia

En este apartado analizaremos el impacto en la supervivencia de pacientes con patologia

pulmonar que tienen diversos factores de riesgo o condiciones clinicas asociadas.

1.5.1. Patrén y localizacion radiolégicos

Para realizar este estudio se seleccionaron los patrones radiologicos mas prevalentes
dentro del grupo EPID. Los patrones reticulares (56.9%), panal (54.5%%) y fibrosis (39.7%)

presentaban tasas de supervivencia global a 20 afios muy inferiores, al compararlos con

los patrones nodulillar (81.5%), alveolo intersticial (73.4%) y el resto de los patrones

(76.6%). Como se ha descrito en el apartado anterior, los patrones asociados a menor

supervivencia se presentaban principalmente en la NIU y la NINE, y con menor frecuencia
en la NH, figura 28.
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Por el contrario, no se aprecié impacto sobre la supervivencia de los pacientes con EPID de la

localizacion de la afectacion pulmonar, ver figura 29.
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También se analizd la presencia de condensaciones o adenopatias en los pacientes EPID,
encontrando que ninguno de dichos parametros impacté de forma significativa en la

supervivencia global de los pacientes, ver figura 30.
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Figura 30. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes EPID en funcién de la presencia
de condensaciones o adenopatias en los estudios radioldgicos.

En la figura 31, claramente el parametro radioldgico que presenté mayor impacto en la

supervivencia global de los pacientes fue la presencia de fibrosis pulmonar (patrones de

fibrosis, panal y reticular), con una tasa de supervivencia media a 20 anos del 43.8% frente

al 78.4% del resto de pacientes, acortando la supervivencia media de 14.4 afnos a 8.6 anos,

desde la toma de la muestra del LBA.
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Figura 31. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes EPID en funcién de la presencia
de fibrosis (patrén de fibrosis o panal) en los estudios radiolégicos.
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1.5.2. Otros factores de riesgo

En este apartado se analiza en impacto de diversos factores como el ser fumador, los

antecedentes familiares de EPID, la presencia de ETC, el contacto con aves, la inhalacion

de polvos o sustancias organicas o inorganicas o la toxicidad pulmonar inducida por

farmacos. En ningun caso se encontrd que cualquiera de estos parametros de forma

aislada tuviera impacto significativo negativo sobre la supervivencia global de los pacientes.

Aunque los pacientes con EPID-ETC parecian tener mejor supervivencia global, este

resultado no alcanzo la significacion estadistica y sera necesario comprobarlo en series

mas amplias para confirmarlo, figura 32.
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Figura. 32 . Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes EPID en funcion diversos
factores de riesgo: fumador, antecedentes familiares de EPID, patologia autoinmune de base, contacto
frecuente con aves, inhalacion de sustancias organicas o inorganicas y neumonitis por farmacos.

Por su especial relevancia, su connotacion de epidemia e impacto para la salud publica,

conforme a las declaraciones de la OMS, también se evalud el efecto del tabaquismo en

los pacientes con cancer de pulmén. Se pudo comprobar que los pacientes con cancer de

pulmén que fumaban tuvieron supervivencias mas cortas que los que no fumaban. Sin

embargo, este dato no alcanzé la significacion estadistica y sera igualmente necesario

confirmarlo en series mas largas, ver figura 33.
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Figura 33. Andlisis Kaplan-Meier de
supervivencia global de pacientes con
carcinoma de pulmoén en funcién de su
estatus de fumador o no fumador.

1.6. Tratamientos en patologia EPID

Se recogi6 el tratamiento inmunosupresor establecido para las diferentes patologias EPID

(tabla 26), clasificandolo en:

Sin tratamiento inmunosupresor, en al 29.6% de los pacientes con patologias EPID,
en quienes no se considero la necesidad de tratamientos inmunosupresores.

Corticoide inhalado, se detectd el uso de este farmaco por su actividad
antinflamatoria en el 18.2% de los pacientes con patologia EPID. También se observo
la indicacion durante episodios de exacerbacién aguda concomitante a bronquitis, y en
asociacion con agonistas B2 inhalados de accion corta y larga. No se estimo la
mortalidad que por causa de los corticoides inhalados se pueda presentar y tampoco
se ha contado con suficiente evidencia para conocer los efectos perjudiciales o graves
a corto o largo plazo. Se utilizé con mayor frecuencia en la neumoconiosis (40.9%) y
menos frecuentemente en la NOC (7.5%), la NINE (8.5%) y la histiocitosis de

Langerhans (11.1%).

Corticoide sistémico, se detecto el uso de este farmaco en el 32.5% de los pacientes:

o En el 51.4% de la NH, uno de los conceptos clave en el tratamiento de la NH

aguda o subaguda son los corticoides.

o Enel52.5% de la NOC.
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o En el 71.4% de la EPID-Eosindfila.

o En el 33.3% de la sarcoidosis se utilizé en de casos, posiblemente porque en
nuestra serie se aprecia un predominio de los casos de sarcoidosis en fases

evolucionadas, en las que no esta demostrado su beneficio.

o En el 36.6% de la NIU.

o Su uso fue menos frecuente en la NIL (18.8%), la NID (20%), la HPCL (11.1%)
y la EPID-inclasificable (15.3%).

Otros inmunosupresores, en el 19.6% de los pacientes se observo la necesidad
de terapias inmunosupresoras diferentes al corticoide oral. Al evaluar cada
enfermedad, se encontr6 mayor tendencia en la NINE, patrén por lo general

asociado a las ETC. En los casos de no respuesta al glucocorticoide, se afiadid

azatioprina, a las mismas dosis que las utilizadas en la FPI.

Aunque el uso de este tipo de terapias fue mas frecuente en la NINE (37.3%) debido
a la mayor asociacion con patologias autoinmunes, también se observd, aunque
con menor frecuencia en la NH (11.4%), la NIL (12.5%), BR-EPID (8.3%),

neumoconiosis (4.5%), histiocitosis de Langerhans (11.1%), EPID-eosinofilica

(7.1%) y EPID-inclasificables (6.9%).

Tabla 26. Administracion de tratamientos en los grupos con patologias EPID

No Corticoide Corticoide Otros
inmunosupresion inhalado oral inmunosupresore:
Sarcoidosis 22 (33,3%) 10 (15,2%) 22 (33,3%) 12 (18,2%)
N. Hipersensibilidad 4 (11,4%) 9 (25,7%) 18 (51,4%) 4(11,4%)
NOC 7 (17,5%) 3 (7,5%) 21(52,5%) 9(22,5%)
NIL (NIL-HIV) 7 (43,8%) 4 (25%) 3(18,8%) 2(12,5%)
NIU 31 (23%) 28 (20,7%) 49 (36,3%) 27 (20%)
BR-EPID 9 (37,5%) 5 (20,8%) 8(33,3%) 2(8,3%)
NID 13 (43,3%) 5(16,7%) 6 (20%) 6 (20%)
NINE 29 (24,6%) 10 (8,5%) 35(29,7%) 44 (37,3%)
Neumoconiosis 7 (31,8%) 9 (40,9%) 5(22,7%) 1(4,5%)
Histioc. Languerhans 6 (66,7%) 1(11,1%) 1(11,1%) 1(11,1%)
EPID-Esosinofilia 0 (0%) 3(21,4%) 10(71,4%) 1(7,1%)
EPID-Inclasificable 37 (51,4%) 19 (26,4%) 11 (15,3%) 5(6,9%)

Total

172 (29,6%)

106 (18,2%)

189 (32,5%)

114 (19,6%)
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Igualmente se evalud la supervivencia de los pacientes en los diferentes regimenes de
tratamiento, ver figura 34. Los pacientes sin tratamiento inmunosupresor, ya sea porque la
enfermedad no precisa tratamiento o porque se trataba de estadios iniciales que requerian
Uunicamente observacion, mostraron tasas de supervivencia a 20 anos significativamente
superiores (81.4%) con respecto al resto de grupos de tratamientos, que no superaron el
70% en ningun caso. No se observaron diferencias en la supervivencia de los tres tipos de

tratamientos utilizados: corticoide inhalado o sistémico u otros tipos de inmunosupresores.
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Figura 34. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes EPID en funcién del tipo de
tratamiento inmunosupresor que recibieron
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2. Composicion leucocitaria del LBA por patologias

2.1. Pacientes sin patologia pulmonar

Para comprender mejor las alteraciones en la composicion leucocitaria asociadas a las
diferentes patologias pulmonares y en aprovechamiento de la informacién obtenida de toda
la serie de pacientes, se analizé en primer lugar el contenido celular de muestras de LBA
de pacientes sin patologia pulmonar, mayoritario compuesto por SAHS y menos frecuentes

hemorragias pulmonares, ver figura 35.

Como ha sido descrito en algunas publicaciones (213—-217), los macréfagos alveolares son
el componente mayoritario del LBA normal (89.7%0.74), seguidos de los linfocitos
(6.46%%0.59) y neutréfilos (2.12%%0.19), lo que normalmente ofrece un cociente
Neutrdfilo/Linfocito inferior a 1 (0.95+0.2, en nuestro caso). Las células dendriticas de
Langerhans CD1a+ (0.55%%0.05), los eosindfilos (0.38%0.13) y linfocitos B (0.04%+0.01)
suelen ser subpoblaciones minoritarias inferiores al 1%. Entre los linfocitos, la poblacion
mayoritaria suelen ser los linfocitos TCD4+ (2.84%+0.34) y CD8+ (2.53%+0.27) que ofreci6

un cociente CD4/CD8 por encima de 1 (1.4£0.12 en nuestra serie).

LBA control

(sin patologia pulmona r) Leucocitos recuperados (millones) [3,43+0,24
Linfocitos (%) 6,460,59
Macréfagos (%) 89,7+0,74
Macréfagos (%) Neutrdfilos (%) 2,12+0,19
e 1o Eosindfilos (%) 0,39+0,13
Neutrdfilos (%) Cels. Languerhans 0,55+0,05
= Eosinofilos (%) L!nfoc!tos B (%) 0,04+0,01
Linfocitos T CD4 (%) 2,84+0,34
C.Dendriticas (%) Linfocitos T CD8 (%) 2,5310,27

Cociente Linfos T CD4/CD8 1,4+0,12

= CD4+ (%) Cociente Neutrofilo/Linfocito 0,95+0,2

CD8+ (%)

Figura 35. Distribucion de las principales poblaciones leucocitarias en pacientes control sin patologia
pulmonar (en su mayoria SAHS) (n=106).
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2.2. Patologias no-EPID

En la figura 36 se muestra la composicién del contenido leucocitario del LBA en pacientes
con patologias no-EPID. A excepcién de la TBC que mostrd evidente incremento de las
subpoblaciones de linfocitos TCD4, TCD8 y de neutrdfilos, la EPOC, el asma y el grupo
nodulos pulmonares mostraron perfiles semejantes al grupo LBA control, con ligeros
incrementos de dichas poblaciones, pero con un claro predominio de los macréfagos

alveolares.

EPOC Asma
Macréfagos (%)
Neutrofilos (%)

= Eosinofilos (%)

C.Dendriticas (%)
Nddulos pulmonares TBC

\ A

= CD4+ (%)

CD8+ (%)

Figura 36. Composicion del contenido leucocitario del LBA en pacientes con patologias no-
EPID.

2.3. Composicion leucocitaria del LBA en patologias EPID

En la figura 37, se muestra la composicion del contenido leucocitario del LBA en pacientes

con patologias EPID, agrupados segun el predominio de algun tipo de célula inmunitaria.

2.3.1 Patologias EPID con predominio de eosindfilos o células dendriticas

En primer lugar, se muestran las patologias que se caracterizan por el predominio de un
tipo celular especifico y definitorio. Las EPID-eosindfilas se presentaron con un claro
predominio de los eosindfilos en el LBA, que en nuestra serie llegaron a representar el

31.5%z= 2.7 del total de leucocitos en comparacion a 0.38%+0.13 de los LBA-control
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(p<0.001) y a 1.56%=0.23 en el resto de las patologias (p<0.001). Por su parte, la HPCL

presentaba cifras elevadas de células dendriticas CD1a+ que en nuestro caso llegaron al

3.5%+0.09, cifras incrementadas al compararlas con el grupo LBA-control (0.55%%0.05,
p<0.001) y a las del resto de patologias (0.65%+0.07, p<0.001), ver figura 36.

2.3.2 Patologias EPID con predominio de linfocitos

A continuacion, destacamos un segundo grupo de patologias caracterizadas por un claro

predominio de los linfocitos en el LBA:

Sarcoidosis, cursa con cifras aumentadas de linfocitos T CD4+ (23.8%%1.9,

p<0.001) respecto a los BAL-control (2.84%+0.34) y resto de patologias
(8.08%20.4) y cifras relativamente mantenidas de linfocitos T CD8+ (4.67%=0.36),
lo que llevo a cocientes CD4/CD8 muy aumentados en esta patologia (5.72%+0.38,
p<0.001) comparados con los de los LBA-control (1.4+0.12) y del resto de
patologias (1.78%0.08).

NH, se caracteriza en lineas generales por un aumento de los linfocitos T CD4+
(22.46%%1.79) y CD8+ (20.2%+2.45), lo que llevd a cocientes CD4/CD8
relativamente mantenidos (2.5%+0.38).

NOC, se presenta también con aumentos de linfocitos T CD4+ (13.0%+1.5) y CD8+
(17.5%=2.06), lo que llevdo a cocientes CD4/CD8 relativamente mantenidos
(1.55%=0.59). No obstante, el incremento en el porcentaje de linfocitos totales fue
inferior en la NOC al observado en la NH (34.1%3.1 vs. 48.6%+3.1, p<0.01).

NIL, presentaba incrementos de linfocitos totales similares ala NOC (34.1%+3.1 vs.
36.9%+3.9), aunque con una tendencia a predominar los linfocitos T CD8
(20.9%%2.8) sobre los CD4 (11.6%%2.3), lo que llevd a cocientes CD4/CD8
promedio ligeramente inferiores (1.09%+0.22, p=0.083) al resto de patologias que

cursaban con linfocitosis en el LBA (2.06%+0.35).
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EPID con predominio de Eosinodfilos Con predominio de células de Langerhans
N. eosinofilica Histioc. Langerhans

B Macréfagos (%)
:" Neutroéfilos (%)
= Eosinofilos (%)
C.Dendriticas (%)
= CD4+ (%)

CD8+ (%)

EPID con predominio de linfocitos
Sarcoidosis N. hipersensibilidad NOC NIL

v

EPID con predominio de macréfagos

NID NINE Neumoconiosis EPID inclasificables

\\ < \\

EPID con predominio de Neutréfilos
Infeccidn NIA NIU BR-EPID

\ -\ \ W\

=

Figura 37. Composicidn leucocitaria del LBA de las patologias EPID.

2.3.3 Patologias EPID con predominio de macréfagos

En este grupo se incluyen patologias que cursan con un claro predominio de macréfagos
alveolares sobre el resto de los leucocitos en el LBA. Aunque las cifras de macrofagos

fueron sensiblemente inferiores a las de los LBA sin patologia (89.7%+0.74), en la NID
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(78.5%%2.59), NINE (75.03%+1.53), neumoconiosis (85.79%+2.07) y EPID-inclasificables
(75.97%=2.44) los leucocitos predominantes en el LBA continuaban siendo los macréfagos

alveolares.

2.3.4 Patologias EPID con predominio de neutrdfilos

Las patologias que cursaba con las cifras de neutrdéfilos mas incrementadas
fueron las infecciones (45.75%+1.8, p<0.001), comparadas a los LBA-
control (2.12%+0.19) y el resto de las patologias (10.3%%0. 2.3.4 Patologias

EPID con predominio de neutréfilos

44). Igualmente, se encontraron cifras elevadas de neutréfilos en pacientes con NIA
(24.8%+5.14), BR-EPID (19.5%%4.13) y NIU (16.27%%1.46). Excluyendo las infecciones,
tanto la NIA (p<0.001) como la BR-EPID (p<0.001) y la NIU (p<0.01) presentaron cifras
significativamente mas elevada de neutrdfilos que el resto de las patologias EPID y no-
EPID.

2.4. Composicion leucocitaria del LBA en patologias neoplasicas

El grupo de patologias neoplasicas fue separado en dos grupos, un grupo con cancer
primario de pulmén (n=53) y otro grupo de neoplasias no pulmonares (n=146), que por la
inmunosupresion y efectos de los tratamientos asociaron patologia pulmonar (119 de 146
casos, 76.0%) o hicieron metastasis a pulmoén (35 de 146 casos, 24%). En general los
pacientes con cancer mostraron un perfil de predominio de macréfagos, aunque los
pacientes con cancer extrapulmonar mostraron mayor grado de infiltracion que afecté a
que tenian mayores cifras de todas las células inmunitarias, principalmente linfocitos y

neutrofilos, ver figura 38.

Neoplasias

Carcinoma de pulmén Otras neoplasias Macréfagos (%)

Neutroéfilos (%)

\ = Eosinofilos (%)
\ N C.Dendriticas (%)

= CD4+ (%)

CD8+ (%)

Figura 38. Composicion leucocitaria del LBA en las neoplasias.
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3. Distribucion de poblaciones leucocitarias en el LBA segun patologias

3.1 Leucocitos totales recuperados en el LBA por patologias

Para estimar el numero de leucocitos totales recuperados, se multiplicé el volumen del LBA
remitido a citometria por el recuento leucocitario por microlitro estimado mediante contaje
absoluto con bolitas TrueCount. Hay que tener en cuenta que las muestras obtenidas de
LBA se suelen dividir en 3 alicuotas, que se distribuyen con destino a los laboratorios que
realizan su estudio: microbiologia, anatomia patolégica y citometria de flujo, por lo que no
podemos estimar la cifra total de leucocitos recuperados pues se desconoce el volumen
remitido en las otras 2 alicuotas. No obstante, si consideramos que fueran 3 muestras
alicuotas similares, las cifras de recuperacion descritas en esta tesis habria que

multiplicarlas x3.

La recuperacion media del total de los pacientes incluidos en el estudio fue de 3.24+0.07
millones. Por patologias, los pacientes con muestras LBA que contenian mayor
concentracion celular fueron los que padecian NH (4.59+0.63 millones, p<0.001), seguidas
por las de pacientes con histiocitosis de Langerhans (4.25+0.62 millones, p<0.05), NOC
(3.82+0.37 millones, p<0.05) y NIL (4.0+0.39 millones, p<0.05). Por el contrario, los que
presentaron menor recuperacion de leucocitos fueron las muestras de los pacientes con

neumonia eosinofilica (1.6+0.22 millones, p<0.05). ver figura 39.
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Leucocitos totales recuperados (Millones)

N  MediatEE
BAL-Control BAL-Control 106 343 0,24
EPOC EPOC 79 2,68+0,23
Asma Asma 86 289+025

] TBC TBC 29 310,34
Nédulos pulmonares Nédulos pulmonares 22 2,7+0,28
Sarcoidosis Sarcoidosis 83 3,58 10,26
N. Hipersensibilidad ook ok N. Hipersensibilidad 48 4,59 + 0,63
NOC * NOC 44 382+037

NIL (NIL-HIV) * NIL (NIL-HIV) 40 40,39
NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 3,36 +0,16
B BREPID 25 362101
NINE NID 36 3,15%0,31
Neumoconiosis NINE 154 3,53+0,19
Histioc. Languerhans * Neumoconiosis 26 2,68 +£0,21
EPID-Esosinofilia *ok ok Histioc. Languerhans 9 4,25 +0,62
EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 1,6+0,22
. EPID-Inclasificable 80 3,32 +0,21

Infecciosas .

NIA Infecciosas 228 2,94 +0,28
. NIA 25 3,74+0,76
Céncer de pulmén Cancer de pulmén 55 2,75+0,22

Otrds canceres Otrés canceres 154 2,86 +0,35

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Figura 39. Recuperacion de leucocitos del total de la muestra del LBA remitida a citometria. El
recuento se estimd multiplicando las cifras de leucocitos/pl estimados mediante recuento absoluto con
TrueCount, por el volumen total del LBA. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas estimadas en el analisis ANOVA: * p<0.05 en la HL; histiocitosis de langerhans; NOC;
neumonitis obliterante criptogénica, NIL; neumonia intersticial linfocitaria, y ***p<0.001, en la N.
Hipersensibilidad que presentd el mayor porcentaje de recuperacion leucocitaria, al contrario de las
EPID-eosinofilicas con el menor porcentaje.

3.2. Linfocitos totales en el LBA por patologias

Comparado las cifras de los LBA de pacientes sin patologia pulmonar (6.45%+0.58), los
pacientes con patologia pulmonar presentaron cifras elevadas de linfocitos (19.1%+0.49).
Sin embargo, la patologia no-EPID TBC (25.6%4.04, p<0.001) y las patologias EPID
sarcoidosis (31.28%%2.27, p<0.001), NH (48.6%%3.11, p<0.001), NOC (34.1%%3.14,
p<0.001) y NIL (36.95%+3.99, p<0.001), presentaban cifras elevadas de linfocitos. El resto
de las patologias presentaron cifras variables de linfocitos que no mostraron diferencias

significativas como se observa en la figura 40.
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BAL-Control

EPOC

Asma

TBC

Nédulos pulmonares

Sarcoidosis

N. Hipersensibilidad
NOC

NIL (NIL-HIV)

NIU (fibrosis)
BR-EPID

NID

NINE
Neumoconiosis
Histioc. Languerhans
EPID-Esosinofilia
EPID-Inclasificable

Infecciosas
NIA

Céncerde pulmén
Otrds canceres

0,00

Linfocitos (%)

N  Media+EE
BAL-Control 106 6,46 £ 0,59

EPOC 79 11,71+1,56
Asma 86 12,36+1,31
ek TBC 29 2562:+4,05
Nédulos pulmonares 22 14,72 +3,29

KoKk Sarcoidosis 83 31,29+227
Fk K N. Hipersensibilidad 48 48,63 +3,12

%K% NOC 44 34154314
bt NIL (NIL-HIV) 40 36,96 + 3,99
NIU (fibrosis) 165 11,26 £1,23
BR-EPID 25 12,37 +241

NID 36 1257+1,76

NINE 154 14,56 +1,33
Neumoconiosis 26 8,25+ 1,69
distioc. Languerhans 9 592174
EPID-Esosinofilia 15 13,7 +4,09
EPID-Inclasificable 80 15,64 +2,17

Infecciosas 228 13,36 £ 1,13
NIA 25 134+282

Cancer de pulméon 55 14,51+2,04
Otrés canceres 154 20,48 +1,69

10,00 20,00

30,00 40,00 50,00 60,00

Figura 40. Porcentaje de linfocitos totales en las muestras de LBA de pacientes con patologia
pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis
ANOVA: ***p<0.001 dentro del grupo EPID; N. hipersensibilidad, NIL, NOC, y sarcoidosis; por otra parte,
con diferencias estadisticamente significativas fuera del grupo EPID, destacé la TBC

Como se muestra en la figura 41 la curva ROC permitié identificar un punto de corte de

linfocitos totales en el 21.56% del total de células del LBA que permitia diferenciar

neumonias de predominio linfocitarias (sarcoidosis, NH, NOC y NIL) del resto de EPID con

una sensibilidad del 73.0% y una especificidad del 81.76%. Para alcanzar una especificidad

del 95% que nos permita clasificar con seguridad estas patologias, las cifras de linfocitos

deberian ser superiores al 48.2% (tabla 34).

Curva COR

Susceptibilidad

0,24

o0 T
oo 02

| T
0,6 0,8

1 - Especificidad

10

Figura 41. Analisis de curva ROC para discriminar
neumonias de predominio linfocitarias del resto de EPID, en
funcion de las cifras de linfocitos, muestra un AUC = 0.827,
con una sensibilidad del 73.0% y una especificidad del
81.76%, para un punto de corte de 21.56% de linfocitos.
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3.3. Macréfagos en el LBA por patologias

Tal y como describimos en los LBA de pacientes sin patologia pulmonar, la célula
predominante en el pulmoén sano son los macrofagos alveolares (89.7%+0.74), por lo que
cualquier infiltracion por otros tipos de leucocitos se manifestara con disminuciones mas o
menos marcadas en las cifras de dichas células. En la figura 42 se resumen las patologias
que indujeron descensos estadisticamente significativos en las cifras de macrofagos
alveolares, la patologia no-EPID TBC (58.7%%5.1), las patologias EPID sarcoidosis
(61.1%%2.3), NH (40.8%+2.96), NOC (51.6%%3.04), NIL (54.6%4.19), EPID-eosinofilica
(43.3%16.6), Y a su vez las patologias infecciosas (37.8%1.49), NIA (58.0%+5.3) y los

canceres extrapulmonares (60.8%z 2.16).

Macrofagos alveolares (%)
N MediatEE
BAL-Control BAL-Control 106 89,71 +0,74
EPOC EPOC 79 7044 +282
Asma Asma 86 76,05+1,76
TBC * TBC 29 5876+515
Noédulos pulmonares Nodulos pulmonares 22 75,04 +3,94
Sarcoidosi; - Sarcoidosis 83 61,09 +2,37
N. Hipersensibilidad xk N. Hipersensibilidad 48 40,82 +2,96
NOC ok NOC 44 51,64 +3,04
NIL (NIL-HIV) *okok NIL (NIL-HIV) 40 54,61+4.19
NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 68,96 £ 1,76
BR-EPID BR-EPID 25 63,62+4,77
NID NID 36 7849258
NINE NINE 154 7503 1,53
_Neumoconiosis Neumoconiosis 26 8579 +2,07
Histioc. Languerhans distioc. Languerhans 9 82,62 + 4,81
Elfl':)'?{?s,':i‘“g:a s EPID-Esosinofilia 15 43,33 £ 656
Sinchasiiicable EPID-Inclasificable 80 7597 +2,44
Infecciosas * %k Infecciosas 228 37,8+149
NIA * NIA 25 58,01+539
. - Cancer de pulmén 55 68,76 3,24
Cancer de pulmoén el X ’
Otrés cinceres T Otrés canceres 154 60,8 +£2,16
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Figura 42. Porcentaje de macréfagos alveolares en las muestras de LBA de pacientes con
patologia pulmonar. Patologias que indujeron descensos estadisticamente significativos en las cifras
de macrofagos alveolares,los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en
el analisis ANOVA: * p<0.05; TBC y NIA. ** p<0.01; Sarcoidosis; *** p<0.001; NH,NOC, NIL,EPID-
Eosinofilia, infecciosas, otros canceres.
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3.4. Neutroéfilos en el LBA por patologias

El neutrdfilo es un tipo de leucocito poco prominente en el pulmén y por ende en el LBA de
pacientes sin patologia pulmonar (2.12%+0.19). Sin embargo, en patologias como la NIU
(16.27%%1.47, p<0.001), la BR-EPID (19.53%%4.13, p<0.001) y la NIA (24.82%5.14,
p<0.001), y especialmente en los procesos infecciosos que afectan el pulmon
(45.75%%1.82, p<0.001) se observé predominio significativo de esta poblacion de celular,

respecto al resto de patologias pulmonares. Ver figura 43.

Neutrofilos (%)
N  MediaEE
BAL-Control BAL-Control 106 2,12+0,19
EPOC EPOC 79 15,37 +2,64
Asma Asma 86 8,77+127
) TBC TBC 29 1375%3,75
Nédulos pulmonares Nodulos pulmonares 22 8,01£248
Sarcoidosis Sarcoidosis 83 4,62x07
N. Hipersensibilidad N. Hipersensibilidad 48 7,65+1,25
NOC NOC 44 1051+1,76
NIL (NIL-HIV) NIL (NIL-HIV) 40  6,11£1,77
NIU (fibrosis) kK NIU (fibrosis) 165 16,27 +1,46
BR-EPID L BREPID 25 1953+413
NID ND 36 684156
Neumocon’;‘(’)’;‘i‘: NINE 154 7,49+0,69
Histioc. Languerhans . .Neumocon|05|s 26 3,96 £0,86
EPID-Esosinofilia Histioc. Languerhans 9 8,86+ 3,33
EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 8,52 +2,37
: EPID-Inclasificable 80 4,73+0,6
Infecciosas Hokok :
Infecciosas 228 4575+182
Rcx e NIA 25 2482514
Cancerde pulmén Cancer de pulmén 55 13,68 +2,84
Otrds canceres Otrés canceres 154 154 +1,82
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Figura 43. Porcentaje de neutréfilos en las muestras de LBA de pacientes con patologia
pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis
ANOVA: ***p<0.001 Sobre todos los grupos destacaron cuatro; predominantemente la patologia

infecciosa del pulmén,seguidamente; BR-EPID, NIU, y NIA.

Como se muestra en la figura 44, la curva ROC identificé un punto de corte de neutrofilos
en 12.05% del total de células del LBA que permitia diferenciar neumonias de origen
infeccioso del resto de patologias pulmonares (EPID y no-EPID) con una sensibilidad del
89.5% y una especificidad del 73.1%. Para alcanzar una especificidad del 95% que nos
permita clasificar con seguridad estas patologias, las cifras de neutréfilos deberian ser

superiores al 45.0% (ver tabla 34).
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Figura 44. Analisis de curva ROC para
discriminar neumonias de origen infeccioso del
resto de patologias pulmonares (EPID y no-
EPIDs), en funcion de las cifras de neutrdfilos,
muestra un AUC = 0.871, con una sensibilidad
del 89.5% y una especificidad del 73.1%, para
un punto de corte de 12.05% de neutroéfilos.

3.5. Cociente Neutroéfilo/Linfocito

El parametro que mejor permitia discriminar las patologias agudas como la NIA y sobre

todo las infecciosas, del resto de patologias pulmonares era el cociente Neutrdfilo/Linfocito

, en la figura 45. En condiciones normales dicho cociente es inferior a 1 (0.95+0.2) ya que

los linfocitos suelen predominar sobre los neutréfilos, mientras que en la NIA las cifras
alcanzaron el 25.39+16.58 (p<0.05) y en las infecciones el 34.77+7.66 (p<0.001).

Cociente Neutrofilo/Linfocito

ANOVA: *, p<0.05 en la NIA, ***p<0.001 en las enfermedades Infecciosas pulmonares.

N MediazEE

BAL-Control BAL-Control 106 0,95+0,2

EPOC EPOC 79 13,13£557

Asma Asma 86 2,11+041

) TBC TBC 29 124+053

Nodulos pulmonares Nédulos pulmonares 22 1,67 +0,61

Sarcoidosis Sarcoidosis 83 0,36 +0,09

N. Hipersensibilidad N. Hipersensibilidad 48 0,24 £0,05

NOC NOC 44 145+0,74

NIL (NIL-HIV) NIL (NIL-HIV) 40 0,36 0,14

NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 8,92+ 1,99

BR-EPID BREPID 25 663251

NID NID 36 198+074

NINE NINE 154 175+025
Neumoconiosis L

Histioc. Languerhans o Neumoconiosis 26 0,91+0,21

EPID-Esosinofilia Histioc. Languerhans 9 1,96 £ 0,82

EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 2,25+0,76

. EPID-Inclasificable 80 1,34 0,29

Infecciosas *okk Infecciosas 228 34,77 +7,66

NIA * NIA 25 25,39 16,58

Céancer de pulmén Cancer de pulmén 55 3,32+1,57

Otrds canceres — Otrés canceres 154 8,39+237

10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Figura 45. Cociente Neutrofilo/Linfocito en las muestras de LBA de pacientes con patologia
pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis
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Como se muestra en la figura 46 la curva ROC identifico un punto de corte de cociente
Neutrdfilos/Linfocito en 1.635 que permitia diferenciar neumonias de origen infeccioso del
resto de patologias pulmonares (EPID y no-EPID) con una sensibilidad del 77.6% y una
especificidad del 74.6%. Para alcanzar una especificidad del 95% que nos permita clasificar
con seguridad estas patologias, las cifras del cociente-N/L deberian ser superiores al
15.2% (ver tabla 34).

Curva COR
10 Figura 46. Analisis de curva ROC para
discriminar Neumonias de origen
infeccioso del resto de patologias
05— pulmonares (EPID y no-EPIDs), en

E funcion de las cifras del cociente
o neutrdéfilos/linfocito, muestra un AUC =
= 05 0.801, con una sensibilidad del 77.6% y
g una especificidad del 74.6%, para un
=8 punto de corte de 1.635% de neutrofilos.
& 04-
wn
=
w
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3.6. Eosindfilos en el LBA por patologias

El eosindfilo es un tipo de granulocito poco frecuente en el LBA, con cifras en los LBA de
pacientes sin patologia pulmonar de 0.38%0.13, se muestra en la figura 47 los valores
que se mantiene estables en la mayoria de las patologias pulmonares, excepto en las
patologias EPID asociadas a eosinofilia pulmonar, en las que las cifras de eosinofilos
alcanzaron valores de 31.57%5.86 (p<0.001)
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BAL-Control

EPOC

Asma

TBC

Noédulos pulmonares

Sarcoidosis

N. Hipersensibilidad
NOC

NIL (NIL-HIV)

NIU (fibrosis)
BR-EPID

NID

NINE
Neumoconiosis
Histioc. Languerhans
EPID-Esosinofilia
EPID-Inclasificable

Infecciosas
NIA

Cancerde pulmoén
Otrds canceres

Eosinofilos (%)

N  MediatEE
BAL-Control 106 0,38 0,13

EPOC 79 0,86 +0,31

Asma 86 0,83%0,25

TBC 29 049+0,28

Nédulos pulmonares 22 0,42 +0,17

Sarcoidosis 83 0,57 +0,15
N. Hipersensibilidad 48 1+£0,26
NOC 44 0921021
NIL (NIL-HIV) 40 0,37 20,11
NIU (fibrosis) 165 1,19 +0,17
BR-EPID 25 1,33+0,52
NID 36 0,970,737
NINE 154 0,86 0,17
Neumoconiosis 26 0,58 £ 0,43
Histioc. Languerhans 9 0,19+ 0,09
XX EPID-Esosinofilia 15 31,57 £ 5,86
EPID-Inclasificable 80 0,4+0,08

Infecciosas 228 0,97 £0,14

NIA 25 1,140,449

Céancer de pulmén 55 1,07+0,6
Otrés canceres 154 0,84 +0,3

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

Figura 47. Porcentaje de eosinéfilos en las muestras de LBA de pacientes con patologia pulmonar.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis ANOVA:
***n<0.001 para las patologias EPID asociadas a eosinofilia pulmonar.

Como se muestra en la figura 48 la curva ROC identifico un punto de corte de eosinofilos
en el 3.43% del total de células del LBA que permitia diferenciar neumonias eosinofilicas
del resto de EPID con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 94.1%. Para
alcanzar una especificidad del 95% que nos permita clasificar con seguridad esta patologia,

las cifras de eosindfilos deberian ser superiores al 4.5% (ver tabla 34).

Curva COR
1,077
J Figura 48. Andlisis de curva ROC para
discriminar Neumonias eosinofilicas del resto
0,84 de EPID, en funcién de las cifras de eosindfilos
'g muestra un AUC = 0.99, con una sensibilidad
o del 100% y una especificidad del 94.1%, para
% 0,64 un punto de corte de 3.44% de Eosindfilos.
=
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3.7. Células dendriticas en el LBA por patologias

Las células dendriticas de Langerhans CD1a+ estuvieron significativamente elevadas en
los pacientes con HPCL (3.5%%1.31, p<0.001) comparado con el resto de las patologias
(0.8%0.09) y los LBA de pacientes sin patologia pulmonar (0.55%+0.05). En pacientes
con NIU también se observaron valores ligeramente superiores a lo normal (1.0%z0.1,

p<0.05). Se muestra en la figura 49.

Células de Languerhans (%)

N  MediatEE

BAL-Control BAL-Control 106 0,55+0,05

EPOC EPOC 79 065+0,1

Asma Asma 86 0,59+0,06

TBC TBC 29 0,64+0,11

Nédulos pulmonares Nédulos pulmonares 22 0,98 £0,17
sarcoidosis Sarcoidosis 83 0,54 +0,04

N. Hipersensibilidad N. Hipersensibilidad 48 0,65 +0,16
NOC NOC 44 048+0,09

NIL (NIL-HIV) NIL (NIL-HIV) 40 044 0,11

NIU (fibrosis) * NIU (fibrosis) 165 1,01+0,1

BR-EPID BR-EPID 25 0,83+0,15

NID NID 36 0,640,13

Neumot:onr?:)'s\.li'sS NINE 154 0,69 0,05
Histioc. Languerhans ok » Neumoconiosis 26 0,92 +0,19
EPID-Esosinofilia Histioc. Languerhans 9 3,5+131
EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 0,64 £0,16

. EPID-Inclasificable 80 0,8+0,13

'"f“dﬁ': Infecciosas 228 0,71 +0,12

NIA 25 0540,

Céncerde pulmén Cancer de pulmén 55 0,85+0,12
Otrés canceres Otrds canceres 154 0,55 10,06

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Figura 49. Porcentaje de células de Languerhans en las muestras de LBA de pacientes con
patologia pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en
el analisis ANOVA: * p<0.05 NIU, muestra leve aumento de la poblacion de céoular de langerhans,
***p<0.001; notable aumento de la poblacion CD1a en el grupo Histiocitosis de Langerhans.

Debido al escaso numero de pacientes que presentaron esta patologia (n=9) el analisis de
curva ROC no ofrecid resultados. Por ello, se estimé manualmente la sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN de las cifras de células dendriticas de Langerhans para identificar
pacientes con HPCL. Seis de los 9 casos clasificados como EPID por histiocitosis de
Langerhans presentaron cifras superiores al 1.14% (sensibilidad del 67%), aunque también
las presentaron 144 de los 726 casos sin esta patologia (especificidad del 80%), y por tanto
el valor predictivo positivo y negativo fueron de 0.04 y 0.995 respectivamente, en la figura
50.
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EPID-Hist. Languerhans EPID-Hist. Languerhans

Si No Si No
%CD1a > 1,14% 6 144 0,04 (VPP %CD1a > 4,5% 3 3 0,50 (VP
%CD1a < 1,14% 3 582 0,995 (VPN %CD1a < 4,5% 6 723 0,992 (VP
0,67 0,80 0,33 0,996
Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad

Figura 50. VPP y VPN de las cifras de células dendriticas de Langerhans para identificar pacientes con
histiocitosis pulmonar de células de Langerhans.

Al incrementar la cifra de células CD1a+ hasta el 4.5% del total de células, la sensibilidad
baja al 33%, pero la especificidad se incrementa hasta el 99.6%, y se consiguen VPP y
VPN del 0.5 y 0.992, respectivamente.

3.8. Linfocitos B en el LBA por patologias

La presencia de linfocitos B CD19+ en el LBA es residual (0.04%+0.01), y en lineas
generales se aproxima al limite de cuantificacion de estos analisis, ya que el nimero de
células adquirido raramente alcanza el medio milléon. Sin embargo, se detectaron valores
significativamente mas elevados (aunque con gran variabilidad) de estos linfocitos en
pacientes con nodulos pulmonares (0.65%+0.5, p<0.01), con NH (0.61%+0.34, p<0.001) y

canceres extrapulmonares (0.43%0.22, p<0.001) ver figura 51.

Por lo tanto, la cuantificaciéon de linfocitos B no parece aportar informacién muy util para la
clasificacién de las patologias pulmonares. Sin embargo, es un marcador que se mantiene
en los paneles para descartar la apariciéon de sindromes linfoproliferativos crénicos B,

relativamente frecuentes en pacientes de cierta edad.

138



Linfocitos B (%)

N  MediazEE
BAL-Control BAL-Control 106 0,04 +0,01
EPOC EPOC 79 0,07 0,01
Asma Asma 86 0,07 0,01
) TBC TBC 29 02+006
Nédulos pulmonares * Nédulos pulmonares 22 0,65+0,5
Sarcoidosi; Sarcoidosis 83 0,12 +0,03
N. Hipersensibilidad *ok K N. Hipersensibilidad 48 061+0,34
NOC NOC 44 0,23+0,08
NIL (N_IL-HIY) NIL (NIL-HIV) 40 0,14 0,05
NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 0,06 0,01
BR—E:I:g BR-EPID 25 0,16+0,05

+
NINE NID 36 0,07+0,02

Neumoconiosis .NIN.E 154 0,13£0,04
Histioc. Languerhans Neumoconiosis 26 0,03 +0,01
EPID-Esosinofilia Histioc. Languerhans 9 0,02 +0,01
EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 0,11 £0,05
EPID-Inclasificable 80  0,03+0

'"fe“iﬁ: Infecciosas 228 0,13 £0,02

NIA 25 0,11+0,04

Céncerde pulmén Cancer de pulmén 55 0,15 +0,06
Otrds canceres * ¥ ok Otrés canceres 154 0,43 +0,22

000 020 040 060 080 100 1,20 140

Figura 51. Porcentaje de linfocitos B CD19+ en las muestras de LBA de pacientes con patologia
pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis
ANOVA: *, p<0.05 en el grupo Nodulos pulmonares, y ***p<0.001, en los grupos N. hipersensibilidad y en
menor proporcidn en Otros canceres.

3.9. Linfocitos T CD4+, T CD8 y cociente CD4/CD8 por patologias

En la parte superior de la figura 52 se ilustra cédmo los linfocitos T son una poblaciéon
predominante en el pulmén y el LBA sano, tanto TCD4+ (2.84%+0.34) como CD8+
(2.53%20.27). En nuestra serie EPID, se observo que las cifras de linfocitos T CD4+ se
incrementan en la TBC (14.47%+2.87, p<0.001), la NOC (13.0%+1.54, p<0.001) y la NIL
(11.61%=x2.34, p<0.001), pero especialmente en la sarcoidosis (23.82%+1.9, p<0.001) y la
NH (22.46%+1.79, p<0.001). En la parte inferior de la figura 52 se observa que los linfocitos
TCD8+ aumentaban en la TBC (8.33%+1.31, p<0.01), la NH (20.06%%2.48, p<0.001), la
NOC (17.53%+2.07, p<0.001) y la NIL (20.88%+2.81, p<0.001), pero no en la sarcoidosis
(4.6%+0.37).
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Linfocitos T CD4+ (%) N MediatEE
BAL-Control 106 2,84 +0,34
BAL-Control EPOC 79 4,75:+0,69
EPOC Asma 86 569+09
Asma TBC 29 1447+287
. TBC 1 Kok Noédulos pulmonares 22 6,142
S p"'m°“a'&f Sarcoidosis 83 23,8219
Sarcoidosis | KKk N. Hipersensibilidad 48 2246 +1,79
N. Hipersensibilidad ok NOC 44 13154
NOC oxk NIL (NIL-HIV) 40 11,61+234
NIL (NIL-HIV) * Ak NIU (fibrosis) 165 5,95 0,81
MU (fibrosis) BR-EPID 576 +1,58
BR-EPID - 25 576L1,
NID ND 36 541+092
NINE NINE 154 6,52%0,76
Neumoconiosis Neumoconiosis 26 3,43 +0,89
Histioc. Langugrhgr}s Histioc. Languerhans 9 223 +0,79
EPID-Esosinofilia EPID-Esosinofilia 15 6,34 £2,7
EPID-Inclasificable EPID-Inclasificable 80 6,52 0,99
Infecciosas Infecciosas 228 6,55+0,71
NIA NIA 25 6,18+165
Céncerde pulmén Cancer de pulmén 55 5,66 £0,98
Otrés canceres Otrés canceres 154 8,04 £0,83
000 50 10,00 1500 20,00 2500 30,00
Linfocitos T CD8+ (%)
; N  MediatEE
BAL-Contro BAL-Control 106 2,53 £0,27
EPOC EPOC 79 5,06+0,86
Asma Asma 86 4,86%0,59
. L TBC 29 833£131
Nédulos pulmonares Nédulos pulmonares 22 523 +1,13
Sarcoidosi; Sarcoidosis 83 4,67 0,37
N. Hipersensibilidad ook N. Hipersensibilidad 48 20,06 +2,48
NOC NOC 44 17,53+2,07
NIL (NIL-HIV) ok NIL (NIL-HIV) 40 20,88 + 2,81
NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 3,82 +0,46
BR'EI’;:g BREPID 25 4,2+092
NINE NID 36 518+1
Neumoconiosis _NIN,E 154 567 £0,63
Histioc. Languerhans Neumoconiosis 26 340,75
EPID-Esosinofilia Histioc. Languerhans 9 1,95+0,71
EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 521+1,38
. EPID-Inclasificable 80 7,21 +1,51
fecciss Infecciosas 228 4,77 0,54
) NIA 25 544159
Céncer'de pulmén Cancer de pulmén 55 6,4 +1,09
Otros canceres Otrés canceres 154 9,19+1,03
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Figura 52. A. Arriba. Porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ en las muestras de LBA de pacientes
con patologia pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el
analisis ANOVA: ***p<0.001 se incrementan en Sarcoidosis, NH, NOC, NIL, y la TBC. Abajo. Porcentaje de
linfocitos T CD4+ y CD8+ en las muestras de LBA de pacientes con patologia pulmonar. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis ANOVA: *, p<0.05 en el Cancer
de pulmodn, **p<0.01 en la TBC y ***p<0.001 en la NH, NOC , NIL, otros canceres.

Estos resultados arrojaron cocientes CD4/CD8 que permitieron diferenciar la sarcoidosis
del resto de patologias (5.73+£0.39 vs. 1.72+0.07, p<0.001) ver figura 53.
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Cociente CD4/CD8

N Media*EE

BAL-Control BAL-Control 106 1,4 +£0,12

EPOC EPOC 79 127015

Asma Asma 86 1,53%0,18

TBC TBC 29 2,16+0,32

Nédulos pulmonares Nodulos pulmonares 22 1,44 £0,27
Sarcoidosis . Sarcoidosis 83 5,73 +0,39

N. Hipersensibilidad % N. Hipersensibilidad 48 2,53 +0,38
NOC NOC 44 155+0,6

NIL (NIL-HIV) NIL (NIL-HIV) 40 1,09 +0,23

NIU (fibrosis) NIU (fibrosis) 165 1,9%0,13
BR-EPID BR-EPID 25 1,8 0,36

NID NID 36 1,65%0,33

NINE NINE 154 1,78+0,18

Neumoconiosis
Histioc. Languerhans
EPID-Esosinofilia

Neumoconiosis 26 1,11+0,21
Histioc. Languerhans 9 1,31+0,3

EPID-Inclasificable EPID-Esosinofilia 15 1,78 +0,41
. EPID-Inclasificable 80 1,77£0,2

Infecciosas Infecciosas 228 1,95%0,16

NIA NIA 25 169%0,35

Cancerde pulmér; Cancer de pulmén 55 1,24 +0,14
Otrés canceres Otrés canceres 154 1,6 +0,23

0,00 100 200 3,00 400 500 6,00 7,00

Figura 53. Cociente de linfocitos T CD4/CD8 en las muestras de LBA de pacientes con patologia
pulmonar. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas estimadas en el analisis
ANOVA: **p<0.01 en la NH y ***p<0.001 con diferencia significativa en la Sarcoidosis con relacion al resto
de los grupos.

Entre las patologias EPID que cursan con cifras elevadas de linfocitos en el LBA
(sarcoidosis, NH, NOC y NIL), cifras elevadas de CD4 y mantenidas de CD8 vy, por tanto,
con elevado cociente CD4/CD8 permiten diferenciar la sarcoidosis de cualquier otra
patologia pulmonar, EPID y no-EPID. Como se muestra en la figura 54, la curva ROC
identificé un punto de corte del cociente CD4/CD8 en 2.013 que permitia diferenciar
sarcoidosis del resto de patologias pulmonares con una sensibilidad del 97.6% y una
especificidad del 74.9%. Para alcanzar una especificidad del 95% que nos permita clasificar
con seguridad esta patologia, las cifras de cociente-CD4/CD8 deberian ser superiores al
5.6% (ver tabla 34).
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Curva COR
1,0 Figura 54. Analisis de curva ROC para discriminar
sarcoidosis del resto de patologias pulmonares, en
funcion de las cifras del cociente CD4/CD8, que
0,53 muestra un AUC = 0.907, una sensibilidad del 97.6%
E y una especificidad del 74.9%, para un punto de
o corte de 2.13.
= 0,67
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Las otras 3 patologias que cursan con aumento de linfocitos son mas dificiles de
diferenciar, ya que es necesario combinar los 3 parametros (CD4, CD8 y cociente
CD4/CD8) para poder identificarlas. Asi, la NH muestra importante aumentos tanto de CD4
(22.46% £ 1.79) como de CD8 (20.06%2.48), por lo que el valor medio del cociente
CD4/CD8 se mantiene ligeramente por encima del resto de patologias EPID, pero superior
a 2.0, es decir en 2.53. Por el contrario, la NOC y la NIL se caracterizan por cifras medias
elevadas de CD8 (17.53%+2.07 y 20.88%%2.81, respectivamente) y mas contenidas de
CD4 (13.0%%1.54 y 11.61%+2.34, respectivamente), por lo que el valor medio del cociente
CD4/CD8 se mantiene en cifras cercanas a 1.0, concretamente 1.55+0.6 y 1.09+0.23,

respectivamente, se muestra en la figura 55.
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Figura 55. Comparativa de subpoblaciones T CD4, CD8 y cociente CD4/CD8 en entre patologias

Al comparar las curvas ROC de los tres parametros principales para diferenciar las EPID

que cursan con aumento de linfocitos, se puede apreciar como la sarcoidosis cursa con

aumento de linfocitos T CD4 y del cociente CD4/CD8, la NH cursa con aumento de linfocitos
TCD4 y TCD8 y cociente CD4/CD8 mantenido. Mientras, la NOC y principalmente la NIL

cursan con incrementos de CD8 y menos de CD4, por lo que, para discriminar estas

patologias, el cociente CD4/CD8 dara valores cercanos o inferiores a 1.0, ver en la figura

56.
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Figura 56. Curvas ROC comparando la capacidad de discriminar las patologias linfocitarias sarcoidosis,
NH, NOC y NIL de los tres parametros principales involucrados linfocitos CD4 y CD8 y el cociente

Asi, se pudieron establecer puntos de corte del cociente CD4/CD8 en 1.22 y 0.78 para la
NOC y la NIL, respectivamente. Estos puntos de corte presentaron areas bajo la curva de
0.32 y 0.28, con sensibilidades del 54.0% y 70.8%, y especificidades del 82.0% y 67.5%,

respectivamente. Para alcanzar una especificidad del 95% que nos permita clasificar con

seguridad los pacientes con NIL, las cifras de cociente-CD4/CD8 deberian ser inferiores al

0.27% (tabla

34).
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4. Andlisis de clusters de las patologias EPID en base a parametros de citometria

En primer lugar, se realiz6 un analisis de clusters agrupando todas las variables de
citometria analizadas en el LBA , figura 57), para pacientes con patologias EPID:
porcentaje de linfocitos totales, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas,
subpoblaciones linfocitarias CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD19+ y los cocientes
CD4/CD8 y Neutrdfilo/Linfocito. Las patologias se codificaron para facilitar su identificacion

durante todo el estudio como se ilustra en la (tabla 27).

Tabla 27. Codificacion de las patologias

EPID

Patologia Cddigo
BAL-Control 0
Infecciones 1
TBC 2
NIA 3
EPOC 4
Asma 5
Nédulo pulmonar 6
Cancer pulmoén 7
Cancer otros 8
Sarcoidosis 9
Hipersensibilidad 10
NOC 11
NIL 12
NIU 13
BR-EPID 14
NID 15
NINE 16
Neumoconiosis 17
Histiocitosis Langerhans 18
EPID-Eosinofilia 19
EPID-Inclasificables 20
MGUS 25

En la figura 58 se muestra, como para determinar el nimero 6ptimo de grupos sin que ellos
se solapen, se utilizaron los métodos silueta y gap. El nimero de grupos lo determing, la

homogeneidad entre individuos o grupos.
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El analisis de silueta estimé que el niumero éptimo de grupos seria 3, mientras que analisis

de gap estimo que el numero 6ptimo seria 4.

Optimal number of clusters
Optimal number of clusters

ot widih

i
Gap statisde (k)

6 8 9
1 2 3 4 5 3 10 1 12 13 14 15 Number of dusters k

7 8 9
Number of custers k

Figura 57. Numero 6ptimo de grupos de patologias EPID en funcion de los resultados de citometria de
flujo, en funcién de los métodos de clustering de silueta (izquierda) o de gap (derecha). Ese numero fue
de 3 o de 4, respectivamente.

En la figura 58, los grupos estimados por el método de silueta.

Dim 1-2 Dim 1-3

Cluster plot

Cluster plot

cluste

Dm2 (208%)
>
0

sor

Figura 58. Analisis de clusters mediante método de silueta de pacientes EPID utilizando todos los
parametros de citometria.

Dim 1-2 (dimensiodn lleva asociado el % de varianza de acumulacion), 1-2 (analisis de componentes
principales, componente 1y 2)

Dim 1-3 (dimension lleva asociado el % de varianza de acumulacion), 1-3 (andlisis de componentes
principales, componente 1y 3)

En la (tabla 28) muestra la distribucion de las diferentes patologias EPID entre los 3 grupos

identificados en el analisis de clusters de siluetas. Basicamente, el grupo-1 engloba a
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patologias con predominio de neutrdfilos en el LBA, mientras que el grupo-2 y el grupo-3

comprenden los casos con predominio de macrofagos y linfocitos, respectivamente.

Patologias EPID Grupo-1| Grupo-2 | Grupo-3| | Tabla 28. Distribucion de las diferentes
: ; patologias EPID por grupos.
BA,L control (sin patologia) 0 106 ! Distribucion de las diferentes patologias
Nodulos pulmonares 1 20 1 EPID entre los 3 grupos identificados en
Sarcoidosis 0 40 43 el andlisis de clusters de silueta,
N. Hipersensibilidad 1 12 35 u.tilizando todos los pardmetros de
NOC 5 16 6 citometria.
NIL (NIL-HIV 1 17 22
NI (ﬁ - ) Grupo 1: predominio poblacion de
U (fibrosis) 20 127 18 Neutrofilos

BR-EPID 4 19 2
NID 0 34 2 Grupo 2: predominio poblacion de
NINE 1 131 22 Macréfagos
Histiocitosis de Languerhans 0 9 0
EPID-Eosinofilia 1 13 1 ?rfupg 3: predominio poblacién de
Infecciones pulmonares 133 64 31 infocitos
NIA 7 14 4

En el analisis de correspondencia, como se muestra en la figura 59 la patologia mas
cercana a cada grupo se correlaciona con éste, es decir, en el cuadrante inferior derecho,
la patologia 20 (infecciones) se correlaciona con el grupo 1 (predominio neutréfilos). En el
cuadrante inferior izquierdo, y en el cuadrante superior izquierdo la patologia 9

(Sarcoidosis) se correlaciona con el grupo 3 (predominio de linfocitos).

El andlisis de correspondencias busca representar relaciones entre categorias incluye
analisis chi cuadrado, equivalente al analisis de componentes principales para variables

categdricas.
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Los grupos estimados por el método de gap se muestran en la figura 60.

Dim 1-2 Dim 1-3

Cluster piot Cluster piot

Dim1 (41,8 St (41 5

Figura 60. Analisis de clustering mediante método de gap de pacientes EPID utilizando todos los
parametros de citometria.

Dim 1-2 (dimensidn lleva asociado el % de varianza de acumulacion), 1-2 (analisis de componentes
principales, componente 1y 2)

Dim 1-3 (dimensidn lleva asociado el % de varianza de acumulacién), 1-3 (analisis de componentes
principales, componente 1y 3)

La distribucion de las diferentes patologias EPID (tabla 29) entre los 4 grupos identificados
en el analisis de clusters de gap. En lineas generales, el grupo-1 engloba patologias con

predominio de neutrdfilos en el LBA (infecciones y NIA), el grupo-2 comprende los casos
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con predominio de macroéfagos, el grupo-3 incluye a los pacientes con predominio de

linfocitos (NH, NOC y NIL), excepto a la sarcoidosis que la separa en el grupo-4.

Patologias EPID Grupo-1 | Grupo-2 | Grupo-3| Grupo-4

BAL B 0 - 0 ! Tabla 29. Distribucion de las

Nodul_os pulmonares 1 19 1 1 diferentes patologias EPID -

Sarcoidosis 0 36 1 46 analisis de clusters de gap.

N. Hipersensibilidad 1 11 22 14

NOC 9 16 23 3 Distribucion de las diferentes

NIL (NIL-HIV) . 15 21 3 patologias EPID entre los 4
- grupos identificados en el

NIU (fibrosis) 20 127 7 11 andlisis de clusters de gap,

BR-EPID 4 18 1 2 utilizando todos los

NID 0 32 3 1 parametros de citometria.

NINE 1 130 15 8

Histiocitosis de Languerhans 0 9 0 0

EPID-Eosinofilia 1 12 1 1

Infecciones pulmonares 132 63 15 18

NIA 7 14 3 1

En el analisis de correspondencia en la figura 61, muestra mejor dicha distribucion, aunque
los pacientes con NIA (grupo-21) parece no estar bien representada por ningun grupo
quedando entre los grupos 1y 2, aunque localizado en el grupo 1 junto a las infecciones,
como en el caso anterior. Aqui, los pacientes con sarcoidosis (cédigo 7) se separan en un

grupo a parte de las patologias con predominio de linfocitos.
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4.1 Analisis de clusters con parametros de citometria seleccionados

Mediante regresion multinominal seguida de una seleccién de variables mediante un

método de 4.2 Analisis de clusters con parametros de citometria seleccionados

regresion multiple de stepwise backward and forward, se seleccionaron las variables mas
explicativas. Las variables que han resultado mas predictivas o que mejor ajustan a los
datos son: el porcentaje de neutrdéfilos, macrofagos, células dendriticas CD1a+, linfocitos

totales, linfocitos T CD3+CD4+ y el cociente Neutrdfilo/Linfocito.

En la figura 62 se hace analisis de clusters con esas variables tras escalar y centrar los
datos, para determinar el numero O6ptimo de clusters y hacer un analisis de
correspondencias. En este caso, el analisis de silueta estimé que el numero éptimo de

grupos seria 4, mientras que analisis de gap estimé que el numero 6ptimo era 3.

Optimal number of clusters Optimal number of clusters

04

Average sil houetie wigh
~
Gap stases

T 2 3 4 5 & 7 8 8§ 10 1 12 13 14 15 T 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14
Number of custers k Number of clusters k

Figura 62. Numero 6ptimo de grupos de pacientes EPID en funcion de los parametros citométricos mas
predictivos estimados por los métodos de clustering de silueta (izquierda) o de gap (derecha). Ese
numero fue de 4 o de 3, respectivamente.

Los grupos estimados por el método de clusters de silueta se muestran en la figura 63.
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Figura 63. Analisis de clustering mediante método de silueta de pacientes EPID incluyendo sélo los
parametros citométricos mas predictivos.

Sin embargo, los resultados no mejoraban la distribucién de las patologias entre los

diferentes grupos descritos en el analisis sin seleccion de variables.

En conclusion, el analisis con el método no guiado de clusters ofrecid una distribucion de
grupos de patologias coincidente con los resultados que se habian descrito anteriormente

en esta memoria mediante métodos convencionales:

e GRUPO-1 engloba a patologias con predominio de neutréfilos en el LBA
(infecciones y NIA)

e GRUPO-2 comprende los casos con predominio de macréfagos (LBA control,
nédulos pulmonares, NIU, BR-EPID, NID, NINE, HPCL, EPID-Eosinofilicas).

e GRUPO -3 incluye a los casos con predominio de linfocitos (NH, NOC y NIL)

¢ GRUPO-4 incluye a los pacientes con sarcoidosis, con predominio de linfocitos
TCD4 y aumento del cociente CD4/CD8.

El reducido del numero de casos y la elevada variabilidad de los pacientes con HPCL vy
EPID-eosindfila no permitid a este tipo de analisis separar dichas patologias en grupos

independientes.

5. Valor prondstico del analisis por citometria de flujo del LBA

Partiendo de la informacion relacionada con la supervivencia de todos los pacientes

incluidos en este estudio, se pudo comparar esta informacién y evaluar los parametros
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celulares del LBA para determinar su capacidad prondstica acerca de la supervivencia
global (SG).

5.1. Valor pronéstico del porcentaje de linfocitos totales

En primer lugar, se estimo la capacidad pronéstica de las cifras de linfocitos totales del LBA
sobre la SG de los pacientes. Para ello se hizo un estudio de curva ROC que ofrecié un
area bajo la curva pobre (0.575) pero que permitié establecer un punto de corte de linfocitos
totales en el 7%, con una sensibilidad y especificidad del 67.9% y 51.0%, respectivamente
en la figura 64. Cifras de linfocitos superiores al 7% se asociaron a SG a 20 afios mas
elevadas (67.2% vs. 58.0, p<0.001) y a periodos medios de supervivencia mas largos (12.6
vs. 11.5 anos). Sin embargo, en ambos casos los pacientes tenian SG a 20 afios muy

inferiores a la del control poblacional (87.0%).

10 Curva COR 1,07 Linfos_mas7p
: 5 “"ﬂm‘ |y Poblacian
general
E 057 —ILinfos = 7%
- 0,89 3 Linfos = 7%
o b Pobla_cilcin
g g 0,6 ggggluara_do
o 05 = . Linfos = 7%-
= g censurado
[=% = a o e Linfos = 7%-
o - poos censurado
o 04 3
Z 7
0,2
a 0,2
0,0
D|D ] 1 I 1 1 1 I ] 1 I 1 ] I I |
0.0 02 04 06 0s 1,0 0 24 48 72 56 120144 168192 216 240
1 - Especificidad Meses_seguimiento
P<0.000
Area bajo la curva: 0.575 Supervivencia a 20 anos Vivo Muerto % Vivo
Punto de corte: 7% de linfocitos Poblacién general 208 31 87.0
Sensibilidad: 67.9% Linfos < 7% 375 271 58,0
Especificidad: 51.0% Linfos > 7% 580 283 67,2
Media de supervivencia Anos Error tipico
Poblacion general 15,9 0,4
Linfos < 7% 11,5 0,4
Linfos > 7% 12,6 0,4
Figura 64. Derecha: analisis de curva ROC para estimar el valor de corte en las cifras de linfocitos
totales en el LBA, con valor prondstico sobre la supervivencia global, que muestra un AUC = 0.575,
una sensibilidad del 67.9% y una especificidad del 51.0%, para un punto de corte de 7.0%. Izquierda:
Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia pulmonar en funcién de
cifras de linfocitos totales por encima o debajo del punto de corte establecido en el analisis de curva
ROC (7.0%). Se muestra ademas, la curva de supervivencia del control poblacional sin patologia
pulmonar.
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Sin embargo, el impacto de las cifras de linfocitos fue desigual entre las diferentes
patologias analizadas. La figura 65 revela que mientras que en los pacientes sin patologia
pulmonar o con patologia pulmonar no-EPID parecia no tener impacto en la SG, cifras
superiores al 7% de linfocitos se asociaron a mejores SG a 20 afios en pacientes con EPID
(72.9% vs. 57.5%, p<0.000), patologia aguda (62.2% vs. 48.1%, p=0.02) y otros tipos de
cancer (44.1% vs. 23.5%, p=0.03). Ademas, se asociaba a peores supervivencias en los

pacientes con cancer de pulmén (17.1% vs. 35.0%, p=0.123).
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Figura 65. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferente patologia pulmonar
en funcion de cifras de linfocitos totales por encima o debajo del punto de corte establecido en el analisis
de curva ROC (7.0%).

5.2. Valor pronéstico del porcentaje de neutréfilos

A continuacioén, se evalud la capacidad prondstica sobre la SG de las cifras de neutrdfilos
del LBA. Para ello se hizo un estudio de curva ROC que ofrecié un area bajo la curva de
0.639 y permitié establecer un punto de corte de neutrdfilos total en el 5.0%, con una
sensibilidad y especificidad del 64.9% y 42.0%, respectivamente en la figura 66. Los
pacientes que presentaban cifras de neutrdfilos por encima de dicho valor de corte
prestaban tasas de SG a 20 afios inferiores al resto de pacientes (55.7% vs. 70.8%), y

periodos medios de supervivencia mas cortos (10.9 vs. 13.5 afios).
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Figura 66. Derecha: analisis de curva ROC para estimar el valor de corte en las cifras de neutrdfilos en
el LBA, con valor pronéstico sobre la supervivencia global, que muestra un AUC = 0.639, una
sensibilidad del 64.9% y una especificidad del 42.0%, para un punto de corte de 5.0%. Izquierda:
Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia pulmonar en funcion de cifras
de neutrofilos por encima o debajo del punto de corte establecido en el analisis de curva ROC (5.0%).
Se muestra, ademas, la curva de supervivencia del control poblacional sin patologia pulmonar.

De nuevo el impacto de las cifras de neutrdéfilos por encima del 5% entre las diferentes

patologias fue desigual, ver en la figura 67. Mientras que, en los pacientes sin patologia

pulmonar (p=0.723), con patologia pulmonar no-EPID (p=0.523), patologias agudas

(p=0.374), cancer de pulmén (p=0.823) u otros tipos de cancer (p=0.647) las cifras de

neutrofilos por encima del 5% no parecia tener impacto sobre la SG, cifras superiores al

5% de neutrdéfilos se asociaron a peores SG a 20 afios en pacientes con EPID (57.6% vs.

74.4%, p<0.001).
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Figura 67. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferente patologia pulmonar
en funcion de cifras de neutroéfilos por encima o debajo del punto de corte establecido en el analisis de
curva ROC (5.0%).

5.3. Efectos dosis dependiente y contrapuestos de linfocitos y neutréfilos en la

SG de los pacientes con patologia pulmonar

Pudimos comprobar que, tanto el efecto protector de los linfocitos sobre la SG de los
pacientes, como el efecto negativo de los neutréfilos, eran dosis dependiente, se muestra
en la figura 68. De manera que la tasa de supervivencia a 20 afios de los pacientes con
cifras de linfocitos <7%, entre 7% y 20% y >20% eran de 55.4%, 61.1% y 71.6% (p<0.000).
Mientras que la de los pacientes con cifras de neutréfilos <3%, entre 3% y 15% y >15%
fueron de 71.9%, 60.3% y 52.8% (p<0.000), respectivamente.
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Figura 68. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferentes patologias
pulmonares en funcién de dosis de linfocitos o neutrofilos.
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Igualmente se podia observar que el efecto protector de los linfocitos podia
COTRARRESTAR el efecto negativo de los neutréfilos, también de manera dosis
dependiente, pero hasta cierto limite, ya que con cifras de neutrdfilos del 3-15% tanto los
linfocitos entre el 7-20% y >20% (pero no los linfocitos <7%) pudieron contrarrestar el efecto
negativo de los neutrdfilos; pero si las cifras de neutréfilos superaran el 15%, solo cifras de

linfocitos >20% fueron capaces de contrarrestar el efecto adverso de los neutréfilos, ver

figura 69.
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Figura 69. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferentes patologias
pulmonares en funcién de dosis de linfocitos y de la dosis de neutrdfilos.

5.4. Valor pronéstico de la Combinacidn-linfocito/neutréfilo en patologia EPID

Fue la combinacion de las cifras de linfocitos y neutrdéfilos superior a sus respectivos valores

de corte, lo que mostré mayor capacidad prondstica en los pacientes con EPID.

Asi, se pudo identificar una combinacion de linfocitos >7% y de neutréfilos < 5%
(Combinacién-LN) que detectaba pacientes EPID con SG a 20 afios SIMILARES a la de

la poblacién general 79.1% vs. 87.0% y supervivencia media de 14.2+0.8 y 15.9+0.4 afnos,

respectivamente. Por el contrario, los pacientes EPID que presentaban cifras de linfocitos
<7% y de neutrdfilos >5% tuvieron la peor SG, con cifras de SG a 20 afios del 47.8% y una
supervivencia media de 9.2+0.8 afios, 6.7 afios menos que la poblacion general (un 42%

menos de tiempo). Ver figura 70.

El resto de los pacientes con situaciones intermedias, linfocitos >7% y neutréfilos >5% asi
como linfocitos <7% y neutréfilos <5% mostraron SG similares, e intermedias a las de los

dos grupos anteriormente descritos.
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De estos resultados se desprende que basado en las cifras de linfocitos y neutrdfilos
presentes en los LBA de los pacientes EPID (excluyendo los pacientes con patologias
agudas, infecciosas y NIA) se pueden establecer tres niveles de riesgo segun la
Combinacion-LN:

¢ Riesgo de supervivencia FAVORABLE: linfocitos >7% y neutréfilos <5% (34.9% de
pacientes EPID).

e Riesgo de supervivencia DESFAVORABLE: linfocitos <7% y neutrofilos >5%
(19.0% de pacientes EPID).

e Riesgo de supervivencia INTERMEDIO: resto de pacientes (46.1% de pacientes
EPID).
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Figura 70. Curvas de supervivencia global de pacientes con patologias EPID en funciéon de las cifras
de linfocitos y neutrofilos por encima de sus respectivos puntos de corte (linfocitos >7% y neutrofilos
>5%).

Estos resultados ademas revelan el caracter PROTECTOR de los linfocitos en el infiltrado
pulmonar de los pacientes EPID, ya que son capaces de CONTRARRESTAR el efecto
adverso que tiene la infiltracion por neutrdfilos. De hecho, los pacientes con cifras de
neutrofilos >5% vy linfocitos >7% tienen supervivencias comparables a los pacientes con

cifras de neutrdfilos <5% pero con bajas cifras de linfocitos (<7%).
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En la (tabla 30) se aprecia como las patologias con predominio de linfocitos (sarcoidosis,
NH, NOC y NIL) se concentran mayoritariamente entre los pacientes de buen prondéstico,
mientras que los pacientes con NIU, BR-EPID, NINE, neumoconiosis, HPCL y EPID-

eosindfila tienden a acumularse en el prondstico desfavorable o intermedio.

Tabla 30. Distribucidn del riesgo en la SG por patologias EPID
Distribucion del riesgo en la SG por patologias EPID

Favorable Intermedio Desfavorable
Sarcoidosis 26 (31,3%) 3(3,6%)
N. Hipersensibilidad 21 (43,8%) 0(0%)
NOC 19 (43,2%) 21 (47,7%) 4(9,1%)
NIL (NIL-HIV) 11 (27,5%) 1(2,5%)
NIU 29 (17,6%) 66 (40%)
BR-EPID 3 (12%) 7 (28%)
NID 15 (41,7%) 3(8,3%)
NINE 40 (26%) 28 (18,2%)
Neumoconiosis 7 (25,9%) 6(22,2%)
Histioc. Languerhans 0 (0%) 1(11,1%)
EPID-Esosinofilia 4 (26,7%)
EPID-Inclasificable 28 (35%) 10 (12,5%)

Dado que el cociente Neutrdfilo/Linfocito (cociente-NL) es parametro que tiene valor
prondstico en patologia pulmonar como FPI (218),(96), cancer de pulmén (100),
hemorragia alveolar difusa (97) o infeccion por Mycobacterium avium (101), se investigé la

utilidad pronéstica del Ratio-N/L en nuestra serie de pacientes.

Nuestros resultados muestran, como se observa en la figura 71, que efectivamente el
cociente-NL tiene un alto valor prondstico, casi similar a la Combinacion-LN de cifras de
linfocitos>7% y neutréfilos>5%. Sin embargo, la Combinacion-LN separa mejor los tres
grupos de riesgo, en comparacion con los terciles del cociente-NL, especialmente entre los
pacientes del Tercil-3 del cociente-NL y el grupo de riesgo desfavorable que muestran SG
a 20 anos de 55.1% y 47.8% y supervivencias medias de 10.8+0.8 y 9.2+0.8 afos,
respectivamente. Por tanto, la combinacion Linfocitos<7%-Neutrofilo>5% detecta un grupo

de pacientes EPID con riesgo mas desfavorable que el Tercil-3 del cociente-NL.
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Cociente-Neutrofilos/linfocitos (Terciles)

Funciones de supervivencia

Combinacion linfocito-neutrdfilo (Riesgo)

Funciones de supervivencia
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Supervivencia a 20 afios Vivo Muerto % Vivo Supervivencia a 20 afios Vivo Muerto % Vivo
Poblacién general 208 31 87,0 Poblacion general 208 31 87,0
Tercil-1 (<0.24) 218 64 77,3 Favorable 201 53 79,1
Tercil-2 (0.24-1.76) 176 101 63,5 Intermedio 219 115 65,6
Tercil-3 (>1.76) 92 75 55,1 Desfavorable 66 72 47,8

Media de supervivencia Anos Error tipico

Media de supervivencia Aios Error tipico

Poblacién general 15,9 0,4 Poblacion general 15,9 0,4
Tercil-1 (<0.24) 13,8 0,8 Favorable 14,2 0,8
Tercil-2 (0.24-1.76) 12,0 0,7 Intermedio 12,3 0,6
Tercil-3 (>1.76) 10,8 0,8 Desfavorable 9,2 0,8

intermedio (resto de pacientes).

Figura 71. Comparacion de curvas de supervivencia de los dos indices prondsticos establecidos con
las cifras de neutrofilos y linfocitos. lzquierda: primer, segundo y tercer terciles del cociente
Neutroéfilo/Linfocito; Derecha: combinacion-linfocito-neutréfilo, que establece 3 niveles de riesgo de
supervivencia: bajo (linfocitos > 7% y neutrdéfilos < 5%), alto (linfocitos < 7% y neutréfilos > 5%) e

En el resto de las patologias, la combinacion-LN ofrecié una utilidad prondstica desigual,

ver figura 72. Mientras que entre los pacientes BAL-control, aquellos con patologias no-

EPID o carcinoma de pulmoén la combinacion-LN no parecia tener ningun valor pronéstico,

si lo tuvo en los pacientes con patologia aguda (p=0.043) y con tumores diferentes al

carcinoma de pulmén (p=0.091), ademas de en los pacientes EPID (p>0.000).
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Figura 72. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferentes patologias
pulmonares en funcion del prondstico favorable (linfocitos>7% vy neutréfilos<5%), desfavorable
(linfocitos<7% y neutrofilos>5%) e intermedio (resto de casos).

Teniendo en cuenta que algunas patologias cursaban con cifras muy elevadas de
neutréfilos, se ensayo un cociente-NL>50 para valorar su capacidad pronéstica, ver figura
73, en patologias en las que los terciles del cociente-NL no ofrecian utilidad pronéstica. En
este analisis se pudo comprobar que los pacientes con patologia no-EPID (EPOC, asma,
TBC o nddulos pulmonares) y los pacientes con patologia infecciosa con cocientes-NL>50
presentaban tasas de SG mas reducidas (76.3% vs 87.8%, p=0.032 y 51.0% vs. 71.9%,
p=0.042, respectivamente), y supervivencias mas cortas 13.2+06 vs. 17.4+0.7 afos y

9.5+0.6 vs. 13.711.9 afios, respectivamente, que los pacientes con cociente-NL<50.
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Figura 73. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologias no-EPID e
infecciosas en funcién del cociente-NL>50.

Con relacion al sexo, se ilustra arriba en la figura 73, o a la edad, ver parte inferior de la
figura 74, la estimacion del riesgo de SG de los pacientes utilizando la combinacion

linfocitos-neutrofilos, mantiene perfectamente su valor pronéstico.
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Figura 74. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologias pulmonares
(excluyendo neoplasias) en funcién del sexo y la edad y del riesgo estimado combinando las cifras de
LBA: favorable (linfocitos>7% y neutréfilos<5%),

linfocitos y neutréfilos en el
(linfocitos<7% y neutroéfilos>5%) e intermedio (resto).

desfavorable

5.5 Impacto del trasporte del LBA desde otros hospitales en la capacidad

pronodstica de la Combinaciéon-NL

Por ultimo, dado que la viabilidad de las células de la muestra LBA se puede ver alterada

tanto por el tiempo de procesamiento como por las condiciones de almacenamiento y

trasporte, quisimos ver la utilidad de la estimacién de riesgo de la combinacién-LN para las

muestras obtenidas en nuestro propio hospital (Arrixaca), respecto a las de otros

hospitales. Como se puede ver en la figura 75, las curvas de supervivencia para los tres

grupos de riesgo bajo, intermedio y alto son comparables. Por tanto, el método de analisis

utilizado, que incluye las células muertas del LBA, lleva a valores comparables de linfocitos

y neutréfilos de las muestras de los diferentes hospitales que remiten muestras a nuestra

Unidad de Citometria, ver en la figura 76, en donde se muestra, que la elevada variabilidad
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observada entre los diferentes hospitales se debe fundamentalmente al escaso nimero de

muestras analizadas para algunos hospitales.
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Figura 75. Comparacion de curvas de supervivencia del indice prondstico establecido con las cifras de
neutrdéfilos y linfocitos, bajo (linfocitos > 7% y neutrdfilos < 5%), alto (linfocitos < 7% y neutrdéfilos > 5%) e
intermedio (resto de pacientes) para las muestras de LBA obtenidas en la Arrixaca y en el resto hospitales

de la regién.
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5.6 La tasa DLCO complementa el valor pronéstico de la Combinacién-

Linfocito/Neutrofilo

Queremos destacar la complementariedad de estas dos pruebas, la tasa DLCO
determinada en las pruebas funcionales y la combinacién-LN determinada por citometria
en el LBA. Como se ha visto en secciones anteriores un DLCO <55.5% se asociaba a peor
SG. Sin embargo, la capacidad predictiva de las cifras de DLCO>55.5% se redujo de forma
muy importante en los pacientes de prondstico favorable y desfavorable. Por el contrario,
se puede observar en la figura 77, cémo la capacidad predictiva del DLCO>55.5% se
incrementod en los pacientes de riesgo intermedio en la combinacion-NL, donde estas dos
variables se complementaron para identificar a pacientes con supervivencias muy cortas,

frente a los pacientes con supervivencias similares a la de la poblaciéon normal.
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Figura 77. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia pulmonar en funcion
de las cifras de DLCO en los estudios funcionales y el riesgo estimado con las cifras de linfocitos y neutréfilos
del LBA. Favorable (linfocitos >7% y neutrofilos <5%), Desfavorable (linfocitos <7% y neutrdfilos >5%) e
Intermedio (resto).

Que estas dos variables son complementarias se debe a que son variables que aportan
valor predictivo independiente sobre la SG de los pacientes con patologia pulmonar. La
edad (HR=1.061, p<0.000), el riesgo linfocito/neutréfilo (HR=1.78.4, p<0.000) y la tasa
DLCO (HR=3.076, p<0.000) son variables con valor predictivo independiente y por tanto

complementario. (tabla 31)

164



Tabla 31. Regresion de Cox para supervivencia global en funcion de parametros

predictivos.

Hazard ratio  95% CI P
Edad 1.061 1.039-1.084 0.000
Sexo 1.187 0.741-1.900 0.476
Riesgo-Linfocitos/Neutrofilos  1.784 1.292-2.462 0.000
DLCO<55.5% 3.076 1.924-4.916 0.000

Ademas, se evalué la capacidad predictiva de la DLCO>55% en funcién de la presencia de
fibrosis. Este parametro mostrd su mayor valor predictivo en los pacientes sin patrones de

fibrosis (p=0.0001), mientras que en los pacientes con fibrosis su capacidad predictiva fue

mucho mas reducida (p=0.041), ver figura 78.
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DLCO en pacientes con Fibrosis pulmonar

Supervivenciaa20 affos  Vivo Muerto % Vivo Supervivenciaa20 afios Vivo Muerto % Vivo
DLCO>55.5% 106 12 89,8 DLCO>55,5% 22 15 59,5
DLCO<55,5% 36 20 64,3 DLCO<55,5% 9 22 290
Media de supervivencia Aflos Error tipico Media de supervivencia Afios  Error tipico
DLCO=>55.5% 175 038 DLCO>55.5% 106 19
DLCO<55,5% 10.0 1.0 DLCO<55,5% 71 11

Figura 78. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia pulmonar en funcién
de las cifras de DLCO en los estudios funcionales en relacion con la presencia de fibrosis pulmonar,
determinada por la presencia de patrones radiolégicos compatibles de fibrosis (fibrosis o panal).
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5.7. Asociacion entre fibrosis y cifras elevadas de neutréfilos

Como se ha descrito en secciones anteriores la aparicion de fibrosis establecida en el
patrén radiologico se asocia a peor supervivencia. Tal y como ha sido descrito (219),
nuestros datos muestran cifras de neutréfilos mas elevadas en los pacientes con fibrosis
que en los que no presentan fibrosis (14.58%+1.33 vs, 7.82%+0.56, p<0.000). Por este
motivo, quisimos descartar que, el mal prondstico que implica la presencia elevada de

neutrdéfilos, no se debiera a la presencia de fibrosis.

En la figura 79, se aprecia cémo la capacidad predictiva de la combinacion de cifras de
linfocitos y neutrdfilos en el LBA mantiene su valor prondstico tanto en pacientes EPID con
fibrosis (p<0.05) como sin fibrosis (p=0.008). De hecho, presenta mayor capacidad
predictiva en los pacientes sin fibrosis, probablemente porque las cifras elevadas de

neutréfilos promoveran el desarrollo posterior de fibrosis y eso acortara la supervivencia.
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Figura 79. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologias EPID en
funcién de la presencia de fibrosis en el analisis radiologico (patrones de fibrosis, reticular y panal) y
del riesgo estimado combinando las cifras de linfocitos y neutréfilos en el LBA: favorable (linfocitos>7% y
neutréfilos<5%), desfavorable (linfocitos<7% y neutréfilos>5%) e intermedio (resto).

Igualmente se investigd cual de los de los dos tipos de células (linfocitos o neutrdéfilos)
aportaba mayor valor prondéstico en los pacientes con fibrosis pulmonar. Como se puede
ver en la figura 80, cifras de linfocitos >7% tenian un panel claramente protector (p=0.007)
en la supervivencia de los pacientes con fibrosis, mientras que el papel negativo de los

neutrofilos no fue estadisticamente significativo (p=0.350). Cifras de neutréfilos >10% o
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>15% mostraron resultados similares. Por tanto, las cifras de linfocitos del LBA tiene mayor

valor pronéstico que las de los neutrdfilos.

Linfos_masip 1.0 Meutros_MasSp
L infos < 7% E =INuetros < 5%

g LI 1 infos > 7% 5 08 =INuetros = 5%

2 Linfos = 7%.- o 1 Nuetros = 5%-

L) Y enstiaa : S, censurado

i ; - m L Wuetros = 5%-

o . Linfos = 7%- o 06 e

c censurado c

1] a

== ==

= = 04T

1 £

o o

o % p——,

a a 02

0,0 0,0
' T T T T T T T T T T T T T T _I T T T T T T T
0 24 48 72 96 120144 168192216240 0 24 48 72 96 120144168192216 240
Meses_seguimiento Meses_seguimiento

P=0.007 P=0.350
Figura 80. Andlisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con fibrosis pulmonar en el andlisis
radioldgico (patrones de fibrosis, reticular y panal) en funcion de cifras de linfocitos linfocitos >7% y de
neutrofilos >5%.

5.8. Valor pronéstico del porcentaje de células dendriticas

Ante la falta de marcadores prondsticos claramente significativos en algunas de las
patologias, como las patologias no-EPID, se investigd la utilidad de otras poblaciones
leucocitarias. Entre ellas, las cifras de células dendriticas de Langerhans CD1a+ mostraron

valor pronéstico sobre la SG en varias patologias.

Como se muestra en la figura 81 la curva ROC identificd un punto de corte de células
dendriticas de Langerhans CD1a+ en 0.6% del total de células del LBA que tuvo valor
prondstico sobre la SG en patologias no-EPID, con una sensibilidad del 44.3% y una
especificidad del 80.0%.
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Figura 81. Analisis

de Langerhans CD1a+.

de curva ROC para

supervivencia global de pacientes con patologias no-
EPID en funcion de las cifras de células dendriticas de
Langerhans CD1a+, muestraun AUC =0.615, con una
sensibilidad del 44.3% y una especificidad del 80.0%,
para un punto de corte de 0.6% de células dendriticas

la

Se procedié a ensayar el impacto que dicho punto de corte de células dendriticas CD1a+

>0.6% tenia en la SG de los diferentes grupos de estudio, ver figura 82. Como se puede

observar, cifras de células dendriticas por encima de 0.6% parecian tener un caracter

protector sobre la SG a 20 afios de los pacientes con patologia no-EPID (89.7% vs. 76%,

p<0.012) y agudas (60.3% vs. 52.7%, p=0.260). Por el contrario, se asociaba a peor

supervivencia en pacientes con patologias EPID (61.4% vs. 70.6%, p<0.016).
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Figura 82. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con diferente patologia pulmonar
en funcién de cifras de células dendriticas de Langerhans CD1+ por encima o debajo del punto de corte
establecido en el analisis de curva ROC (0.6%).
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Por tanto, la presencia de células dendriticas por encima del 0.6% del total de leucocitos
del LBA parecia tener un caracter protector en los pacientes con patologia no-EPID ya que
presentaban tasas de SG a 20 anos superiores a los pacientes con cifras de células
dendriticas por debajo del 0.6% (89.7% vs. 76.0%, p=0.012) y supervivencias medias mas
prolongadas, 18.0+0.6 vs 14.2+0.9 anos, en la figura 83.
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Dado que las células dendriticas CD1a+ parecian tener un caracter protector en los
pacientes con patologias agudas, en los que no teniamos buenos marcadores prondéstico
debido a las elevadas cifras de neutrdfilos que dificultan la catalogacion del riesgo del
cociente-NL o la combinacién-LN, se exploré la relacion entre células dendriticas y
neutréfilos. En la figura 83 se muestran los resultados de SG de pacientes con patologia
no-EPID (EPOC, asma, TBC y nddulos pulmonares) y de pacientes con patologia
infecciosa en funcion de cocientes-NL mayor o menor a 50 y de células dendriticas mayor

o menor a 0.6%.

En este analisis en la parte superior de la figura 83, se puso de manifiesto que en pacientes
con patologias no-EPID, cifras de células dendriticas elevadas (>0.6%) contrarrestaban el
efecto negativo de cocientes-NL elevados (>50) y llevaban a tasas de SG a 20 anos
proximas a la de los pacientes con cocientes-NL<50 (87.2% y 88.2%) y superiores a las de

los pacientes con cociente-NL>50 y células dendriticas <0.6% (69.0%, p<0.011).
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En pacientes con patologia infecciosas, ver parte inferior de la figura 84, las cifras de

células dendriticas elevadas (>0.6%) sélo pudieron contrarrestar parcialmente el efecto

negativo de cocientes-NL elevados (>50), llevando a tasas de SG mas cercanas a la de los

pacientes con cocientes-NL<50 (56.9% y 76.9%) que en los pacientes con cociente-NL>50
y células dendriticas <0.6% (49.3%, p<0.063).
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Figura 84. Analisis Kaplan-Meier de
supervivencia global de pacientes con
patologias no-EPID e infecciosas en
funcioén del cociente-NL>50 y de cifras
de células dendriticas de Langerhans
CD1+ >0.6%.

Aparentemente, y al igual que los linfocitos protegen en las patologias EPID del efecto

nocivo de los neutrdfilos, las células dendriticas de Langerhans parecian proteger del

efecto nocivo de los neutrdéfilos infiltrantes en patologias no-EPID y parcialmente en

patologias infecciosas.
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5.9. Valor pronéstico del porcentaje de linfocitos T CD8 en pacientes con cancer.

Se ha descrito que cifras elevadas de linfocitos T CD8 que infiltran el tejido tumoral se
asocian a mejor supervivencia de pacientes con diferentes tipos de cancer (220). Los
linfocitos T CD8 tienen capacidad citolitica frente a los tumores. En este apartado
investigamos el papel que representan los linfocitos T CD8 en la supervivencia de los

pacientes con cancer de nuestra serie.

Como se muestra en la figura 85, la curva ROC identifico un punto de corte de linfocitos T
CD8 en 9.73% del total de células del LBA que tuvo valor prondstico sobre la SG de
pacientes con tumores extra-pulmonares, con una sensibilidad del 42.9% y una
especificidad del 82.4%.

Curva COR

Figura 85. Analisis de curva ROC para la
supervivencia global de pacientes con
neoplasias extra-pulmonares en funcion de las
cifras de linfocitos T CD8, muestra un AUC =
0.628, con una sensibilidad del 42.9% y una
0.6 especificidad del 82.4%, para un punto de corte
del 9.73% de linfocitos T CD8.
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De nuevo, nos encontramos con un efecto desigual (en este caso contrario) entre los dos
grupos de cancer estudiados en esta tesis, ver figura 86. Por una parte, en los pacientes
con carcinoma de pulmon cifras elevadas de linfocitos T CD8 se asociaban a peor tasa de
SG a 20 anos (10.0% vs. 26.7%, p<0.015) que los que mostraban cifras por debajo del
punto de corte. Por el contrario, en los pacientes con cancer extrapulmonar cifras elevadas
de linfocitos T CD8 se asociaban a mejor tasa de SG a 20 afios (58.5% vs. 29.1%, p<0.002)
que los que tenian cifras por debajo del punto de corte. Por tanto, los pacientes con

carcinoma de pulmoén que presentaban cifras elevadas de linfocitos T CD8 tenian
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supervivencias medias mas cortas (1.7 vs. 4.6 afios), mientras que los pacientes con

tumores extrapulmonares tuvieron supervivencias medias mas largas (10.9 vs. 6.8 afios).
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Figura 86. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con carcinoma de pulmén u
otras neoplasias en relacion a las cifras de linfocitos T CD8 observadas en las muestras de LBA.
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6. Parametros de valor prondstico en grupos de pacientes con exposicion a agentes
organicos, inorganicos y farmacos

6.1 En pacientes con neumonitis por contacto habitual con aves.

Debido a la fuerte tradicién del levante espafiol a la cria y convivencia con distintas
especies de aves, asi como a la alta frecuencia de cria de aves de corral en el ambito
huertano de Murcia, consideramos conveniente para este trabajo evaluar la estimacion del
riesgo de SG en estos pacientes. En nuestra serie, excluyendo a los pacientes con cancer,

un 30% del total de pacientes tenian contacto habitual con aves (tabla 32).

Tabla 32. Frecuencia de contacto habitual con aves por patologias

Patologia No Si (%)
EPOC 20 7 (25,9%)
Asma 24 4 (14,3%)
TBC 2 0 (0%)
Nédulos pulmonares 2 1 (33,3%)
Sarcoidosis 35 8 (18,6%)
N. Hipersensibilidad 1 44 (97,8%)
NOC 24 4 (14,3%)
NIL (NIL-HIV) 9 3 (25%)
NIU 73 32 (30,5%)
BR-EPID 15 2 (11,8%)
NID 14 6 (30%)
NINE 62 26 (29,5%)
Neumoconiosis 14 1(6,7%)
HPCL (H. Languerhans) 3 0 (0%)
EPID-Eosinofilica 7 0 (0%)
EPID-Inclasificable 30 7 (18,9%)
Infecciosas 39 18 (31,6%)
NIA 6 0 (0%)
Total 380 163 (30%)

Aunque se han identificado mas de 300 desencadenantes de la NH, entre ellos las
actividades agricolas, manipulacion de aves y contaminacion del agua, el grupo NH
presentd una exposicion y contacto con aves que se elevo hasta el 97.8%. Ademas, se
encontraron proporciones elevadas de casos en contacto con aves en pacientes con
EPOC, NIU, NINE vy patologias infecciosas (posiblemente derivadas de NH

sobreinfectadas).

En la figura 87, la estimacion del riesgo de SG de la combinacion-LN, permitié identificar
pacientes en contacto con aves que tenian SG a 20 afos similar/cercana a la de la
poblacién general (77.8% vs. 87.0) cuando presentaban un prondstico favorable (linfocitos

> 7% y neutrofilos < 5%).
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Figura 87. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con o sin contacto estrecho con
aves, en funcién del riesgo de supervivencia global en base al riesgo estimado combinando las cifras
de linfocitos y neutrdfilos en el LBA: favorable (linfocitos>7% y neutréfilos<6%), desfavorable
(linfocitos<7% y neutrofilos>5%) e intermedio (resto).

Queremos destacar que los pacientes con riesgo intermedio en la combinacion-LN
mostraron tasas de SG a 20 (60.4% vs. 83.2%, p=0.023) y supervivencias medias (8.9+0.7
vs. 13.311.1 afos) mas cortas cuando tenian contacto habitual con aves que cuando no lo
tenian, se muestra en la figura 88. De hecho, como se puede ver en la figura 87 las curvas
de supervivencia de los pacientes con prondstico intermedio y desfavorables en la
combinacion-LN eran muy similares en los pacientes en contacto habitual con aves,
mientras que, en ausencia sin ese contacto, los pacientes del grupo intermedio tenian

curvas de supervivencias mas proximas a los casos de prondstico favorable.
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Figura 88. Analisis Kaplan-Meier de
supervivencia global de pacientes con o sin
contacto habitual con aves, en pacientes con
riesgo intermedio en la combinacion-LN.

6.2. En pacientes con neumonitis por farmacos.

Otra patologia en la que el prondstico de la combinacion-NL puede identificar pacientes

con buena evolucion clinica. Es en los pacientes con neumonitis inducida por farmacos, en

donde pacientes con pronéstico favorable tenian SG a 20 afios similar a la de la poblacion

general (83.3% vs. 87.0%). Ademas, en esta patologia parecia tener cierto valor prondstico

las cifras de células dendriticas, que parecian favorecer mejor evolucion de la enfermedad,

con SG a 20 afios mas elevadas en los casos con cifras de células dendriticas de
Langerhans> 0.6% (76.5% vs.60.4%, p=0.224). Ver figura 89.
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Figura 89. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con neumonitis por farmacos,
en funcién de: lzquierda, riesgo estimado combinando las cifras de linfocitos y neutréfilos en el LBA:
favorable (linfocitos>7% y neutréfilos<5%), desfavorable (linfocitos<7% y neutréfilos>5%) e intermedio
(resto); y derecha, de células dendriticas de Langerhans > 0.6%.
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6.3. En pacientes con neumonitis por inhalacién sustancias organicas

Al contrario que en la neumonitis inducida por farmacos, en la inducida por inhalacion de
sustancias organicas, la estimacion del riesgo de la combinacion-LN no parecia aportar
valor pronodstico sobre la SG de estos pacientes, como se muestra en la figura 90. Sin
embargo, en esta patologia parecia tener cierto valor prondstico las cifras de células
dendriticas, que parecian apoyar cursos mas favorables de la enfermedad, con SG a 20
afnos mas elevadas en los casos con cifras de células dendriticas de Langerhans > 0.6%
(76.0 vs. 65.7%, p=0.05).
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Figura 90. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con neumonitis por inhalacién
de sustancias organicas, en funcién de: Izquierda, riesgo estimado combinando las cifras de linfocitos
y neutrdfilos en el LBA: favorable (linfocitos>7% y neutréfilos<5%), desfavorable (linfocitos<7% vy
neutréfilos>5%) e intermedio (resto); y derecha, de células dendriticas de Langerhans > a 0.6%.

7. La tasa de neutréfilo puede ayudar en la personalizacion de las terapias

En primer lugar, se evalud la SG del total de pacientes (excluyendo los carcinomas de
pulmon) de acuerdo con el tratamiento inmunosupresor sistémico administrado, ver figura
91. Los pacientes sin terapia inmunosupresora representaron el grupo con mejor
supervivencia (mas proxima a la de la poblacién general, 78.6% vs. 87.0% a 20 afios) al
tratarse de pacientes en estadio mas leves de la enfermedad. En general, la
inmunosupresion sistémica con corticoides mostro tasas de SG a 20 afios similares al de
otros inmunosupresores como micofenolato, rituximab, metotrexato, abatacept (63.2% vs.
66.4%).
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Sin embargo, este comportamiento fue desigual entre las diferentes patologias. En

patologias EPID los pacientes tratados con otros inmunosupresores, ver figura 92.A)
presentaron mejor SG a 20 afos (69.3% vs. 62.4%, p=0.012) que los tratados con

corticoides orales. Igualmente, en la figura 92.B los pacientes con neoplasias extra-

pulmonares, que recibieron tratamiento con inmunosupresores no-corticoides mostraron

mejor SG a 20 anos que los tratados con corticoides (40% vs. 0%, p=0.015). Por el

contrario, los pacientes con patologias infecciosas tratados con inmunosupresores no-

corticoides, ver figura-92.C) mostraron peor SG a 20 afios que los tratados con corticoides

(42.9% vs. 46.2%, p=0.015).
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A.
Tratamientos en pacientes EPID

Supervivencia a 20 afios Vivo Muerto % Vivo
No inmunosupresion 212 66 76,3
Corticoide oral 118 71 62,4
Otros inmunosupresores 79 35 69,3

Media de supervivencia Anos Error tipico

No inmunosupresion 12,9 0,7
Corticoide oral 10,5 0,9
Otros inmunosupresores 13,3 1,0

P=0.012
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Figura 92. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con EPID, neoplasias extra-
pulmonares o patologia infecciosa en funcién del tratamiento inmunosupresor suministrado.

Por otra parte, al evaluar el impacto de los tratamientos Inmunosupresores (corticoides
sistémicos y otros grupos de inmunosupresores) en la SG, se encontraron diferencias a
partir de un punto de corte del 10% de neutréfilos, mostrando diferencias entre ambos
grupos de tratamiento como se observa en la figura 93. En pacientes con porcentaje de
neutréfilos menores al 10% el tratamiento con inmunosupresores no-corticoide mostrd
tasas de SG a 20 afios superiores (79,4%, p=0,045) a la de los tratados con corticoides
(66,4%) y similar a la de pacientes sin tratamiento inmunosupresor (77,1%). Sin embargo,
en pacientes con porcentajes de neutrdéfilos superiores al 10%, la SG a 20 afios de ambos
tratamientos fue comparable (52,7% y 54,3%) y muy inferior a la de los pacientes sin

tratamiento inmunosupresor (72,7%, p=0,063).
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Figura 93. Analisis Kaplan-Meier de supervivencia global de pacientes con patologia EPID con cifras
de neutrdéfilos mayores (arriba) o menores (debajo) al 10%, en funcién del tratamiento inmunosupresor

administrado.
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DISCUSION

1. Acerca de las aportaciones de este estudio de tesis

Con el objetivo de evaluar la utilidad de la citometria de flujo en el analisis del contenido
leucocitario del LBA de pacientes con patologia pulmonar, se analizé de forma prospectiva
una cohorte de sujetos amplia, heterogénea y distribuida a lo largo del territorio de la Region
de Murcia, disponible en la Unidad de Citometria del Hospital Clinico Virgen de la Arrixaca.

La relevancia de nuestro estudio radica en los siguientes aspectos:

1) Es el estudio descrito con mayor numero de casos en el que se analice LBA por
citometria de flujo en las patologias pulmonares mas prevalentes (40,42,48,50,67,74—
76,122,208,221-234).

2) Ha permitido realizar un acercamiento a los datos epidemioldgicos de las enfermedades

pulmonares a nivel regional, inéditos hasta el momento.

3) Ha permitido establecer valores de normalidad de las diferentes subpoblaciones
leucocitarias en sujetos sin patologia pulmonar determinadas mediante citometria de flujo,
para una mejor valoracion de las desviaciones observadas en pacientes con patologias
EPID y no-EPID.

4) Ha permitido evaluar la utilidad del recuento leucocitario del LBA para el diagndstico de

las diferentes patologias pulmonares.

5) Ha permitido establecer con exactitud el impacto en la supervivencia global (SG) de los

pacientes de las patologias pulmonares mas prevalentes en nuestra region.

6) Ha permitido establecer parametros de utilidad prondstica en diferentes patologias, que
nos ayudaran a guiar terapias personalizadas y evaluar la eficacia de los diferentes

tratamientos.

2. Acerca de la configuracién de los grupos de estudio

Para poder evaluar la utilidad de la citometria de flujo en el diagndstico de las diferentes
patologias pulmonar, se hace preciso la correcta configuracion de los grupos de estudio, y

sobre todo la correcta catalogacion diagnéstica de los pacientes a incluir en cada grupo de
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patologias. Tal y como hemos descrito en pacientes y métodos, el diagndstico primario se
recogié del veredicto emitido por el comité médico y/o especialista al cargo, acorde con las
guias de la ATS/ERS. Sin embargo, una de las principales limitaciones con la que se ha
enfrentado este estudio de tesis, ha sido la gran heterogeneidad de los datos obtenidos,
provocada por la participacion de multiples equipos clinicos (neumdlogos, internistas,
reumatoélogos, etc.) y diagnésticos (radidlogos y anatomopatélogos) de cada uno de los
hospitales de la Regiéon de Murcia. Aunque el diagnéstico definitivo de las patologias
pulmonares se realiza de forma colegiada, este se ve muy influenciado por la calidad de
los resultados obtenidos en las pruebas de imagen, funcionales y anatomopatolégicas.
Estas pruebas no se realizaban por igual en todos los centros o no se solicitan por igual
por todos los especialistas. Ademas, el detalle y/o la precision en el informe generado por
los radidlogos y anatomopatologos no solo mostraba gran variabilidad intercentro, sino que
incluso se pudo observar elevada variabilidad en los informes emitidos entre los facultativos
del mismo centro. Por ejemplo, con demasiada frecuencia los informes de los
anatomopatologos se limitan a descartar la presencia de células tumorales, sin enumeran
ni describir las poblaciones leucocitarias presentes en el LBA, o solo alguna de ellas. No
obstante, sus informes son “imprescindibles” pues algunas de las caracteristicas que
describen son, per se, patognomaénicas en algunas patologias, por ejemplo, la presencia
de macréfagos alveolares PAS y su correlacion con proteinosis alveolar, y otras entidades
clinicas como el reflujo gastroesofagico. De la misma forma que los hallazgos radiologicos
pueden aportar datos cruciales en el diagnéstico de una EPID, como la presencia de placas
pleurales en la radiografia de térax de pacientes con beriliosis. A pesar de los esfuerzos
por estandarizar el diagndstico radiolégico la variabilidad de criterios entre los especialistas
en radiolégica en la evaluacion de la TACAR denota la necesidad de profesionales
especializados en la interpretacion de la EPID en cada area de salud. Aunque esta
mejorando, con frecuencia, los informes de la TACAR no aportan mas informacién de la ya
descrita en la radiografia de térax. En ambas situaciones hace patente la necesidad de la
designacion de profesionales especializados en el analisis de este tipo de muestras y

patologias.

Por otra parte, algunos pacientes tuvieron su primer analisis de citometria de flujo del LBA
en el entorno de un ingreso en urgencias, debido a exacerbaciones de la enfermedad
primaria causada por procesos infecciosos. Sin embargo, los resultados del analisis
microbioldégico no se podian conocer hasta superar el periodo de incubacion de los cultivos.
Por ello, habitualmente el resultado que se reflejaba en el juicio clinico del informe

correspondiente al ingreso se correlacionaba con la enfermedad de base, reflejando en la
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historia clinica la sospecha diagnoéstica de una posible infeccion que motivo la realizacion
del LBA (aunque no siempre estaba claramente constatado), lo que llevé a busquedas

sucesivas para conocer el diagnéstico definitivo.

Todo ello ha hecho que fuera necesario la reevaluacion del diagndstico de todas y cada
una de las muestras incluidas en el estudio. Este trabajo fue supervisado por los Dr. Ros y

Minguela, directores de este estudio de tesis.

Por otro lado, aunque el objetivo principal de esta tesis fue evaluar la utilidad de la
citometria de flujo en la patologia EPID, era de esperar que siendo el LBA una técnica que
esta indicada para el estudio de otras enfermedades como infecciones o neoplasias, entre
otras, se detectaron muestras correspondientes a otros grupos no-EPID. El interés clinico
manifestado por diversos companeros y principalmente por el Dr. Ros, nos llevé a incluir
diversos grupos de patologias, distribuidas entre patologias EPID y No-EPID, dicha
separacion estuvo sustentada en la bibliografia disponible y a partir de cada grupo,

surgieron nuevos subgrupos.

Grupo control de supervivencia poblacional: Aunque se sabe que la patologia EPID de
predominio fibrosante tiene un importante impacto negativo en la calidad de vida y en la
supervivencia global (SG) de estos pacientes, es dificil encontrar estudios en que la merma
de la esperanza de vida se evallue y compare con la de la poblacién sana del mismo
territorio de los pacientes. Para este fin, se incluyd un grupo control de supervivencia
poblacional que, en nuestro caso, consistié en una serie de sujetos con gammapatia
monoclonal de significado incierto, sin marcadores de mal prondstico (informacion
disponible en el grupo de Inmunologia IMIB-Pascual Parrilla (205). Este grupo constituido
por pacientes sin patologia pulmonar se ha revelado de una importancia crucial para tener
una estimacion de la supervivencia de la poblacion sana a la que poder comparar la
supervivencia de las diferentes patologias EPID y NO-EPID de nuestro estudio, valorar los
parametros pronosticos, determinar cual de ellos presenta mayor impacto en la SG de los
pacientes, e identificar los pacientes con supervivencia comparable a la poblacion sana y
por lo tanto de mejor prondstico. De hecho, gracias a este grupo control, se han identificado
marcadores de valor prondstico entre los componentes celulares del LBA medidos
mediante citometria de flujo y, por tanto, con elevada precision cuantitativa, que permite
identificar pacientes con patologia EPID con riesgo bajo (SG comparable a la poblacién

sana), medio y alto (SG muy disminuida).
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Grupo control de BAL no patolégico: En segundo lugar, se incluyé un grupo control LBA
no patolégico cuyas muestras procedian de pacientes que a lo largo de varios afios de
seguimiento no presentaron evidencias clinicas de enfermedad EPID u otro tipo de
patologia pulmonar. La indicacion de la broncoscopia y LBA en estos casos fue ocasionada
por condiciones clinicas que motivaron la realizacién del LBA con fines diagnésticos. Entre
las causas mas frecuentes fueron la AOS o la hemorragia pulmonar. Este grupo se incluyé
en la serie por su utilidad para establecer las cifras de normalidad mediante citometria de
flujo de las diferentes subpoblaciones leucocitarias en LBA normales. Resultados de gran
relevancia, pues son pocas las series descritas (ver mas adelante) en las que la citometria
de flujo se utiliza para la cuantificacion de las diversas lineas leucocitarias presentes en el
LBA, ya que el analisis citopatoloégico continta siendo en “gold standard” en la mayoria de
los centros. Como unidad de referencia regional, estos datos estan siendo de gran utilidad,
ya que nos han permitido establecer los rangos de normalidad de las diferentes
subpoblaciones leucocitarias en el LBA vy, por tanto, una mejor valoracion de las

desviaciones del patrén normal en las diferentes patologias.

Aunque las cifras de normalidad de los componentes celulares del LBA han sido descritas
fundamentalmente mediante estudio citoldgico. La publicacion de Yamada en 1986 citada
en el estudio de Reynolds establece, a partir de la evaluacion mediante citometria de flujo
de las poblaciones linfocitarias del LBA, que el porcentaje de linfocitos T CD3+ era un
13.8%, los T CD4+ un 6.26%, los T CD8+ un 3.5% vy los linfocitos B CD19+ un 5.3%, con
un cociente CD4/CD8 de 1.9 (234). Estos datos son bastante similares a los descritos en
nuestra serie, en la que los linfocitos T CD3+ son 6.46%, CD4+ 2.84% y CD8+ 2.53%, con
un cociente CD4/CD8 de 1.4. No obstante, aunque parecidas, las cifras de nuestra serie
son aproximadamente la mitad a las descritas por Yamada, esto puede ser debido a
diferentes factores, entre ellos que nuestros pacientes efectivamente no eran controles
sanos, sino principalmente pacientes con AOS o con hemorragias alveolares, o bien a que
los protocolos de analisis de los resultados de citometria fueran diferentes. En este sentido,
hay que tener en cuenta que nuestro protocolo de analisis no excluye las células muertas
y, por tanto, al incluir células muertas como neutréfilos y macréfagos alveolares, es posible
que las cifras de linfocitos se hayan visto reducidas respecto a los valores descritos por
Yamada. De hecho, nuestros datos estan proximos a los valores de linfocitos descritos en
la guia de la ATS (American Thoracic Society) para sujetos sanos determinados mediante
estudio citopatolégico (Meyer et al., 2012),(3), que describen una media de 8.9% linfocitos.
En este estudio, ademas dan un valor promedio de neutrofilos de 1.53% y de 0.28% de

eosindfilos, muy similares a los descritos por nosotros 2.12% y 0.39%, respectivamente.
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Por tanto, aunque nuestro grupo de LBA control sin patologia pulmonar no eran sujetos
estrictamente sanos, los valores de subpoblaciones leucocitarias obtenidas parecen estar
en los rangos esperados en los sujetos sanos. Estos datos nos han permitido establecer
rangos propios de normalidad de cada una de las poblaciones leucocitarias, y estan siendo
utilizados actualmente como valores de referencia en los informes de citometria emitidos

en el analisis de muestra LBA.

Grupo de pacientes no-EPID: Entre los pacientes no-EPID, las patologias mas
representadas en nuestra serie de LBAs fueron patologias de alta prevalencia como la
EPOC y el asma. Algunos sujetos presentaban antecedentes de TBC tratada y resuelta y
otros pacientes en los que el unico dato relevante recogido en la historia clinica era la
presencia de nédulos pulmonares, a quienes se realizd broncoscopia con LBA para
descartar patologia pulmonar o neoplasica. En cualquier caso, los resultados obtenidos en
el estudio de citometria del LBA en estas patologias han tenido menor relevancia, tanto en
el diagnéstico, pues la mayoria cursan con patrones leucocitarios casi normales, con
predominio de neutrdéfilos. En estos grupos, ademas, los parametros con mayor valor
pronéstico en los pacientes EPID tampoco demostraron utilidad, por lo que no se abordara

una discusiéon de estos resultados.

Igualmente, los pacientes con cancer estuvieron bien representados en nuestra serie. En
la busqueda de las causas y los sintomas asociados a enfermedades del tracto respiratorio
que llevan a la realizacion de LBA, se ha descrito que es el cancer de pulmén uno de los
mas frecuentes y mortales a nivel mundial (226). De acuerdo con las afirmaciones de
Meyer, el analisis celular del LBA por si solo es insuficiente para diagnosticar las
enfermedades intersticiales de pulmén, excepto en las neoplasias malignas y algunas
patologias raras de pulmon (3). Por este motivo el LBA continda siendo una técnica
utilizada en pacientes con sospecha de neoplasias de pulmén. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que, en relacion al diagnéstico, el recuento de leucocitos mediante
citometria de flujo no aporta informacién relevante, ya que el patron celular asociado es
similar al del pulmén sano, aunque con un ligero incremento de todas las células
inmunitarias no macrofagicas. Sin embargo, se han encontrado resultados interesantes en
relacion a la capacidad pronédstica de algunas subpoblaciones celulares, concretamente

los linfocitos T CD8+, que discutiremos mas adelante.

Por otro lado, nos encontramos con un grupo nutrido de pacientes con cancer
extrapulmonar, mayoritariamente de origen hematopoyético o linfoide, que en su gran

mayoria terminan desarrollando enfermedades pulmonares debido a reacciones adversas
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a la quimioterapia o la inmunosupresion concomitante al trasplante de médula 6sea. Sélo
una quinta parte de estos pacientes en nuestra serie presentaban metastasis pulmonares.
Algunos casos presentaron infecciones pulmonares, pero estos casos se incluyeron en el
grupo de patologias infecciosas. Por tanto, la gran mayoria eran pacientes con patologia
neoplasica que no presentaban infecciones ni metastasis pulmonares, y, por tanto, se
correspondian principalmente con patologias pulmonares tipo EPID, algunos tipo NIA, con
cifras de neutrdfilos elevadas, pero no tan altas como las observadas en las infecciones.
Es quizas por ese motivo que los marcadores prondsticos se comporten en estos pacientes
de forma mas parecida a como lo hacen en los pacientes EPID, que como lo hacen en
pacientes con cancer primario de pulmén. Como discutiremos mas adelante, es
sorprendente que cifras elevadas de linfocitos totales o de linfocitos T CD8+ se asocien a
buen pronéstico en pacientes EPID en general y en pacientes EPID con tumores
extrapulmonares, mientras que se asocian a mal prondstico en pacientes con cancer
primario de pulmén. Esto sugiere que los mecanismos involucrados en la respuesta
inmunitaria que desencadena la patologia pulmonar son diferentes en la EPID y el cancer

de pulmodn, pero esto debera ser investigados en proyectos disefiados especificamente.

Grupos EPID: Como se ha mencionado de manera reiterada, este fue el grupo principal al
que se dirigid nuestro estudio. Siguiendo las recomendaciones de la ATS/ERS, los
pacientes se dividieron en grupos de acuerdo con la clasificacion propuesta por el comité
multidisciplinar internacional de las neumonias intersticiales idiopaticas (2). Sin embargo,
dos grupos de patologias importantes en dicha clasificacién no pudieron ser evaluados en
nuestra serie. Por un lado, los pacientes con EPID-ETC no pudieron ser englobados como
grupo propio por diversas causas, la principal es que de acuerdo a los protocolos de trabajo
de los grupos actuales las EPID-ETC y ETC, una vez diagnosticadas no requieren de la
realizacion de pruebas invasivas como el LBA (140,235) , por ello esta patologia estuvo
infrarrepresentada en nuestra serie. Por otro lado, algunos de los pacientes con EPID-ETC
se distribuyeron en los diferentes grupos de neumonias intersticiales segun el patron
radioldgico y/o juicio emitido por el clinico. Tal y como describe el estudio retrospectivo de
Oldham et al (236), en nuestra serie las ETC se encontraban distribuidas principalmente
entre los casos de NINE, NIU, NOC y NIL.

Por otro lado, tampoco pudo establecerse un grupo de pacientes con patologia EPID
asociada a farmacos o radioterapia, en parte debido a su baja prevalencia, escasez de
datos y diversidad de farmacos detectados. De manera que en general, estos casos se

incluyen dentro del grupo NIL. Los farmacos relacionados con esta patologia dentro de la

187



serie fueron en primer lugar la amiodarona, seguido de los betabloqueantes, metotrexato,

rituximab, isoniazida, nitrofurantoina, ciclofosfamida, triptizol y paroxetina.

Las patologias menos frecuentes como linfangioleiomiomatosis (LAM), proteinosis
alveolar, microlitiasis alveolar o EPID asociadas a enfermedades hereditarias no fueron
incluidas en esta tesis por no disponer de casos suficientes para establecer grupos propios.
La amiloidosis no fue incluida por pertenecer al grupo de enfermedades hematoldgicas,
que se estimé presentaban alteraciones no comparables con el resto de los grupos en el
LBA.

La NH se reunié en un uUnico grupo amplio, sin diferenciar por el agente causal, dada la
dificultad para establecer su relacién directa en cada caso. Tampoco se ha realizado una
discriminacion entre las formas agudas, subaguda y crénica, dato raramente reflejado en
las historias clinicas. No obstante, si han sido muy frecuente los pacientes en contacto
profesional o aficionado con aves, lo que nos ha permitido establecer la utilidad de los

valores prondstico en estos casos, como veremos mas adelante.

El grupo de patologias pulmonares asociadas a neumoconiosis (silicosis, asbestosis,
antracosis o beriliosis) se han considerado de forma conjunta, ya que las dos ultimas son
raras y, las dos primeras, aunque mas frecuentes, no permitian hacer estudios estadisticos

adecuados por separados.

El grupo sarcoidosis incluyd pacientes con manifestaciones clinicas e histopatolédgicas
compatibles con esta enfermedad. La sarcoidosis es una enfermedad de presentacion
relativamente temprana (segunda o tercera década de vida) que tiene 4 estadios bien
diferenciados, siendo el grado IV el que evoluciona a patrones fibréticos pulmonares con
mayor probabilidad. Para la inclusién de estos pacientes en el grupo de esta tesis, nos
hemos encontrado con diversas dificultades, la principal es que no siempre se reflejaba en
las historicas clinicas el estadio de la enfermedad, de manera que los casos con estadios
mas tempranos podian presentarse sin grandes alteraciones en el perfil celular del cociente
CD4/CD8. Por otro lado, los anatomopatdlogos en ocasiones describen lesiones de
aspecto sarcoideo, que no siempre se asocian a sarcoidosis. En algunos casos nos hemos
encontrado con pacientes sin rasgos clinicos o evolutivos o patrones celulares tipicos de
sarcoidosis que estaban catalogados en las historias clinicas como “sarcoidosis”. Cuando
la evidencia de una clasificacién incorrecta era muy clara, estos casos fueron excluidos. En
otros casos, eran pacientes que presentaban cuadros infecciosos que terminaron siendo
incluidos en el grupo de infecciones.
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Para definir apropiadamente el grupo de eosinofilia pulmonar fue necesario el analisis
retrospectivo de algunas de muestras, pues en algunos casos se habian identificado
neutréfilos erroneamente como eosindfilos, dada la complejidad que veces existe para
diferenciar los neutréfilos de los eosindfilos, particularmente en los paneles de estudio
realizados con citdmetros de menor resolucién. Con la mejora de la citometria, actualmente
es inequivoca la identificacién de los eosindfilos, y por tanto mas probable identificar

correctamente este tipo de patologias.

El grupo EPID-inclasificables representa el 10% de las EPID en algunas series,
atribuyéndose la dificultad del diagnéstico a la imposibilidad de realizar una biopsia
quirdrgica que permita establecer el diagnostico definitivo como consecuencia del alta
riesgo quirdrgico (134). En nuestra serie se incluyeron en este grupo 80 casos de los 726

EPIDs (11.02%), y por tanto en la linea de otros estudios.

Grupos de patologia pulmonar aguda: En este grupo se encuadraron pacientes que, por
su presentacion clinica abrupta, generalmente requirieron ser atendidos en urgencias.
Posteriormente no pudieron ser encuadrados en ninguna de las patologias EPID o no-EPID
descritas arriba. Igualmente, el grupo de las infecciones también incluia pacientes que con
patologias EPID o no-EPID conocidas, que presentaban exacerbaciones de sus patologias
debido a procesos infecciosos pulmonares. Fueron incluidos en el grupo de infecciones al
tratarse de una situacion clinica y analitica ajena a la situacion basal del sujeto, y que por
tanto podrian enmascarar el verdadero contenido celular que caracteriza a cada una de las
diversas patologias de base. De hecho, las infecciones no permitian valorar/evaluar el
contenido celular de las EPID o de la enfermedad de base, ya que las infecciones cursaban,
en general, con cifras de neutréfilos muy elevadas. En cualquier caso, la elevada frecuencia
de casos con infecciones esta soportado por el hecho de que el LBA es la técnica de
eleccion en el diagndstico de las infecciones oportunistas del enfermo inmunodeprimido,
también es muy eficaz en el diagndstico de la infeccidn por Pneumocystis jirovecii(237) o

asociada a ventilacién mecanica (238).

3. Acerca de las aportaciones de las pruebas radiolégicas y funcionales

Dada la gran relevancia de las pruebas radiolégicas y funcionales en el diagnéstico y
seguimiento de las patologias pulmonares, los clinicos y en particular el nheumdlogo
codirector de esta tesis, estuvieron muy interesados en la recoleccion de estos resultados,
y asi poder evaluar en qué medida habian contribuido al manejo clinico de los pacientes.
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Sin embargo, durante la recoleccién de estos datos nos hemos encontrado importantes
dificultades, tanto en la incorporacién de datos como en la interpretacién de los resultados.
Aunque gran parte de los pacientes tenian resultados de las pruebas de imagen recogidos
en la histdrica clinica, no fue asi en todos los casos, bien porque no se realizaran, o porque
no se reflejaban en la historia. En cualquier caso, una vez mas es indicativo de la alta
heterogeneidad en el manejo clinico que nos hemos encontrado en los pacientes con
patologia pulmonar de nuestra region. Tanto se observd variabilidad elevada en las
pruebas de imagen, y falta de disponibilidad de las pruebas funcionales, quizas por falta
del equipamiento necesario en los hospitales periféricos, ya que estuvo disponible sélo en
un tercio de nuestros pacientes, por lo que la recogida de esta informacion en nuestra serie

ha producido resultados de menor significacion.

A modo de resumen (tabla 33), se muestra un analisis comparado de los resultados
observados en los patrones radiolégicos en los pacientes de nuestra serie para las
diferentes patologias, frente al patrén descrito en la literatura como mas frecuente en cada
una de ellas. De este analisis se infiere que, en general, los datos radioldgicos asociados
a los pacientes de nuestra serie son equiparables a los descritos en la literatura(8,239—
242). Y, por tanto, soporta una catalogacion diagnéstica adecuada de los pacientes de
nuestra serie por parte de los clinicos a cargo. Con ello, la serie se valida y cobra valor,
para poder evaluar adecuadamente la utilidad de la citometria de flujo en el diagnéstico de

la patologia pulmonar.

A pesar de las directrices publicadas en 2017 por la ATS, que recomiendan el uso rutinario
de FVC, FEV1 y FEV1/FVC (245), en nuestra serie las pruebas funcionales se han
realizado con muy escasa frecuencia, o bien los resultados no se han reflejado en las
historias clinicas electrénicas. Las pruebas de funciéon pulmonar son una herramienta
basica para confirmar la presencia de una EPID, valorar su gravedad y monitorizar la
progresion o la respuesta al tratamiento, pero carecen de utilidad en el diagndstico de
entidades especificas (246), y es por esto ultimo que quizas se hayan utilizado con menor
frecuencia en los pacientes de nuestra region. Igualmente, es posible que la falta de dichas
pruebas en algunos de los hospitales periféricos de nuestra region durante la primera
década de los 2000, haya dificultado el acceso a las pruebas funcionales de los pacientes
de nuestra serie. No obstante, nuestros resultados muestran que muchos pacientes
presentaban disfuncién ventilatoria restrictiva, con capacidad DLCO reducida

significativamente en NH, NIU y NIL.
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Tabla 33. Patrones radioldgicos consenso descritos

correlacioén con los resultados de la serie

Patologia EPID

Hallazgos tipicos en la TAC

Patrén radiolégico dentro de la serie

NIU

. Predominio basal y subpleural

. Anomalias reticulares
Panalizacion con o sin
bronquiectasias de traccion.
Ausencia de otros hallazgos no
relacionados con el patron de NIU
(predominio en campos medios o
superiores, predominio
peribroncovascular, extensa
afectacién en vidrio deslustrado
predominando sobre la afectacion
reticular, numerosos
micronédulos, quistes aislados,
atenuacion en mosaico difuso o
atrapamiento aéreo o
consolidacion)

(68)

La NIU estuvo representada por la fibrosis, el
patron reticular y en panal de abeja, distribucion
en los lébulos superiores como medios, bilateral,
ademas de un patrén alveolo intersticial.

. Afectacion en vidrio deslustrado extensa

Se observoé durante el seguimiento de los sujetos,
que la progresion natural fue heterogénea, puesto
que mientras algunos sujetos permanecieron
estables durante algun tiempo, otros mostraron
progresion mas rapida, con tendencia a
exacerbaciones infecciosas, presentando mayor
demanda en pruebas radioldgicas.

NIA Consolidacion parcheada y Grupo pobremente representado, ya que la
opacidades en vidrio deslustrado mayoria de los casos se trataban de pacientes en
a menudo con areas respetadas situacion critica e ingresados en UCI, carentes de
Bronquiectasias de traccion (fase | informe radiolégico, sin embargo, predominaban
tardia) las consolidaciones parcheadas y el patrén en
Distribucion: difusa (2) vidrio deslustrado.
NINE . Vidrio deslustrado bilateral,
. Opacidades reticulares con . Vidrio deslustrado bilateral
bronquiectasias de traccion. . Predominio de fibrosis,
. Bronquiolectasias de predominio | . Patrones coexistentes; reticular y vidrio
basal. imagenes en panal (suelen | deslustrado bilateral.
estar ausentes en el momento del | . Distribucién periférica en Iébulos superiores,
diagnostico), pero pueden inferiores y bilateral.
aparecer durante la evolucion.
. Cuadro fibrético predominante,
Distribucion: periférica, subpleural
(no subpleural en el 20%), basal,
simétrica.(2)
BR-EPID . Engrosamiento de la pared . patrén nodulillar,
bronquial Nédulos . vidrio deslustrado
centrolobulillares . Distribucion difusa
. Areas parcheadas en vidrio
deslustrado
Distribucion: difusa (2)
HPCL . Patron quistico, con localizacién | Pese al escaso numero de sujetos, predominé el
en Iébulo superior. Un aspecto patrén quistico
variable segun el estadio de la
enfermedad, desde pequefias
opacidades nodulares
peribronquiolar hasta multiples
quistes de forma irregular,
existiendo predileccién por la
zona media y superior (171,243)
NID . Opacidades en vidrio . Patron reticular
deslustrado . Opacidades en vidrio deslustrado
. Opacidades lineales y afectacion | . Patron alveolo intersticial,
reticular . Distribucién en Iébulos inferiores.
. Distribucion: Lobulos inferiores
Periférica en la mayoria de los
casos
NOC Consolidacién parcheada y/o . Patrén alveolo intersticial bilateral, con una
Nédulos distribucién tanto en Iébulos superiores como
Distribucion: inferiores
Predominio en Iébulos inferiores
NIL Engrosamiento septal y . Alveolo intersticial, escasa descripcion del

peribroncovascular Nédulos

patron peribroncovascular, algunos nédulos.
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centrolobulillares Atenuacién en
vidrio deslustrado Quistes de
pared fina

Distribucion: difusa

. Distribucion difusa

EPID
inclasificables

Superposicion de
radiologicos

patrones

patron nodulillar y alveolo intersticial con una
distribucion en l6bulos superiores, inferiores e
incluso difusa, muy heterogéneo e inespecifico

Neumoconiosis

Los radidlogos diagnostican la
neumoconiosis basandose en la
profusién, la forma y el tamafio de
las opacidades neumoconiosis. El
nivel de profusién de pequefas
opacidades representa la
concentracion de pequenas
opacidades en las zonas
afectadas del pulmén, lo que
puede reflejar el grado de
neumoconiosis. (163)(244)

patrén radiolégico nodulillar, con localizacién en
I6bulo superiores y afectacion bilateral

se separa de la descripcion general por una
distribucion difusa

NH

hallazgos radiologicos
dependientes de la fase
clinica(239)

distribucion equitativa de los patrones nodulillar y
alveolo intersticial, difusa en lébulos superiores e
inferiores y afectacion bilateral. La fibrosis fue
menos preponderante en esta patologia

Sarcoidosis

El hallazgo mas tipico es la
presencia de adenopatias hiliares
bilaterales y patron difuso de tipo
reticular y nodular que afecta
predominantemente a los campos
medios y superiores del
parénquima pulmonar en ambos
pulmones(37)

patrén nodulillar, de distribucion difusa 'y
preferencia en los Iébulos inferiores y superiores,
con afectacion bilateral

En nuestra serie, el patrdn reticular estuvo muy
poco representado, sugestivo de una incidencia
de fibrosis baja.

Neumonias
eosinofilas

Dos tipos de patrones: 1)
infiltrados bilaterales perihiliares y
migratorios, asociados a
neumonias eosinofilas agudas y
2) infiltrados bilaterales y
periféricos, caso menos
frecuentes y asociados a
neumonias eosinofilicas
cronicas(52,242)

Patrones alveolo-intersticial y nodulillar con
distribucion en l6bulo superior y multifocal.

En los ultimos afios se han estudiado las implicaciones pronésticas de la exploraciéon
funcional respiratoria en la EPID, con la mayoria de los trabajos realizados sobre casos
con FPI y NINE. La evaluacion funcional inicial se ha revelado imprecisa y a veces
contradictoria desde un punto de vista pronéstico(91) (247). No obstante, la evolucion en
el tiempo de las variables fisioldgicas es un buen método para predecir la supervivencia en
la EPID. Una caida del 10% o mas en la capacidad vital forzada (FVC) en los primeros 6
meses de seguimiento es el mejor indicador de mal prondstico (248,249). Nuestros datos
confirman estos resultados, pues muestran que DLCO mas bajas (<55.5%) se asocian muy
significativamente con SG mas corta. Pero lo mas importante es que es en los pacientes
sin fibrosis pulmonar en los que este parametro se muestra mas determinante y, por tanto,

a diferencia de los estudios anteriores realizados en pacientes con FPI y NINE, nuestros
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resultados sugieren que esta prueba debe realizarse (también) en pacientes con

enfermedad menos avanzada.

Por otro lado, nuestros resultados igualmente demuestran la gran complementariedad de
los estudios funcionales y del recuento leucocitario del LBA, ya que juntos al combinar el
valor predictivo del cociente-Linfocito/Neutréfilo del LBA y la DLCO<55.5% se obtienen la
mayor capacidad predictiva en los pacientes con patologia pulmonar. Asi, en relacion con
los grupos pronésticos determinados por la relacién entre linfocitos y neutrofilos del LBA 'y,
que discutiremos extensamente mas adelante, el grupo de pacientes con riesgo intermedio
(casi el 50% de los casos) es en el que la DLCO muestra mayor valor predictivo,
identificando un tercio de pacientes de prondstico intermedio que en realidad tiene muy mal
pronéstico, dejando 2 tercios de pacientes con un prondstico semejante a los pacientes de

buen prondstico, esto es, con linfocitos > 7% y neutrofilos <5% en el LBA.

En su conjunto la recogida de datos radioldgicos y funcionales en nuestra serie nos ha
permitido comprobar que es necesario hacer un esfuerzo a nivel regional para estandarizar
el manejo clinico de estos pacientes, con un acuerdo que englobe a todos los clinicos
responsables de estas patologias en cuanto a: 1) que patologias y en qué momentos
requieren pruebas de imagen y/o funcionales; 2) que resultados y como deben recogerse
y valorarse en la historia clinica del paciente (mejor aun si se crearan formularios
estandarizados que faciliten estudios prospectivos o retrospectivos); 3) que informacion
minima relevante debe contener los informes emitidos por los equipos de radiologia y de
neumologos que realicen la pruebas funcionales, en los que se describan que datos se
deben informar y como, para que sean utiles y faciles de interpretar por los clinicos. No
menos importante, deberia consensuarse que especialidad ha de liderar el manejo clinico
de estos pacientes. Aunque este punto es complejo, ya que la patologia pulmonar suele
asociar comorbilidades que involucran a diversas especialidades. En cualquier caso, lo
referente a pruebas funcionales y de imagen pulmonar, deberia estar coordinado por un

equipo multidisciplinar que integre neumdlogos, junto al resto de especialidades.

En definitiva, aunque las pruebas de imagen son imprescindibles para el correcto manejo
clinico de la patologia pulmonar, no siempre ofrecen resultados concluyentes que permitan
la correcta catalogacion de la patologia y, por tanto, continda siendo conveniente combinar
estas pruebas con los datos de la celularidad del LBA y por supuesto con los estudios
histopatolégicos, que en con frecuencia son definitorios de la patologia. Ademas, las
pruebas funcionales son importante, tanto en estadios avanzados como tempranos de la

enfermedad, por su elevado valor predictivo cuando se combina con la cuantificaciéon de
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las células en el LBA, realizada esta por citometria de flujo, ya que ofrece recuentos mas

precisos.

4. Acerca de utilidad de la citometria de flujo del LBA en el diagnéstico de la patologia
pulmonar

Al revisar la bibliografia, se puede apreciar que, a dia de hoy, la técnica estandar para
analizar el contenido celular del LBA contintia siendo el analisis citopatoldgico, estando la
citometria de flujo mayormente relegada a la caracterizacion de las subpoblaciones
linfocitarias, principalmente CD4 y CD8 (250), (59), (251), (251), (54), (252),(221). Sin
embargo, poco a poco, nhuevos grupos van incorporando la determinacion de las
poblaciones leucocitarias para el diagnéstico de la patologia pulmonar. Algunos de los
trabajos precursores en el uso de la citometria de flujo para la cuantificacién de macréfagos
alveolares, neutrdfilos y linfocitos son los de Pablo Tutor-Ureta (253) en el Hospital Puerta
de Hierro de Madrid en 2006 o el de Lourdes Tricas y col (67) en el hospital central de
Asturias en 2012. El trabajo de Shanthikumar y col (254) describe como cuantificar
simultaneamente macrofagos alveolares, linfocitos T (CD4 y CD8), linfocitos B, células NK,
células dendriticas, granulocitos y monocitos (CD16+/CD16-) en el BAL de nifios con
patologia pulmonar. Otros estudios han perfilado la composicion celular del LBA en adultos,
como el de Yu y col (255), que desarrollaron un protocolo que identificaba macréfagos
alveolares, neutrdfilos, mastocitos, eosindfilos, basdfilos, células dendriticas y monocitos.
En el trabajo indican que las células mieloides constituian el 81% de todas las células
inmunitarias, entre las que los macréfagos alveolares eran el 97%, lo que significa que el
resto de las células mieloides (neutrdéfilos, eosindfilos, basdfilos, etc.) raramente estarian
por encima del 1% de las células del BAL. Freeman y colegas (256) analizaron el BAL de
una cohorte de sujetos adultos con enfermedad pulmonar obstructiva cronica EPOC,
identificando una proporcion variable de macréfagos alveolares, neutréfilos, células T CD4
y CD8, monocitos clasicos (CD14+1CD16-), monocitos no clasicos (CD14dim y CD16+),

monocitos intermedios (CD14+CD16+), eosindfilos y células dendriticas.

Basado en estos trabajos y teniendo en cuenta las mejoras tecnolégicas y analiticas en
citometria de flujo, nuestro grupo ha disefiado sucesivos paneles de 4 (entre 1998 y 2006),
8 (entre 2006 y 2020) y 12 (desde 2020) marcadores que han permitido incorporar a la
rutina de trabajo del laboratorio de citometria de flujo del Hospital Virgen de la Arrixaca la
caracterizacion de la mayoria de las subpoblaciones leucocitarias: macréfagos alveolares,

neutroéfilos, eosindfilos, linfocitos (y sus subtipos T, B y K), células dendriticas CD1a+ y
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basdfilos (en el ultimo panel de 12 marcadores). Con la ventaja que este analisis es rapido,
pues no lleva mas de 30 minutos desde la recepcién de la muestra hasta la obtencién de
resultados, ademas de preciso ya que el recuento de las diferentes subpoblaciones
celulares se realiza sobre cientos de miles de células y no sobre unas pocas centenas a
las que se limitan los estudios citopatoldgicos. Por dltimo, este tipo de analisis es mas
objetivo, pues las ventanas de analisis estan prefijadas, contribuyendo a minimizar la

variabilidad entre los diferentes analistas.

En este punto, creemos de gran importancia discutir la relevancia y el impacto que puede
haber tenido en nuestro estudio la inclusion del total de leucocitos (incluidas las células
muertas) en el analisis de citometria. Es practica habitual en citometria de flujo incluir
colorantes (Ej. 7 actinomicina D) para excluir del analisis las células muertas y apoptoticas.
Sin embargo, esta practica puede distorsionar significativamente la distribucion de las
subpoblaciones leucocitarias en el LBA, debido a la diferente mortalidad de los distintos
leucocitos. Los granulocitos (y en particular los neutrdfilos) tienen una vida media mas corta
y son mas sensibles que los linfocitos a la mortalidad en condiciones adversas. Esto cobra
especial relevancia si tenemos en cuenta que el LBA es una parte del contenido de los
alveolos y bronquios y, por tanto, de leucocitos que se han extravasado desde el
parénquima pulmonar. Estas células una vez en la luz del alveolo, desprovistas de riego
sanguineo, comienzan a morir rapidamente. Esta mortalidad se acentia en medios pobres,
como es la solucion salina con la que se suelen realizar estos estudios. Dado que las cifras
elevadas de neutrdfilos es una caracteristica definitoria de algunas patologias pulmonares
(principalmente en infeccion y NIA), la proporcién/relacion entre linfocitos y neutréfilos
puede verse alterada si excluimos las células muertas. Esta relacion, como veremos mas
adelante, es el parametro con mayor valor prondstico en los pacientes con patologia
pulmonar y, en particular, con patologia EPID. Por ello, creemos que la decision de incluir
las células muertas en nuestro analisis de citometria ha sido un factor decisivo de los
buenos resultados observados en el valor prondstico de la relacion neutréfilo/linfocito.
Ademas, puede haber contribuido en minimizar el impacto que el tiempo y las condiciones
de trasporte desde los diferentes hospitales de la region, puedan haber tenido en la
cuantificacion de las subpoblaciones leucocitarias. No obstante, para confirmarlo, serian
necesarios estudios de control disefiados especificamente para valorar el impacto del

trasporte y del tiempo de procesamiento de las muestras.

La amplitud de la muestra analizada en este estudio de tesis ha permitido valorar la utilidad

de los estudios de citometria de flujo en LBA para la orientacion diagnostica de los
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pacientes con patologia pulmonar. En primer lugar, hay que destacar su gran relevancia,
por su rapidez y precision, en la deteccién de posibles patologias infecciosas
(independientemente de la patologia de base del paciente). En estos pacientes se detecta
un fuerte incremento en las cifras de neutrdfilos, que llevan a cocientes Neutrdfilos/Linfocito
tan elevados que permiten diferenciar las patologias infecciosas del resto de EPID y no-
EPID. Nuestros datos indican que cifras superiores a 12.05% de neutrdfilos y sobre todo
cifras superiores a 1.635 de ratio Neutrdfilo/Linfocitos se asocian a patologia infecciosa con
cifras relativamente altas de sensibilidad y especificidad. Esto permite una orientacion
terapéutica temprana, para establecer tratamientos contra la infeccion y postponer
tratamientos con corticoides. No obstante, otras patologias como NIA, NIU y BR-EPID
pueden cursar también con incrementos de neutréfilos que, aunque menos cuantiosas, nos
debe hacer ser cautos en la toma de decisiones. En este sentido, Raghu y col (3), describe
como patologias con incrementos en las cifras de neutréfilos en el LBA > 3% las ETC, FPI,
neumonia por aspiracion, infecciones bacterianas y fungicas, bronquitis, asbestosis,
bronquitis en general, sindrome de distrés respiratorio agudo y dafio alveolar difuso. No
obstante, en nuestra serie las patologias infecciosas en general (bronquitis, neumonias,
independientemente del agente etiolégico implicado) presentan cifras de neutrofilos muy
superiores (45.75%+1.8) al resto de patologias (10.3%+0.44) o los LBA de sujetos sin
patologia pulmonar (2.12%0.19) o incluso a la NIA (24.82%+5.14). Raghu y col, describen
que incrementos superiores al 50% de neutréfilos se asocian a infeccion o a dafo

pulmonar.

Igualmente es de gran utilidad en la caracterizaciéon de la neumonia eosindfilay en la HPCL,
en las que la deteccion de cifras elevadas de eosindfilos o células dendriticas CD1a+, por
encima de los valores de corte establecidos en esta memoria de tesis (3.44% y 1.4%,
respectivamente para eosindfilos y células dendriticas), permite una aproximacion
diagnostica rapida y bastante precisa. Algunos autores (2)(40) establecen un valor > 1%
para un grupo de enfermedades como las neumonias eosinofilicas, neumonitis inducidas
por medicamentos, trasplante de médula 6sea, enfermedad de hodgkin, asma, bronquitis,
sindrome de Churg-Strauss, aspergilosis broncopulmonar alérgica, infecciones
bacterianas, fungicas, por helmintos e infeccion por P. jiroveci. Los autores afirman que el
recuento diferencial de eosindfilos >25% es virtualmente diagndstico de neumonia
eosindfila cronica o aguda. En nuestra serie 9 de los 15 pacientes catalogados de
neumonia eosindfila tuvieron cifras por encima del 25%, los 6 restantes presentaron valores

entre el 3.5% y el 16.8%, por lo que cifras por debajo del 25% no son excluyentes de dicha
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patologia. En cualquier caso, el 3% de eosindfilos es muy superior a las cifras de

normalidad descritas en esta memoria, 0.38%+0.3.

Las patologias que cursan con elevaciones en las cifras de linfocitos en los analisis de
citometria, sarcoidosis, NH, NOC y NIL, también son faciimente diferenciables del resto de
patologias EPID y no-EPID, con un punto de corte de 21.56% de linfocitos sobre el total de
células del LBA, con buena sensibilidad y especificidad. Estas cifras estan en linea con las
descritas por Raghu y col (3,209), que estiman que un recuento diferencial superior al 25%
es altamente sugerente de sarcoidosis, NH, enfermedad crénica por berilio, NINE, reaccion
a medicamentos, NIL, NOC, o linfoma. No obstante, en nuestra serie solamente la
sarcoidosis, NH, NOC y NIL presentan elevaciones tan prominentes de linfocitos. La
sarcoidosis, especialmente en sus estadios mas avanzados, presenta cifras de linfocitos
elevadas que se acompanan de cocientes CD4/CD8 tan altos que permiten establecer
puntos de corte (cociente CD4/CD8 > 2.13) para separar esta enfermedad de la NH, NIL y
la NOC. Este punto de corte es muy similar al descrito por un estudio realizado en Sevilla
en el que describen una mediana para el cociente CD4/CD8 en pacientes con sarcoidosis
de 2,3(221), pero mas bajo al descrito por Raghu y col (3,40,43), que determinan que
cocientes CD4/CD8 > 4 son altamente especificos de sarcoidosis en ausencia del aumento
de otras células inflamatorias. Desafortunadamente, la falta de informacién del estadio de
la enfermedad en muchos de los pacientes con sarcoidosis hara necesario futuros estudio
que nos permitan comprobar si la desviacién del cociente CD4/CD8 se incrementa con la

severidad de la enfermedad, y con ello su capacidad diagnostica.

El resto de las patologias con elevacion en las cifras de linfocitos son mas dificiles de
diferenciar entre si en base a los datos de citometria, por lo que continian siendo
imprescindibles los datos clinicos, radiolégicos y anatomopatolégicos para su correcta
catalogacion. No obstante, la NIL mostraba una tendencia a presentar un predominio de
los linfocitos T CD8 sobre los CD4, aunque esto pudo deberse a la presencia de
abundantes pacientes NIL-HIV en nuestra serie. Ademas, la NH cursa con los mayores
valores de linfocitos totales (48.6%+3.11) y cocientes CD4/CD8 mantenidos (2.53%+0.58),
esto esta en linea con lo descrito por Raghu y cols (3,40,43) que establecen que recuentos
igual o superior al 50% de linfocitos sugieren NH. Sin embargo, ni los andlisis
convencionales ni los analisis de clusters han permitido establecer puntos de corte para

diferencias estas tres patologias ricas en linfocitos.

Por otro lado, existen multiples patologias EPID (NID, NINE, Neumoconiosis y BR-EPID) y

otras no EPID (asma, EPOC, nédulos pulmonares, TBC y el cancer) que, aunque cursan
197



con cifras mas elevadas de células inflamatorias que los LBA de sujetos sin patologia
pulmonar, mantienen el patrén leucocitario de predominio de macréfagos vy, por tanto, son

dificiles de separar entre si en base a los resultados de la citometria del LBA.

A pesar de que se ha llegado a cuestionar la utilidad del estudio del LBA en el manejo
clinico de la enfermedad pulmonar intersticial (76) (228) y de que la ATS haya llegado a
afirmar que la citometria de flujo del LBA posee escaso valor en el diagnéstico de las
enfermedades que afectan el pulmon (3), hay un hecho por encima de todos que respalda
la utilidad de la citometria de flujo en el estudio del LBA, y es que desde finales de los 90,
cuando se comenzaron a realizar estos estudios, todos los equipos de neumologos de la
region han ido remitiendo los LBA de sus pacientes a nuestra unidad de citometria.
Actualmente se ha convertido en un analisis habitual en nuestro laboratorio, que supera el
medio millar de muestras cada ano. Por tanto, en la actualidad la citometria de flujo del
LBA es una técnica que complementa al estudio citopatoldgico del LBA, pues existen
caracteristicas morfolégicas de las células o de deposicion de materiales, que la citometria
no es capaz discriminar, por el momento, ya que las nuevas generaciones de citometros
tomaran fotografias de cada una de las células o particulas que analiza, y, por tanto,
podremos analizar caracteristicas morfoldgicas junto a las sefiales de fluorescencia. No
obstante, nuestros resultados demuestran que la citometria de flujo multiparamétrica ofrece
una clara ventaja en la cuantificacion rapida, precisa y objetiva de las subpoblaciones

leucocitarias y linfocitarias del LBA.

A continuacion (tabla 34), se muestran las compatibilidades diagndsticas EPID en funcién

de los patrones celulares observados en la citometria del LBA.

- Patrones con predominio de linfocitos asociados a sarcoidosis, NH, NIL y NOC
que deben sospecharse con cifras de linfocitos > 21.6%, pero que son mucho mas
probables con cifras de linfocitos > 48.2%.

o La sarcoidosis que debe sospecharse con cifras de linfocitos > 21.6% vy
cocientes-CD4/CD8 > 2.13, pero que son mucho mas probables con
cocientes-CD4/CD8 > 5.6.

o La NIL que debe sospecharse con cifras de linfocitos > 21.6% y cocientes-
CD4/CD8 < 08, pero que son mucho mas probables con cocientes-CD4/CD8
<0.27.

- Patrones con predominio de neutroéfilos asociados a infecciéon, NIA, NIU y BR-
EPID que deben sospecharse con cifras de neutréfilos > 12.1%, pero que son

mucho mas probables con cifras de neutrofilos > 45.0%.
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o Las infecciones que deben sospecharse con cifras de neutréfilos > 12.1%,
y cocientes-Neutrofilo/linfocito > 1.65, pero que son mucho mas probables
con cocientes-N/L > 15.2.
Patréon con predominio de eosinéfilos asociados a neumonia eosindfila que
deben sospecharse con cifras de eosindfilos > 3.44%, pero que son mucho mas
probables con cifras de neutrdfilos > 4.5%.
Patréon con aumento de células dendriticas CD1a+ asociados a HPCL que deben
sospecharse con cifras de C. dendriticas > 1.4%, pero que son mucho mas
probables con cifras de C. dendriticas > 3.0% (3)
Los patrones con predominio de macroéfagos alveolares asociados a NINE,
NID, neumoconiosis y EPID-inclasificable que deben sospecharse con cifras de
macrofagos > 75%, y cifras mantenidas para el resto de las subpoblaciones
leucocitarias (Linfocitos < 21.6% & Neutrofilos < 12.1% & Eosindfilos < 3.44% & C.
Dendriticas < 1.4%).
Patron sin alteracion, asociado a pacientes sin indicios de patologia pulmonar
demostrable, que deben sospecharse con cifras de macrofagos > 89.0%, y cifras
mantenidas para el resto de las subpoblaciones leucocitarias (Linfocitos < 10.0% &
Neutréfilos < 2.0% & Eosindfilos < 0.5% & C. Dendriticas < 0.6%).

Tabla 34. Compatibilidades diagnésticas en patologia EPID segtin patrén celular del LBA

Tipo EPID? Condicion Sensibilidad Especificidad Especificidad>95%?2
Predominio - Sarcoidosis, NH, Linfocitos > 21.6% 73.0% 81.7% Linfocitos>48.2%
Linfocitos NIL y NOC
- Sarcoidosis Cociente-4/8 > 2.13 97.6% 74.9% Cociente-4/8>5.6
& Linfocitos > 21.6%
-NIL Cociente-4/8 < 0.8 79.0% 67.5% Cociente-4/8<0.27
& Linfocitos > 21.6%
Predominio - Infeccion, NIA, NIU, Neutréfilos > 12.1% 86.0% 76.0% Neutréfilos>45.0%
Neutréfilos BR-EPID
- Infecciones Cociente-N/L3>1.65 & 77.2% 74.9% Cociente-N/L>15.2
Neutréfilos>12.1%
Predominio - Neumonia Eosindfilos > 3.44% 100% 94.1% Eosinodfilos > 4.5%
Eosinofilos Eosinofila
Aumento - HPCL C.Dendriticas>1.4% 67.0% 90.0% C.Dendriticas>3.0%*
C.Dendriticas
Predominio NINE, NID, Macréfagos > 75% & Linfocitos < 21.6% & Neutréfilos < 12.1% & Eosindfilos <
Macroéfagos neumoconiosis & 3.44% & C. Dendriticas < 1.4%
EPID-inclasificable
Sin alteracion - Sin patologia Macréfagos > 89% & Linfocitos < 10.0% & Neutréfilos < 2.0% & Eosindfilos < 0.5%
pulmonar & C. Dendriticas < 0.6%

1 esta clasificacion es valida sélo para patologias EPID e infecciones pulmonares. No se incluye EPOC, Asma o Céancer.
2 para conseguir una especificidad > 95%, se tienen que dar cifras superiores o inferiores a lo indicado en cada caso.

3 cociente-Neutrdfilo/Linfocito.

4 dato extraido de Meyer y col. 2012 (3)

Estos datos deben ser interpretados en conjunto con el resto de los datos clinicos y de pruebas diagndsticas.

199



Teniendo en cuenta todo lo anterior, no debemos olvidar que la citometria de flujo
simplemente aporta un dato mas, de mayor o menor utilidad, a la informacion clinica,
radiolégica, de pruebas funcionales y anatomopatoldgicas que los clinicos deben tener en
cuenta para la adecuada catalogaciéon diagndstica y terapéutica de las diferentes

patologias pulmonares.

5. Acerca de los marcadores pronésticos que aporta la citometria del LBA a la
patologia pulmonar

Se han propuesto diversos modelos que estiman el riesgo de mortalidad en FPI(257) o
EPID general (258) para guiar el tratamiento clinico de estos pacientes. Estos modelos han
tenido en cuenta los sintomas clinicos, la funcién pulmonar, la extension de la NIU e incluso
la puntuacion del indice de comorbilidad de Charlson (CCIS) (ILD-GAPC) (258). Sin
embargo, en estos modelos no se han incluido las células inmunitarias que estan
implicadas en el deterioro pulmonar y/o el proceso fibrético. Sin embargo, como
discutiremos en este aparatado, nuestros resultados muestran que los linfocitos y los
neutrofilos, células que con mayor frecuencia infiltran el pulmén en la EPI, juegan un papel

decisivo y opuesto en la evolucion clinica de los pacientes.

En 2001 King y col, describen un score predictivo para FPI a partir de los datos clinicos,
radiolégicos y fisiologicos (CRF) de los pacientes, que parecia correlacionarse con el
alcance y la gravedad de las caracteristicas histopatolégicas (fibrosis, celularidad,
deposicion de tejido). Utilizando este modelo, propusieron que el clinico estuviera en
condiciones de proporcionar mejor informacion prondstica a los pacientes y de mejorar la
seleccion para el trasplante de pulmén u otras intervenciones terapéuticas, estandar o
novedosas (90). Previamente Shwartz y col, describieron que uno de los factores
determinantes en la supervivencia de paciente con FPI, era la concentracion de linfocitos
en el LBA (91). Mas recientemente, en una cohorte de 157 casos de FPI con y sin
oxigenoterapia se ha descrito que el bajo indice de masa corporal (IMC), la baja capacidad
vital forzada (FVC), la baja capacidad de difusion (DLCO), hipoxemia en reposo, una menor
distancia recorrida en el test de 6 minutos marcha (6MM) y una puntuacion alta en la prueba
de evaluacion de la EPOC se asociaron significativamente con un mal prondstico (256).
Igualmente se han caracterizado de manera exhaustiva los factores prondsticos en la
EPOC (259) y en la hipertensién arterial pulmonar (94). Sin embargo, los factores
pronésticos en el resto de las patologias pulmonares y en particular las patologias EPID,

fuera de la FIP y enfermedad obstructiva, han sido mucho menos explorados.
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Aunque no era el objetivo inicial de este trabajo, del analisis de los datos demograficos y
clinicos de los pacientes de nuestra serie, ha permitido confirmar que, a parte de la edad,
tanto los patrones radioldgicos asociados a fibrosis (panal, reticular y fibrosis) como una
DLCO disminuida, son parametros que impactan de forma muy negativa a la SG de los
pacientes. Sin embargo, el sexo, fumar, la presencia de patologia autoinmune, los
antecedentes familiares de patologia pulmonar, el contacto frecuente con aves, la
inhalacién de sustancias organicas o inorganicas, neumonitis por farmacos o el tipo de
tratamiento en global (corticoide inhalado o sistémico u otros inmunosupresores), no

parecian tener impacto en la SG de los pacientes con patologia pulmonar en global.

En relacion con los parametros citolégicos del LBA, se ha descrito que la presencia de
neutréfilos en el LBA se relaciona con progresion a fibrosis en la enfermedad pulmonar
intersticial(36,95). Los resultados de Kinder y col en 2008, mostraban que en pacientes con
FPI, cada duplicacién del porcentaje inicial de neutréfilos analizados mediante citologia del
BAL se asociaba con un aumento del 30% en el riesgo de mortalidad, aunque no
observaron asociacion entre el porcentaje de linfocitos o eosindfilos en el BAL y la
mortalidad (260). Por el contrario, en 2021 Kanaoka et cols describen que las cifras de
neutréfilos altos y linfocitos bajos determinados mediante citologia en LBA son factores
pronésticos de mortalidad durante la hospitalizacion en hemorragia alveolar difusa (97). En
2006 Tutor-Ureta y col tras estudiar el LBA de 33 pacientes con Sarcoidosis, describen que
el aumento de los porcentajes de neutrdfilos y células NK en el LBA se asociaba a mal
prondstico y a una mayor probabilidad de necesitar tratamiento con corticoides (253). Mas
recientemente, D"Alessandro y col, describen una relacion entre el cociente-NL del BAL y
los parametros de la funcién pulmonar en pacientes con FPI que podrian ayudar a optimizar
el tratamiento de los pacientes y a mejorar el seguimiento y los resultados (99). Describen
ademas un cociente-NL mas bajo en pacientes con sarcoidosis y NH que en pacientes con
FPI. En el trabajo, el cociente-NL se correlacion6 inversamente con los porcentajes de
capacidad vital forzada (CVF) y volumen espiratorio forzado en 1 segundo (VEF1). Otros
trabajos igualmente apuntan a que el recuento de neutrdfilos en el LBA podria predecir la
gravedad y los resultados de la sarcoidosis pulmonar (Feng et al., 2021). Por otro lado, los
pacientes con cancer de pulmoén y cifras de cociente-NL elevados se asociaron a SG mas
corta (100), asi como les ocurre a los pacientes con infeccién por Mycobacterium

avium(59).

Donde si esta bien establecido el caracter prondstico del cociente-NL es cuando éste se

analiza en muestras de sangre periférica en diversos tipos de cancer (261), (261). En 2023,
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Mikolasch y col describen que el cociente-NL en sangre periférica puede predecir los
resultados en la FPIL. En una poblacion de 999 sujetos, cocientes NL < 2,9 en sangre
periférica se asociaron a mayor riesgo de mortalidad (96). Sin embargo, la relevancia de
este resultado es relativa, ya que cocientes-NL elevados en sangre periférica se asocian a

mayor mortalidad incluso en poblacién general (262).

La aportacion de nuestro trabajo en este tema es decisiva, ya que se trata de la mayor
serie descrita en la que se evalua el papel de los linfocitos y neutréfilos en el LBA en
diferentes patologias, incluidas la FPI y la sarcoidosis. En primer lugar, ha puesto
claramente de manifiesto el papel protector de los linfocitos y por el contrario el papel
negativo que juegan los neutrdéfilos. La cuantificacion precisa y objetiva que ofrece la
citometria ha permitido establecer puntos de corte de linfocitos en menos del 7% y
neutrofilos en mas del 5% que combinados ofrecen un sistema de estratificacion del riesgo
que es util para los pacientes con patologia pulmonar, en general, y en particular para
pacientes EPID. De hecho, estas cifras que son mas intuitivas y de mas facil manejo para
el clinico que el cociente NL, permiten identificar pacientes con linfocitos por encima del
7% y neutrdfilos por debajo del 5% que tendran una esperanza de vida similar a la
poblacién general, y por tanto se pueden identificar como pacientes de buen prondstico y
si la situaciéon clinica lo permite, candidatos a evitar o postponer tratamientos. Por el
contrario, pacientes con cifras de linfocitos por debajo del 7% y de neutréfilos por encima
del 5% tendran la peor supervivencia, y por tanto deberan ser considerados pacientes de
alto riesgo. En ellos, seria conveniente establecer tratamientos adecuados o ser sometidos

a un control clinico mas frecuente y riguroso.

No obstante, para la correcta interpretacién del valor prondstico de la combinaciéon-NL es
necesario tener en cuenta la edad del paciente cuando se toma la muestra de LBA, ya que
en los pacientes mas jévenes (< 55 afios) solo los pacientes con prondstico desfavorable
(linfocitos < 7% y neutrdfilos > 5%) van a tener un claro impacto negativo en la
supervivencia global, mientras que los de pronédstico favorable e intermedio tiene un
pronéstico de supervivencia comparable. En los pacientes de edad intermedia (entre 55 y
70 anos) la clasificacion prondstica separa perfectamente los pacientes con prondstico
favorable, desfavorable e intermedio. Por el contrario, en los pacientes afiosos (> 75 afos)
s6lo los pacientes con prondstico favorable presentan una supervivencia superior a los
pacientes con pronéstico desfavorable o intermedio, que tienen supervivencias similares.
A la vez que estos resultados dependientes de la edad son de utilidad clinica para la

correcta catalogacion del riesgo en cada grupo de edad, son indicativos de que el efecto
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nocivo de los neutrdfilos es diferente en funcién de la edad del paciente (263)siendo mucho
mas nocivo y dificil de ser contrarrestado por las cifras elevadas de linfocitos, cuanto mayor
es la edad del paciente. En este sentido se ha descrito que la edad se relaciona con peor
capacidad reparativa y mas posibilidad de desarrollo de fibrosis por dafio estructural.(264—
266).

A modo de resumen, se muestra en la figura 94 el impacto sobre la supervivencia global
de los pacientes de la combinacion-NL en funcion del grupo de edad del paciente. En ella
se indican datos de tasa de supervivencia a 20 afios y la media o media de supervivencia

para cada grupo.
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FAVORABLE: linfocitos >7% y neutréfilos <5% (34.9% de pacientes EPID).
DESFAVORABLE: linfocitos <7% y neutrofilos >5% (19.0% de pacientes EPID).
INTERMEDIO: resto de pacientes (46.1% de pacientes EPID).

Todos los pacientes EPID Riesgo (Combinacién-Linfocitos/Neutréfilos)
Riesgo_EPD | Supervivencia a 20 afios Vivo Muerto % Vivo
£ | Poblacién Poblacion general 208 31 87,0
3 ge"‘"a' Favorable 201 53 79,1
1 - Favorable _
o Intermecdlio Intermedio 219 1 5 65-6
G ~Desfavorable | Desfavorable 66 12 47,8
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et} censurado =
F . Favorable- Mediana de supervivencia Afos  Error tipico
"g’. CEnErada Poblacion general 17,0 04
I Favorable 16,0 1,5
0.0 Intermedio 13,1 16
f 'L'" 40,'0 EI é é Ll. é é W 'é Desfavorable 76 1.1
P<0.000
Edad < 55 aios
Riesgo_pp | _R1€8g0 (Combinacién-L/N) Edad<55 afios
E | Poblacién Supervivencia a 20 afios Vlvo Muerto % Vivo
3 _ng::g;:'ble Poblacion general 0 100.0
: Intermedio Favorable 93 8 825
E Desfavorable Intermedio 106 13 89,1
g Lt Desfavorable 20 ] 69,0
= 0,4 censuracdo
3 +Favorable- | 4odia de supervivencia Afios  Error tipico
2 oo Poblacion general 20 0.0
L Favorable 17,9 08
Intermedio 17,5 0,7
Desfavorable 124 15
resgoepp | Riesgo (Combinacién-L/N) Edad 55-70 afios
E |rPoblacin Supervivencia a 20 afios  Vivo Muerto % Vivo
= e scin Poblacion general 73 5 937
: Intermeclio Favorable 67 18 78,8
g ""ge;fa‘f?rﬂb'e Intermedio 85 39 68,5
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Figura 94. Curvas de supervivencia global de poblacién general y pacientes EPID en funcién del riesgo en
la combinacién-Linfocito/Neutréfilo y el grupo de edad.
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Sin embargo, como suele ocurrir en otros sistemas de estratificacion de riesgo, el grupo de
riesgo intermedio (que no cumplen criterios de buen o mal prondstico) es el mas abundante
(46,1% en nuestra serie). Afortunadamente, la estratificacion de riesgo basada en linfocitos
y neutrdéfilos del LBA se complementa con los resultados de las pruebas funcionales.
Concretamente la DLCO<55.5% permite identificar de entre ese 46.1% de las EPID de
riesgo intermedio, un 41.5% de ellos que presentan un prondstico tan desfavorable como
los pacientes con alto riesgo, dejando al resto de pacientes, el 58.5% de las EPID de riesgo
intermedio, con un prondstico casi tan buen como el de los pacientes con cifras de linfocitos
> 7% y neutrdfilos < 5%. Por tanto, combinando el recuento por citometria de flujo de las
cifras de linfocitos y neutréfilos del LBA con las pruebas funcionales, el clinico podra tener
una aproximacion a una clasificacién de alto y bajo riesgo de la mayoria de los pacientes
EPID. No obstante, las pruebas funcionales solo estuvieron disponibles en un tercio de los
pacientes EPID de nuestra serie, por lo que estos resultados sera necesario confirmarlos
en nuevas series mas amplias y actuales, donde las pruebas funcionales se incorporen a
la rutina clinica del manejo de estos pacientes. Ademas, hay que destacar que la
DLCO<55.5% muestra mayor capacidad predictiva entre los pacientes EPID sin fibrosis, y
por tanto es de mayor utilidad en los estadios menos avanzados de la patologia EPID, por
lo que los tiempos de actuacion clinica personalizada pueden planificarse con suficiente

antelacion.

Este descubrimiento no habria sido posible si no se hubiera incluido un grupo control sin
patologia pulmonar, que nos permitiera comparar la supervivencia de los diferentes grupos
de riesgo, con la de la poblacién general. Estos resultados seran de gran utilidad, por
ejemplo, en el asesoramiento clinico de los pacientes que desarrollan patologia pulmonar
intersticial por estar en contacto habitual (profesional o aficionado) con aves. En esta
situacion, el clinico podra recomendar al paciente abandonar dicho contacto en caso de
que el paciente presente en el LBA caracteristicas de alto riesgo (bajas cifras de linfocitos
y altas de neutrdéfilos) o DLCO<55.5% vy, por el contrario, informar al paciente que en
principio no seria estrictamente necesario evitar el contacto con las aves pues los
marcadores pronosticos son favorables. No obstante, esta informacion debera ser
contrastada en nuevas series para poder ser incorporada a la practica clinica habitual,

donde retirar el contacto inductor de la NH continta siendo el “estandar oro”.

Igualmente, la estratificacion del riesgo basada en las cifras de linfocitos y neutrdfilos es de
utilidad en la orientacion de terapias personalizadas. Al comparar la supervivencia de los

dos tipos de tratamientos sistémicos mas habituales en la patologia pulmonar, no pudimos
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observar diferencias en la SG entre los corticoides y los otros inmunosupresores
(micofenolato, rituximab, metotrexato, abatacept). Sin embargo, este comportamiento fue
desigual entre las diferentes patologias, en la patologia EPID y en la neoplasia extra-
pulmonar, los pacientes tratados con otros inmunosupresores tuvieron mejor SG a 20 que
los tratados con corticoides orales. De hecho, algunos autores recomiendan el uso
prudente de los corticoides en pacientes con cancer (267). Por el contrario, los pacientes
con patologias infecciosas tratados con inmunosupresores no-corticoides tuvieron peor
SG. Nuestros resultados, ademas, parecian sugerir que el analisis del BAL también podria
tener utilidad para predecir el éxito de las diferentes terapias. En pacientes con porcentaje
de neutréfilos menores al 10% en el LBA, el tratamiento inmunosupresor no-corticoide
mostro tasas de SG a 20 afios superiores a la de los tratados con corticoides y similar a la
de pacientes sin tratamiento inmunosupresor. Sin embargo, en pacientes con porcentajes
de neutrofilos superiores al 10%, la SG a 20 afos de ambos tratamientos sistémicos fue
comparable y muy inferior a la de los pacientes sin tratamiento inmunosupresor. Aunque
estos resultados deben ser considerados preliminares por tratarse de un estudio
prospectivo, si seria importante que pudieran ser corroborados en estudios prospectivos a

nivel regional disefiados para tal fin.

Otro aspecto importante que queremos resaltar en esta discusion es que el sistema de
estratificacion del riesgo basado en la cuantificacién por citometria de flujo de los linfocitos
y neutrdfilos del LBA, no se vio afectado por el transporte de las muestras desde los
hospitales de origen, cuando los datos se comparaban con los observados en los pacientes
que eran sometidos a la broncoscopia en nuestro centro. Esto pudo ser debido a que en
nuestra sistematica de analisis las células muertas no eran excluidas y, por tanto, aunque
la viabilizad celular se pudiera haber visto comprometida por el trasporte, el recuento
celular por citometria continuaba dando valores adecuados para la correcta catalogacion

del riesgo.

Aunque, la estratificacién del riesgo basada en linfocitos-neutréfilos parecia ofrecer
informacion prondstica independientemente al sexo y edad de los pacientes, no ofrecia
valor prondstico en todas las patologias. Por ejemplo, en las infecciones, donde fue
necesario incrementar el punto de corte para observar capacidad predictiva, con cifras de
cociente-NL>50 como punto de corte para identificar pacientes con peor prondstico.
Ademas, en el grupo de pacientes infectados pudimos observar que las células dendriticas
parecian tener un efecto protector en la supervivencia global, de manera que cifras

elevadas de células dendriticas (>0.6%) mejoraban la supervivencia de pacientes con
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cocientes-NL>50. Esto no fue un hecho aislado, pues las cifras de células dendriticas
elevadas también parecian mejorar la supervivencia de los pacientes con patologia no-
EPID (sin infecciones) con cifras elevadas de neutrdéfilos y también en los pacientes con
neumonias inducidas por farmacos o por inhalaciéon de sustancias organicas. Por tanto,
nuestro trabajo parece sugerir, que tanto las células dendriticas como los linfocitos, podrian
tener una funcion protectora de la supervivencia en pacientes con algunos subtipos de

EPID, al contrarrestar los efectos nocivos de las elevadas cifras de neutroéfilos.

El papel protector de los linfocitos ya habia sido propuesto en patologias como la
NINE(268) vy, el de células dendriticas en la FPI, donde se habia demostrado que la baja
frecuencia de las células dendriticas CD1c+ convencionales predice un peor prondstico
(269). Nuestros resultados muestran ademas un papel mas preponderante de los linfocitos
sobre los neutrdéfilos en la SG de los pacientes con fibrosis pulmonar, de hecho, las cifras
de linfocitos >7% claramente protegen a los pacientes, mientras que cifras elevadas de
neutrofilos (5%, 10% o 15%) no cambiaron el prondstico significativamente. Estos
resultados sugieren que, aunque los neutréfilos puedan estar involucrados en el desarrollo
de fibrosis pulmonar (270), (271), son las cifras de linfocitos, por su papel protector, las que
modifican la esperanza de vida de estos pacientes y, son capaces, ademas, de compensar
el efecto adverso de la infiltracién por neutrdfilos. Por tanto, se deberian investigar nuevos
tratamientos dirigidos a incrementar las cifras de linfocitos en el parénquima pulmonar en
pacientes con fibrosis y en pacientes con elevada infiltracion de neutrofilos. En este sentido,
debemos tener en cuenta que si los corticosteroides inhalados (y posiblemente los
sistémicos) actuan en parte suprimiendo la localizacion de las células T en los pulmones,
es posible que su utilizacion no esté mejorando la supervivencia a largo plazo de los
pacientes con patologia pulmonar. Para guiar estas terapias, el analisis por citometria del

contenido leucocitario podria aportar informacion crucial de forma rapida y precisa.

Aunque nuestros resultados y otros (272) parecen sugerir que la presencia elevada de
linfocitos en el LBA y por tanto su infiltracion en el parénquima pulmonar, parece tener
efecto protector en la supervivencia de los pacientes, este hecho es desigual entre las
diversas patologias. El efecto protector de los linfocitos se aprecié fundamentalmente en
los pacientes EPID, pero no fue tan claro en los pacientes no-EPID o en aquellos que no
presentaban patologia pulmonar. Sin embargo, para nuestra sorpresa, los linfocitos
infiltrantes parecian estar jugando un papel contrapuesto en los pacientes con cancer,
dependiendo de si este era cancer primario de pulmén o el LBA se habia realizado en otros

tipos de cancer con alteraciones radioldgicas que llevaron a la broncoscopia. Mientras que
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en los pacientes que tenian carcinoma de pulmén las cifras de linfocitos se asociaban
inversamente a la SG, en pacientes con neoplasias extrapulmonar lo hicieron de forma
directamente proporcional. Si tenemos en cuenta que la mayoria de los pacientes con
cancer extrapulmonar presentaban neoplasias hematoldgicas (111 de 154, 72.0%) que
asociaban neumonias intersticiales de diferente tipo debido a la inmunosupresién y la
quimioterapia, no es sorprendente que las mayores cifras de linfocitos se relacionaran con
tasas mayores de supervivencia, como lo hacen en la EPID en general. Sin embargo, es
mas dificil de entender la supervivencia mas corta que presentaban los pacientes con
carcinoma de pulmén con cifras de linfocitos totales superiores al 7%, o de linfocitos T
CD8+ mayores al 9.73%. Esto parece contradecir lo descrito en la mayoria de los tumores,
en los que una mayor infiltracién de linfocitos (especialmente de linfocitos T CD8) se asocia
a mejor supervivencia (273). El microambiente tumoral condiciona no solo el grado de
infiltracion del tumor por linfocitos y otras células, sino también su funcionalidad. De los
resultados desprendidos de este estudio, cabe pensar que el microambiente tumoral del
cancer de pulmén debe favorecer linfocitos T de caracter supresor y/o protumoral, que
contribuyen a la menor supervivencia de estos pacientes. Este resultado contrasta con lo
descrito para cancer de pulmon de célula no-pequena, en la que las cifras elevadas de
linfocitos T CD8+ se asociaban a mejor supervivencia (274) (275). No obstante, este tipo
de resultados contradictorios puede deberse al subtipo tumoral, de hecho, se ha descrito
que cifras elevadas de neutrdfilos infiltrantes es un marcador de buen prondstico en el
subtipo “escamoso”, pero de mal prondstico en el subtipo adenocarcioma del cancer de
pulmén de célula no-pequefia (276). Por tanto, nuestros resultados deberan ser
investigados en estudios funcionales de los linfocitos infiltrantes, en los que ademas se

tenga en cuenta el subtipo del tumor pulmonar.

En definitiva, el estudio del contenido leucocitario del LBA mediante citometria de flujo es
una metodologia rapida, accesible, econdmica y objetiva que ofrece informacion valiosa y
complementaria al resto de pruebas diagnésticas, para la correcta catalogacion diagndstica
de los pacientes, la orientacién y monitorizacion del tratamiento y, sobre todo, para la
estimacion del riesgo de los pacientes segun el tipo de patologia, lo que puede contribuir

de manera decisiva a la personalizacion de las terapias.

208



209



LIMITACIONES Y ACCIONES FUTURAS

La principal limitacion de esta tesis es que se trata de un estudio retrospectivo, en el que
la recoleccién de datos clinicos y diagnésticos se obtuvieron de las historias electrénicas
disponibles en los programas informaticos Selene, agrupados en el portal Agora, de los
hospitales que envian muestras LBA a la Unidad de Citometria del HCUVA.
Desafortunadamente no todos los pacientes fueron accesibles y en los que si, algunos no
tenian informacion critica para poder ser incluidos. Esto nos llevé a la exclusién de
numerosas muestras y con ello a que algunos grupos clinicos como la neumonia-eosindfila,
la HPCL o la NIA tuvieran pocos pacientes, por lo que los estudios estadisticos tuvieron
menos potencia en estos grupos. Ademas, la falta de informacion ha impedido la inclusion

de un grupo especifico con EPID-ETC o EPID-farmacos.

Al tratarse de muestras analizadas entre los afios 2000 y 2018 el numero de casos tratados
con antifibréticos fue muy reducido, por lo que no se pudieron realizar estudios de
seguimiento de un tratamiento que se ha introducido en los ultimos afios y cuya eficacia

sera necesario evaluar en proximas series.

Esta tesis ha tenido principalmente un caracter exploratorio, por lo que muchos de sus
resultados, aun siendo interesantes, deberan ser investigados con mayor profundidad en

futuros estudios, por e€j.:

- La discordancia del impacto de los linfocitos totales y de los linfocitos TCD8+ del
LBA en la supervivencia de los pacientes con cancer de pulmoén, frente a los
pacientes con otros tipos de cancer o con enfermedad pulmonar. Hipotetizamos que
el microambiente tumoral en el pulmén debe modificar la funcionalidad de las
células T volviéndolas tolerogénicas y/o protumorales. Por el contrario, en el pulmén
EPID los linfocitos T podrian estar contrarrestando el efecto profibrotico de los
neutrofilos. Esto debera ser investigado en proyectos disefiados para tal fin.

- La utilidad prondstica de la combinacion-LN en pacientes en contacto habitual con
aves no se ha investigado con detalle, quedando aspectos por explorar, como el
tipo de ave, el tiempo de contacto, el vinculo (aficionado o laboral), etc. Tampoco
se ha investigado si el paciente pudiera haber terminado el contacto con aves y su
evolucion posterior.

- El analisis de cluster no ha ofrecido los resultados esperados. Teniamos esperanza

que pudiera generar un algoritmo (herramienta) que ayudara a los clinicos en la
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estimacion del diagnéstico, al cargar los datos de la citometria del LBA. Sin
embargo, varias dificultades han limitado el funcionamiento 6ptimo del analisis no
guiado. La primera ha sido lo reducido de los grupos de neumonitis-eosindfila y de
HPCH que, junto a la variabilidad de los casos, ha dificultado que el algoritmo
separara estos dos grupos de forma autonoma. La segunda es la falta de
homogeneidad en la catalogacion de las diversas patologias que nos hemos
encontrado en las historias clinicas de los diferentes hospitales. Esto ha dificultado
la identificacion de patrones celulares en el LBA definitorios de cada patologia. En
cualquier caso, el andlisis de cluster ha permitido confirmar los resultados obtenidos
en el analisis convencional, que identifica 4 grupos de patologias: sarcoidosis, otras
patologias con predominio de linfocitos, patologias con predominio de neutréfilos y
las que tienen predominio de macrofagos. Seran necesario estudios futuros con
series amplias de pacientes correctamente catalogados.

- El caracter protector que tienen los linfocitos (en general) y las células dendriticas
en algunas patologias, debera ser investigado en estudios funcionales que permitan
desvelar los mecanismos implicados, para localizar potenciales dianas terapéuticas

que contribuyan a mejorar los resultados clinicos en estos pacientes.

Una fuente importante de variabilidad, que no se ha podido controlar en este estudio,
es la metodologia utilizada en la toma de la muestra LBA. La calidad del contenido
celular del LBA se puede ver afectada por el volumen de solucién salina instilada y el
lugar y modo de muestreo, asi como por las condiciones de transporte. Por eso, se
hace preciso un plan de estandarizacién del procedimiento de recoleccién del LBA en
la Region de Murcia. Asi mismo, se deberia estandarizar la informacion registrada en
las historias del acto clinico, para que incluya: hora y fecha del procedimiento, historial
de tabaquismo, edad y sexo, caracteristicas clinicas pertinentes (sospecha clinica de
diagnostico subyacente), area(s) especifica(s) lavada(s), volumen total instilado y
recuperado, aspecto macroscopico del LBA, posicion del paciente durante el
procedimiento, a parte del resto de informacién clinica relevante (comorbilidades,

tratamientos, etc.).

Sin embargo, la principal limitacion que hemos encontrado en este trabajo es la gran
variabilidad en la practica clinica que existe en torno a la patologia pulmonar, no ya
entre equipos de diferentes centros, sino también entre los profesionales del mismo
centro. La medicina moderna se basa en la atencién coordina del paciente desde

diversas especialidades. En la catalogacion diagndstica de los pacientes con patologia

211



pulmonar intervienen neumologos, patdlogos, radidlogos, inmundlogos (u otros
analistas) y otras especialidades en funcion de las comorbilidades del paciente. Las
guias internacionales han establecido consensos para el apropiado diagndstico y
manejo clinico de estos pacientes y ha propuesto la necesidad de crear comités
multidisciplinares que unifiquen los tipos de estudios a realizar en estos pacientes, la
forma en que los estudios deben ser informados, como deben ser interpretados los

resultados y por ultimo consensuar un diagndstico apropiado para cada paciente.

Nuestra Regién cuenta con especialistas de gran prestigio y alto grado de
conocimientos cientificos, pero no debemos ignorar la complejidad que plantea el
proceso diagnostico y terapéutico de las EPID. Son cada vez mas los motivos para
emprender el disefo de planes de mejora asistencial, como la creacién de un programa
Regional de Atencién al paciente EPID, que facilite y unifique la labor del especialista
y responda a la demanda de los pacientes, fundamentalmente de aquellos con

patologia pulmonar fibrosante.
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CONCLUSIONES

1. La patologia EPID impacta negativamente en la esperanza de vida de los pacientes, con
una reduccion de la supervivencia de entre 10 a 15 afos con relacion a la poblacion
general. Por ejemplo, los pacientes EPID de entre 55-65 afios, muestran curvas de

supervivencia superponibles a las de la poblacién general mayor de 75 afos.

2. Entre los parametros biolégicos y clinicos, la fibrosis pulmonar estimada como patrones
radiolégicos con fibrosis, panal o reticular (caracteristico de la NIU), fue la que tuvo
mayor impacto negativo en la supervivencia global de los pacientes, con una tasa de
supervivencia media a 20 afios del 43.8% frente al 78.4% del resto de pacientes o al

87% de la poblacién general.

3. La citometria de flujo ofrece resultados rapidos, precisos y objetivos de las cifras de
células inmunitarias del LBA (macrofagos alveolares, neutréfilos, eosindfilos células
dendriticas CD1a+, linfocitos totales, linfocitos T CD3, CD4 y CD8 y linfocitos B) que son
de utilidad en la catalogacion diagndstica y prondstica de pacientes con diversas

patologias pulmonares.

4. Los analisis estadisticos convencionales y los analisis de cluster permiten diferenciar
hasta 6 grupos de patologias EPID, en funcién del patrén de leucocitos del LBA:
neumonia-eosinodfila (eosindfilos>3.44%), HPCL (células dendriticas CD1a+ = 3.0%),
sarcoidosis (linfocitos > 24.56% y cociente-CD4/CD8>2.13%), otras patologias con
predominio de linfocitos como la NH, NOC y NIL (linfocitos > 24.56% y cocientes
CD4/CD8 <2.13), infecciones (cociente-neutrdfilo/linfocito > 1.65%), otras patologias
con predominio de neutréfilos como la NIA, NIU y BR-EPID (neutréfilos>12.05%) y
patologias con predominio de macréfagos como NINE, NID, neumoconiosis y EPID-
inclasificables. Por tanto, para una correcta catalogacion diagndstica, los datos de
citometria deben interpretares junto a los datos clinicos, radiolégicos y

anatomopatoldgicos.

5. Cifras elevadas de linfocitos (>7%) se asocian a supervivencias globales mas largas,
mientras que cifras elevadas de neutréfilos (>5%) lo hacen a supervivencias mas cortas.
La combinacion de estos dos parametros (combinacion-LN) permite estratificar el riesgo
de los pacientes con patologia EPID en FAVORABLE (linfocitos >7% y neutréfilos <56%),
DESFAVORABLE (linfocitos <7% y neutréfilos >5%) e INTERMEDIO (ninguno de los
dos anteriores). Con tasas de supervivencias a 20 afios de 79.1%, 65.6% y 47.8%,

respectivamente para riesgo favorable, intermedio y desfavorable.
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6. La capacidad prondstica de la estratificacion del riesgo basada en la combinacién-LN,
no se vio afectada por el trasporte de las muestras desde otros hospitales, el sexo, la
edad o la presencia de fibrosis pulmonar de los pacientes. La combinacion-LN tuvo valor
pronéstico en patologia EPID y patologias agudas (infecciones y NIA), pero no en

patologias No-EPID o pacientes con cancer.

7. La tasa de difusién de mondxido de carbono (DLCO)<55.5% estimada en las pruebas
funcionales complementa la capacidad prondstica de la combinacion-LN, al permitir
reclasificar los pacientes de riesgo intermedio en riesgo desfavorable (DLCO<55.5%) y
riesgo favorable (DLCO>55.5%).

8. Cifras elevadas de células dendriticas CD1a+ (>0.6%) se asocian a tasas de
supervivencia mas altas en pacientes con patologias No-EPID y patologias infecciosas,
particularmente cuando las cifras de neutréfilos son elevadas. Por tanto, tanto los
linfocitos como las células dendriticas parecian tener efectos protectores al contrarrestar

el efecto negativo de las cifras elevadas de neutrdfilos.

9. El efecto protector de los linfocitos es dosis dependiente. Sin embargo, cuanto mayor
es la infiltracion de neutrdéfilos, mayor debe ser la infiltracion de linfocitos para poder

contrarrestar el efecto adverso de los neutrdfilos.

10. La combinacion-NL permite identificar pacientes de prondstico favorable entre los que
desarrollan patologia pulmonar por contacto habitual con aves, en los que no seria
necesario recomendar la interrupcion del contacto con las aves ya que muestran
supervivencias similares a la poblacion general. Por el contrario, también identifica

pacientes con pronéstico desfavorable en los que dicho contacto estaria contraindicado.

11. La combinacion-NL podria ser de utilidad para personalizar la terapia
inmunosupresora, particularmente en los pacientes con cifras de neutrdfilos por debajo
del 10% en el LBA, en los que tratamientos no-corticoides podrian ofrecer ventajas

frente a los corticoides.

12. Las cifras de linfocitos en el LBA, en especial la de linfocitos T CD8+, tienen valor
prondstico en pacientes con cancer. Sin embargo, su papel es contrapuesto, en los
pacientes con carcinoma de pulmoén, cifras elevadas de linfocitos T CD8 se asocian a
peor supervivencia. Mientras, en los a pacientes con patologia EPID o con cancer
extrapulmonar que desarrollan patologia EPID, las cifras elevadas de linfocitos se

asocian a mejor supervivencia.

13. En definitiva, la citometria de flujo del LBA ofrece informacion util tanto para la

orientacion diagnostica, como para la evaluacion prondstica y la orientacion del
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tratamiento de los pacientes. Sin embargo, estos resultados siempre deberan ser
interpretados en el contexto clinico del paciente y a la luz de los resultados del resto de

pruebas diagnésticas.
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ANEXO

Tabla 35. Ficha individual de recoleccién de datos del paciente.

FICHA INDIVIDUAL PARA RECOLECCION DE DATOS DEL PACIENTE

Tesis Doctoral “ Utilidad diagndstica de |a citometria de flujo multiparamétrica del lavado broncopulmonar

en la enfermedad pulmonar”

Cual:

Cual (es):

Exposicion profesional:

Id (citometria): Hospital de Procedencia: Nombres:
CP paciente:
NHC Apellidos:
F. Nacimiento:
NSS Sexo:
CARM [ Namero de citometrias realizadas:
Fumador Exitus Si( ) Aves: Si( ) No ( X) desc( )
Si{) No()
Numero cig: Palomas:Si ( ) No (X ) desc ()
No ()
Inducida por Farmacos Radiacion: Quimicos/ Toxicos:Si ( ) No ( )
Si( ) No (X)) Si( ) No ()

Fecha 1ra visita:

Fecha Ultima visita:

Diagnostico principal:

Diagnostico 2:

Diagnostico 3:

Diagnostico 4:

Acti
vo:

Excluido:

RADIOLOGIA: RX( )
Adenopatias( )

TC( ) Fecha:

Patron:

Distribucion:

Consolidacion:

Antec. Familiares EPID:

Corticoide sistémico:

Corticoide Inhalado:

Otra Inmunosupresion
sistémica:

PRUEBAS DE FUNCION PULMONAR: FVC FEV1:

DLCO

. Observaciones:

FEV1/FVC

SinPFP ()
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