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ANORMALIDADES DE LA INMUNORREGULACIÓN
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Los efectos del tabaquismo en la inmunidad celular local a
nivel pulmonar a través del análisis del lavado broncoalveolar
(LBA) no es bien conocido. Hemos investigado si los cambios
celulares en el LBA producidos en fumadores puede relacio-
narse con el desarrollo de enfermedad neoplásica. Compara-
mos algunos parámetros celulares del LBA, incluyendo las
subpoblaciones linfocitarias CD., y CDg por inmunofluores-
cencia indirecta con anticuerpos monoclonales, en un grupo de
13 fumadores y 7 no fumadores.

El grupo de fumadores tiene una disminución significativa
(p < 0,001) del número de linfocitos CD,, en comparación con
el grupo de no fumadores y una tendencia estadísticamente no
significativa a un mayor número de linfocitos CDg. Estos
resultados conllevan a una inversión significativa (p=0,001)
del índice CD/CDg en el grupo de fumadores.

Nuestros resultados indican la presencia de una inmunode-
presión local secundaria. Esta situación puede predisponer a
un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias y de infecciones
respiratorias en fumadores.

Arch Bronconeumol 1990; 26: 288-291

Immunoregulation abnormalities in smokers
lungs

The effects of smoking upon BAL (bronchoalveolar lavage)
cellular profiles are not well known. We investigated the
cellular changes in BAL, that couid be secondary to tobáceo
smoking and their relationship to the development of cáncer.
To that end, we compared several cellular parameters of BAL,
including the analysis of T-lymphocytic subpopulation CD^

and CDg by indirect immunofluorescence with monoclonal
antibodies, in a group of 13 smokers and 7 nonsmokers.

The group of smokers had a significantly decreased
(p<0,001) number of CD4 lymphocytes in comparison with
the nonsmoker group, and a non statistically significant ten-
dency to higher numbers of CDg lymphocytes. These results
led to a significant inversión (p = 0,001) of the CD^/CDg ratio
in the group of smokers.

Our findings indicate the presence of a secondary local
immunosuppression. This situation couid predispone to the
subsequent development of tumor and to a higher risk of
respiratory infections in smokers.

Introducción

El riesgo de adquirir cáncer de pulmón es de 30 a 50
veces superior en la población de fumadores con res-
pecto a la de no fumadores. No obstante, siguen sin
conocerse como el fumar predispone a un individuo a
desarrollar cáncer1. Parece existir una cierta predispo-
sición genética a los efectos patobiológicos del humo
del cigarrillo2'3 así como otros factores que aumentan
la susceptibilidad en el huésped por el momento des-
conocidos, o quizás, la simple casualidad4.

El humo del cigarrillo es una compleja mezcla de
gases y partículas que contiene alrededor de 3.000
constituyentes incluyendo a productos de naturaleza
química, metales y radionucleos, muchos de los cuales
son citotóxicos y carcinogénicos5.

Junto a su efecto carcinogénico intrínseco, se ha
sugerido que la supresión de la respuesta inmune por
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los productos del tabaco sería un evento importante
en la génesis de las enfermedades malignas asociadas
al consumo de cigarrillos''6'7.

El análisis de la inmunidad celular local a nivel
pulmonar a través del LBA en fumadores, puede con-
tribuir a un mejor conocimiento del papel del tabaco
como inmunosupresor local y a la comprensión de su
papel patogénico en el desarrollo posterior de neopla-
sias e infecciones, presentes con mayor frecuencia en
la población fumadora. Se desconoce con exactitud la
repercusión del tabaquismo en los perfiles celulares
obtenidos en el LBA en las diferentes patologías pul-
monares y son escasos los trabajos en la literatura que
han analizado este hecho. La amplia extensión del
hábito tabáquico obliga a un análisis detallado de esta
repercusión.

Se presenta una valoración de los defectos existen-
tes de la inmunorregulación local en el LBA en pa-
cientes fumadores y no fumadores a través del estudio
de las distintas subpoblaciones linfocitarias.
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Material y métodos

Se han analizado muestras del lavado broncoalveolar (LBA) de un
total de 20 pacientes, de los que 13 eran fumadores y 7 eran no
fumadores. En todos los pacientes la zona lavada y el resto del
parénquima estaban libres de enfermedad activa, por observación
broncoscópica, examen citológico, bacteriológico o por estudio de
seguimiento posterior.

Los valores en sangre periférica de todos los pacientes, incluyendo
hemoglobina, los leucocitos totales y el porcentaje de linfocitos y de
monocitos se hallaban dentro de los límites normales. Se excluyeron
del estudio todos aquellos pacientes con antecedentes en el periodo
precedente de un mes de infección viral o bacteriana. El LBA fue
efectuado entre las 10 y las 13 horas de la mañana desde marzo de
1986 a marzo de 1988.

Los lavados se efectuaron en posición de decúbito supino con un
fibrobroncoscopio Olympus BF-B3R. Tras anestesia de la cavidad
oral con lidocaína 2 % en spray y de la fosa nasal con clorhidrato de
tetracaína en pomada hidrosoluble se procedía tras la introducción
por vía nasal, a la revisión broncoscópica habitual del árbol respira-
torio. La anestesia de la vía respiratoria alta se efectuó con 5 mi de
lidocaína al 2 % administrada a través del broncofibroscopio. Se
efectuaba toma de muestras histológicas de todas las lesiones sospe-
chosas cuando ello era necesario.

Se utilizaron alíquotas de 50 ce de suero fisiológico 0,9 % a tempe-
ratura ambiente que fueron instiladas e inmediatamente recupera-
das mediante aspiración manual con una jeringa de 50 ce. La suc-
ción se efectuó con control visual hasta que cesó el retomo de
líquido o hasta que se observaba colapso bronquial. Se utilizó un
promedio de tres alíquotas de 50 ce en cada procedimiento. El
líquido del lavado fue también examinado para detectar la presencia
de bacilos alcohol-ácido resistentes y hongos, tanto en extensiones
como con técnicas de cultivo.

Procesamiento del liquido obtenido del LBA
El líquido de lavado fue filtrado a través de dos capas de gasa

quirúrgica para extraer el moco, colocado en tubos Falcon de 50 mi
y alojados en refrigeración a 4 "C hasta que fueron centrifugados. La
centrifugación se efectuó en una centrífuga refrigerada a 4 "C, 1.500
rpm durante 15 min. El líquido sobrenadante fue almacenado a
-70 "C para posteriores estudios bioquímicos. El botón celular resul-
tante fue resuspendido en 2 ce de solución salina tamponada con fos-
fato (PBS) (Biomérieux). Se efectuó el recuento celular total a partir
de la suspensión tamponada mediante un hemocitómetro de Neu-
bauer. El recuento celular diferencial se efectuó a partir de extensio-
nes obtenidas por citocentrifugación y posterior tinción con Papani-
colau. Para la obtención de las cifras de recuento celular diferencial
se contaron un mínimo de 200 células por porta. Todos los líquidos
obtenidos se procesaron en el transcurso de las 12 horas siguientes al
proceso de obtención manteniéndose a 4 "C. Se efectuó análisis de la
viabilidad celular mediante el test de exclusión con azul Tripan,
previo al procesamiento, desechándose aquellos lavados con viabili-
dad inferior al 70 %.

En algunos líquidos de lavado broncoalveolar que presentaban
una alta proporción de células macrofágicas, se procedió previo al
mareaje celular con AcMc, a la purificación de células mononuclea-
das, incubando en rotación a la suspensión celular con partículas de
hierro opsonizables y suero humano durante una hora a 37 "C. Se
extraía la solución enriquecida de linfocitos, mediante la aplicación
de un campo magnético que retenía las células fagociticas.

Los linfocitos CD3 (linfocitos T maduros), las subpoblaciones CD.,
(colaboradora/inductora) y CDg (supresora/citotóxica) asi como el
marcador de las células de Langherhans CDja (OKT6), se cuantifi-
caron mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Se utili-
zaron en el presente estudio anticuerpos monoclonales procedentes
de Ortho Diagnostics System Inc. Se ajustó la concentración celular
de linfocitos a 5 x 105 células en un volumen de 100 ul de medio de
Hank's y se colocaron en un baño de agua-hielo (O 'C-4 "C).

Se añadió 10 ni de solución de anticuerpo monoclonal reconstitui-
do a la suspensión contenida en un tubo de ensayo, mezclando bien
e incubando la solución en un baño de agua-hielo durante 30 minu-
tos.

Se realizó tras esta incubación un primer lavado con 5 mi de
medio de lavado PBS (phosphate buffered saline) frío, centrifugando
las células a 300 x g durante 10 minutos (a 4 'C) decantando seguida-
mente el sobrenadante.

TABLA I
Proporciones de macrófagos, linfocitos, neutrófilos y

eosinófilos, además del porcentaje de linfocitos CD., y CDg
e índice CD4/CDg para el grupo de pacientes no fumadores

No fumadores

Células totales
(mili cel/100 mi) 7 7,9
Macrófagos 7 77,7
Linfocitos 7 17,0
Neutrófilos 7 5,2
Eosinófilos 7 0,0
Linfocitos CD4 7 51,3
Linfocitos CDg 7 33,1
índice CD4/CDg 7 1,6

N.° X ± DE

2,1 4,7-12,0
12,5 61,8-92,5
9,5 7,0-30,5
3,3 0,5- 8,7
0,0 0,0- 0,0
6,6 38,4-63,1
5,6 26,0-45,8
0,3 0,8- 2,1

Rango

TABLA II
Proporciones de macrófagos, linfocitos, neutrófilos y

eosinófilos, además del porcentaje de linfocitos CD,, y CD,
con el Índice CD^/CDg para el grupo de pacientes fumadores

Fumadores

Células totales
(mili cel/100 mi) 12 19,3
Macrófagos 12 90,9
Linfocitos 12 5,7
Neutrófilos 12 3,0
Eosinófilos 12 0,0
Linfocitos CD4 12 25,8
Linfocitos CDg 12 45,1
índice CD4/CDg 11 0,6

N.° X ± DE

7,2 4,4-42,1
3,1 81,0-97,4
2,6 0,1-18,5
2,0 0,0-10,4
0,0 0,0- 0,0

10,1 6,7-61,4
10,5 18,7-71,4
0,2 0,1- 1,4

Rango

Se añadieron 5 ce de medio de cultivo RPMI-1640 con las mismas
adiciones citadas anteriormente y se realizó un segundo lavado de
las células mediante centrifugación a 300 xg durante 10 minutos
(a 4 "C), decantando cuidadosamente el sobrenadante para no alterar
la suspensión celular, y dejando aproximadamente un volumen de
100 ni en cada tubo.

Se añadió seguidamente 10 ul de inmunoglobulina de conejo anti-
Ig de ratón (RAM) (Nordic Immun Lab) mareada con fluoresceína y
se realizó una segunda incubación en baño de agua-hielo durante 30
minutos.

Se efectuaron dos nuevos lavados en PBS en centrífuga refrigerada
a 4 "C 300 x g durante 10 minutos.

Se procedió finalmente al análisis en microscopio de fluorescencia
equipado con epifluorescencia, utilizando un filtro excitador BG-12
y un filtro de barrido de 530 nm), contando más de 50 células,
dando el porcentaje en número de células positivas (marcadas fluo-
rescentemente).

Las pruebas estadísticas aplicadas fueron la comparación de por-
centajes, medias, desviación estándar, la prueba de chi cuadrado y la
t de Student. El nivel de significación estadística se cifró en el 5 %.

Resultados

El volumen medio de líquido de lavado procesado
para el análisis celular fue de 42,1 mi, con una desvia-
ción estándar de 2,1 mi. Los valores medios, desvia-
ciones estándar y rango del contaje total de células (en
células por 100 mi) macrófagos, linfocitos, polimorfo-
nucleares y eosinófilos, así como de linfocitos CD4,
CDg y los valores del índice para ambos grupos se
detallan en las tablas I y II.
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Destaca un aumento en las cifras del recuento celu-
lar total en el grupo de fumadores que llega a ser el
doble con respecto a las cifras de recuento celular total
en el grupo de no fumadores (diferencia estadística-
mente significativa).

El análisis de la diferencia entre porcentajes celula-
res, muestra una tendencia a un aumento en el por-
centaje de macrófagos y una tendencia a un menor
porcentaje en la cifra de linfocitos en el grupo de
pacientes fumadores al ser comparados con el grupo
de pacientes no fumadores. Esta diferencia no llega a
tener significación estadística.

Los porcentajes de polimorfbnucleares y de eosinó-
filos no difieren significativamente entre ambos gru-
pos.

En el subgrupo de pacientes fumadores observamos
una menor proporción de células con fenotipo CD4+
(linfocitos T colaboradores) en comparación con el
subgrupo de pacientes no fumadores que es estadísti-
camente significativa.

Aunque el subgrupo de pacientes fumadores experi-
mentan una clara tendencia a presentar un porcentaje
de células CDg+ (linfocitos T citotóxico/supresores)
superior al subgrupo de pacientes no fumadores, esta
diferencia no llega a la significación estadística
(p = 0,07).

Los resultados precedentes conducen a que los pa-
cientes fumadores experimenten una marcada inver-
sión en el índice CD4/CDg con respecto a los pacientes
control no fumadores (p = 0,001).

Discusión

Existen numerosos estudios que demuestran que el
tabaco puede conducir a alteraciones en la respuesta
inmune8"10. Entre las alteraciones halladas destacan el
aumento de los linfocitos en sangre periférica8'9'n'l2 o
la formación de precipitinas séricas contra antígenos
del tabaco13-14. Estudios en sangre periférica de la
respuesta linfocitaria a mitógenos en fumadores,
aportan resultados contradictorios10'15.

Estudios fenotípicos no han hallado en cambio, di-
ferencias en el porcentaje de células NK entre fuma-
dores y no fumadores tanto en sangre periférica como
en lavado broncoalveolar8.

El análisis de subpoblaciones linfocitarias en sangre
periférica ha mostrado una disminución del porcenta-
je de células T CD 4+, con disminución del cociente
colaborador/supresor en grandes fumadores6.

Los valores medios referidos en la literatura del
porcentaje de linfocitos en controles no fumadores
oscila de 1 a 20 %. Esto ha sido atribuido por algunos
al uso de pacientes control en lugar de voluntarios
sanos16. Algunos estudios colocan el umbral de nor-
malidad en el 14-15 %, considerando la presencia de
alveolitis linfocitaria cuando la cifra de linfocitos su-
pera el 18 %16' '7. La cifra media de nuestro estudio es
17,0 ± 9,5 %7'8. El hallazgo de cifras de linfocitosis de
hasta el 30 % puede venir justificado, a parte del
hecho de ser "pacientes" control, a fluctuaciones "es-
pontáneas" de los porcentajes en gente normal16.

El patrón normal de subpoblaciones linfocitarias en
el líquido de lavado es similar al visto en sangre
periférica con un 60-70 % de células T y un 5-10 % de
células B. El índice CD4/CDg es de 1,6, siendo el
porcentaje de células CD4+ de 46 ± 3 % y el porcenta-
je de CDg+ de 25 ± 2 %19. En nuestro estudio hemos
hallado unos valores de CD4 de 51 ± 6 % (38-63) de
CDg de 33 ± 5% (26-45) y un índice de 1,6 ± 0,3
(0,8-2,1). Estas cifras son similares a las halladas en la
literatura.

En el grupo de pacientes fumadores destaca un
aumento en la media del recuento celular total (RCT)
(19 ± 7 mili cel/100 ce) que llega a ser de hasta el
doble al compararlo con el grupo de no fumadores.
Este aumento en el RCT puede llegar a ser de hasta
cuatro veces superior al RCT hallado en individuos
no fumadores8'20-23, siendo básicamente a expensas de
un aumento absoluto del número de macrófagos18

según se desprende de los datos de la literatura.
La influencia del tabaquismo sobre la inmunidad

celular local en el pulmón viene no solo reflejada por
las alteraciones en las poblaciones celulares del LBA,
sino también en desequilibrios de las subpoblaciones
linfocitarias residentes en el medio ambiente alveolar.
Detectamos en nuestros pacientes fumadores una dis-
minución significativa de la subpoblación CD4+ (in-
ductora/colaboradora), que sugeriría una situación de
inmunosupresión secundaria local, la cual podría ser
condicionante del desarrollo posterior de tumores y
de la mayor incidencia de sobreinfección respiratoria
en este grupo de enfermos. Asimismo, hemos observa-
do una clara tendencia a un mayor porcentaje de
células con fenotipo CDg+ (citotóxico/supresor). Estos
hallazgos han conducido a una marcada inversión del
índice CD4/CDg (0,6 ± 0,2 [0,1-1,4]).

Existen escasos estudios en la literatura que hayan
analizando las alteraciones en las subpoblaciones lin-
focitarias del LBA inducidas por el tabaco. Así, se ha
citado la existencia de un porcentaje disminuido de
células CD4+ (colaboradoras) y un aumento en el por-
centaje de células CDg+ (supresoras/citotóxicas) resul-
tando en una marcada disminución del cociente CD4/
CDg al compararlo con individuos no fumadores8.
Otros han hallado resultados similares con aumento
de la población CDg e inversión del índice aunque sin
alteraciones en la población inductora/colaboradora24.

Además del efecto carcinogénico intrínseco, se ha
sugerido que la supresión de la respuesta inmune por
los productos del tabaco, sería un evento importante
en la génesis de las enfermedades malignas asociadas
al consumo de cigarrillos''6. El aumento en el número
de macrófagos, asociado al consumo de tabaco es
probable que actúe de forma inhibitoria sobre otras
funciones inmunes celulares25. Estudios inmunitarios
efectuados en el lavado broncoalveolar de individuos
fumadores han detectado una disminución de la res-
puesta linfocitaria frente a mitógenos, sugiriendo que
el humo del cigarrillo a través de factores inhibidores
o por aumento de poblaciones supresoras, empeora
las defensas inmunitarias locales26. Estos hallazgos se-
rían consistentes con la observación de un aumento
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de linfocitos T CD8+ en los espacios alveolares de
pacientes fumadores8. Este aumento de la proporción
de células supresoras ha sido atribuido a una reacción
de hipersensibilidad pulmonar frente a los productos
del tabaco o bien a infecciones virales repetidas y
persistentes en el tracto respiratorio inferior. Se sabe
por estudios experimentales, que estas células supre-
soras y sus mediadores, pueden inhibir las respuestas
antitumorales del huésped contra el crecimiento tu-
moral15-27. Así, el aumento de la actividad celular
supresora junto a otros trastornos de la inmunorregu-
lación en fumadores pueden jugar un papel en el
desarrollo de sobreinfecciones respiratorias, de bron-
quitis crónica y de carcinomas asociados con el taba-
quismo.

Concluimos que en los pacientes fumadores, la dis-
minución de la subpoblación CD4 y la tendencia a una
mayor proporción de células CDg sugieren una situa-
ción de inmunosupresión secundaria local que podría
ser condicionante de la mayor predisposición al desa-
rrollo posterior de tumores y de la mayor incidencia
de sobreinfección respiratoria en este grupo de enfer-
mos.

Es probable que el aumento absoluto de las cifras de
macrófagos en la población fumadora, o de sustancias
tóxicas derivadas del humo del cigarrillo o del meta-
bolismo celular, interfieran, influyan o inhiban algu-
nas funciones inmunes celulares y sean responsables
de las alteraciones halladas en estos pacientes.
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