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El objetivo de nuestro estudio es valorar la participacion
de algunas células proinflamatorias en los procesos inflama-
torios asociados al cincer de pulmén, mediante la determina-
cion en el lavado broncoalveolar de sus respectivos marcado-
res de actividad, y analizar los valores de dichos marcadores
en las diferentes fracciones del lavado.

Realizamos un estudio prospectivo en un hospital univer-
sitario. Se llevaron a cabo 52 lavades broncoalveolares: 37
en pacientes con cancer de pulmén y 15 en individuos de un
grupo control. En el liquido recogido se analizaron la tripta-
sa, el acido hialurénico y la proteina cationica de los eosiné-
filos, mediante radioinmunoanalisis, de forma separada en
la fraccién bronquial y en la bronquioloalveolar. Los datos
estadisticos se obtuvieron del programa R-SIGMA.

En los pacientes tumorales, existen valores significativamen-
te superiores de triptasa y acido hialurénico del lavado bronco-
alveolar en relacion a los sujetos considerados como controles,
tanto en la fraccién bronquial, como en la bronquioloalveolar.
Respecto a las fracciones del lavado brencoalveolar, en los pa-
cientes con cancer de pulmén existen valores incrementados en
la fraccion bronquioloalveolar, respecto de la bronquial, de
triptasa y proteina catiénica de los eosinofilos.

Concluimos que en el cancer de pulmdén existe participa-
cion de, al menos, mastocitos y fibroblastos, siendo ésta ma-
yor en las zonas mas distales del arbol bronquial.

Palabras clave: Lavado broncoalveolar. Triptasa. Cdncer de
pulmon.

(Arch Bronconeumol 1998; 34: 484-488)

Study of most cell, eosinophil and fibroblast
activation markers in bronchoalveolar lavage
fluid from patients with lung cancer

To assess the role of some pro-inflammatory cells in in-
flammatory processes in lung cancer by measuring their
respective activation markers in different portions of bron-
choalveolar lavage (BAL) fluid.

Prospective study in a university hospital. We studied 52
BAL samples, 37 from patients with lung cancer and 15
from a control group, using a radioimmunoassay technique
to analyze for tryptase (T), hyaluronic acid (HA) and eosi-
nophil cationic protein (ECP) in separate bronchial and
bronchoalveolar samples from BAL fluid. Statistical analy-
sis was performed using the R-SIGMA program.

Patients with tumors had significantly higher T and HA
levels in BAL fluid than did control patients, in both
bronchial and bronchoalveolar portions. Lung cancer pa-
tients had higher T and ECP levels in bronchoealveolar
portions.

Mast cells and fibroblasts, at least, play a part in lung
cancer, mainly in the distal portions of the bronchial
tree.

Key words: Bronchoalveolar lavage. Tryptase. Lung cancer.

Introduccion

Las investigaciones mds recientes nos demuestran la
importancia de los fenémenos inflamatorios en los pro-
Cesos cancerosos, como una via mas del abordaje multi-
disciplinario de su tratamiento. Por este motivo, el co-

Correspondencia: Dra. Mdrquez Pérez.

Seccidén de Neumologia. Hospital Universitario [nfanta Cristina.
Ctra. Portugal, s/n. 06080 Badajoz.

Recibido: 29-12-97; aceptado para su publicacion: 16-6-98.

484

nocimiento de la posible participacion de diferentes cé-
lulas inflamatorias en los mismos puede ser de gran in-
terés, no solamente desde un punto de vista diagndstico,
sino del de posibles nuevos enfoques terapéuticos.

La inflamacién de las vias aéreas puede ser estudiada
mediante biopsias bronquiales que nos aportan una in-
formacidn cualitativa de las mismas, pero no nos permi-
ten acceder con facilidad a la porcién mds distal del 4r-
bol respiratorio. Esta puede ser explorada mediante el
andlisis del liquido procedente del lavado broncoalveo-
lar (LBA) el cual, ademas, nos informa de una manera
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cuantitativa de los fendmenos inflamatorios presentes
en esta zona menos accesible del sistema bronquial. En
el liquido recogido del LBA pueden realizarse determi-
naciones diversas, fundamentalmente referentes a las
poblaciones celulares presentes en dicho liquido. Mu-
chos han sido los solutos analizados en el liquido del
LBA, en un intento de acercarnos a la patogenia de al-
gunas enfermedades, o en un intento de conseguir “mar-
cadores” de ciertas situaciones patoldgicas. De entre es-
tos marcadores, se han estudiado en el lavado algunas
sustancias que, por estar relacionadas con el grado de
activacion de las células que las producen, son conoci-
das como marcadores de actividad de las mismas. Este
es el caso de la triptasa (T) marcador de actividad de
los mastocitos!, la proteina catiénica del eosinéfilo
(PCE) de dichas células® y el dcido hialurénico (AH)
de los fibroblastos®, todas estas células relacionadas
con fendmenos inflamatorios. La existencia de concen-
traciones elevadas de estas sustancias en el LBA del
cancer pulmonar, indicaria una activacién de sus célu-
las de origen, por lo que éstas podrian estar intrinseca-
mente relacionadas con la inflamacién en el céncer de
pulmén (CP).

Actualmente se reconocen dos tipos distintos de
muestras resultantes del LBA: los primeros mililitros
instilados y recogidos, que representan la muestra bron-
quial denominada fraccién bronquial, y los siguientes,
que serfan mds representativos de los alvéolos, y que
denominamos por ello fraccién bronquioloalveolar**>.
El estudio por separado de estas 2 fracciones puede dar
resultados diferentes, pero complementarios y, por lo
tanto, interesantes de analizar.

Los objetivos que nos hemos marcado en el presente
estudio, son los siguientes: a) conocer si existe partici-
pacién de los mastocitos, eosindfilos y fibroblastos en
la patologfa tumoral pulmonar, mediante la determina-
cién de sus respectivos marcadores: triptasa, proteina
cati6énica del eosindfilo y 4cido hialurénico, en el liqui-
do procedente del LBA de sujetos diagnosticados de
CP, y b) cuantificar los valores de los marcadores des-
critos en las diferentes fracciones del LBA (bronquial y
bronquioloalveolar), para ver si existen diferencias en-
tre ellas.

Pacientes y métodos

El estudio fue disefiado con cardcter prospectivo y durante
un periodo de 31 meses (entre diciembre de 1991 y junio de
1994), se realizaron 64 LBA en otros tantos pacientes con
diagndstico nuevo de cdncer de pulmén y 24 en individuos
considerados como grupo control.

En el grupo tumoral el criterio de inclusion fue diagndstico
de novo de CP confirmado mediante métodos histoldgicos. En
el grupo control se incluyeron individuos sin enfermedad ac-
tual respiratoria clinica, radiolégica y funcionalmente demos-
trable. Los criterios de exclusién fueron cualquiera de las cau-
sas que constituyen contraindicacién de broncofibroscopia,
siguiendo las normativas de la Sociedad Espafiola de Neumo-
logfa y Cirugia Tor4cica (SEPAR)®.

De los 88 sujetos inicialmente incluidos en el estudio, sola-
mente completaron el mismo 52 por las siguientes razones:
imposibilidad de recuperar una cantidad de liquido del LBA
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superior al 15% de lo instilado en 6 casos (todos pertenecien-
tes al grupo tumoral), presencia de un liquido de LBA hemo-
rrigico segun visién macroscépica en 17 casos (11 cdnceres y
6 sujetos del grupo control), y/o presencia de liquido obtenido
del LBA, con aspecto turbio en 13 casos (10 enfermos y 3 sa-
nos).

A todos estos individuos se les realiz6 historia clinica y ex-
ploracion fisica completas, asi como analitica sanguinea: he-
mograma, bioquimica sérica y estudio de coagulacién, radio-
grafia posteroanterior y lateral de térax, TAC toricico y ECG.
Ninguna de estas personas habfa tenido infeccién respiratoria
durante al menos un mes previo a la realizacién de la prueba.
Los individuos del grupo control fueron seguidos durante un
minimo de 10 meses posteriormente a la realizacién del LBA,
comprobandose la ausencia de patologia respiratoria.

Grupo control (grupo A)

El grupo control lo constituyen 15 sujetos, con edades com-
prendidas entre 26 y 71 afios (media 51,2 + 17,7), de ellos, 10
varones (06,7%) y 5 mujeres (33,3%). Fumaban el 40%
(6/15). En estas personas no se objetivé patologia neumologi-
ca (ni en ninguna otra localizacién) tras haber completado el
estudio médico, ni referian antecedentes de enfermedad pul-
monar aguda en un periodo previo de 6 meses. El motivo por
el que se realizé la broncoscopia fue: en 4 casos tos pertinaz,
hemoptisis con estudio radiolégico normal en otros cuatro,
prueba de Mantoux positiva en tres, elevacion de hemidia-
fragma en dos, uno con sospecha de estenosis traqueal, y uno
con pinzamiento residual de un seno costofrénico lateral en la
radiografia de térax.

Grupo tumoral (grupo B)

El grupo de 37 enfermos incluidos en el estudio cumplia las
siguientes caracteristicas: 32 eran varones (86,5%) y 5 muje-
res (13,5%), con una media de edad de 68,5 = 6,9 (51-79)
afos. El 78,4% (29/37) tenian hébito tabdquico. La estirpe
histoldgica de estos tumores era: 56,7% (21 casos) epidermoi-
des; 13,5% (5 casos) adenocarcinomas, 10,8% (4 casos) ana-
plasicos de células pequefias, 5,4% (2 casos) anapldsicos de
células grandes, 8,1% (3 casos) tumores metastisicos inicos y
5,4% (2 casos carcinomas no clasificables).

Siguiendo el protocolo de estudio, los parametros estudia-
dos han sido iguales para cada uno de los grupos a los que nos
hemos referido con anterioridad. En cada uno de ellos se ana-
lizaron: sexo, edad y hdbito tabdquico, volumen total de liqui-
do recogido, niimero de células por mililitro de liquido del
LBA, el componente citoldgico (macréfagos, linfocitos, neu-
trofilos y eosindfilos), y el componente bioquimico; en este
sentido, se determinaron los valores en el LBA de los siguien-
tes marcadores: mieloperoxidasa (MPO), T, AH, PCE y pro-
teinas totales (PT).

Se realiz6 en todos los individuos broncofibroscopia con la-
vado broncoalveolar que se llevé a cabo en cada caso segun
las normativas recomendadas y estandarizadas®, mediante
broncofibroscopio (BFC) marca Olympus BF tipo 10. En to-
dos los casos se utilizé premedicacién con atropina y aneste-
sia topica de la via aérea. El LBA en los sujetos del grupo
control se realizaba en cualquier territorio pulmonar, de prefe-
rencia en un segmento o subsegmento del 16bulo medio o lin-
gula. En los pacientes tumorales, el LBA se llevé a cabo en el
bronquio afectado macroscépicamente por el tumor. Se instild
en cada caso un total de 150 ml de solucion salina al 0,9% es-
téril y a temperatura ambiente, procesandose por separado el
liquido recuperado de los primeros 50 ml (fraccién bron-
quial), de los restantes (fraccién bronquioloalveolar).
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Fig. 1a. Comparacién de medias de los valores de los marcadores infla-
matorios de la fraccion bronquial (Fb) del lavado broncoalveolar expre-
sados en relacién al volumen, entre grupo A (control) y B (tumoral). T
triptasa (U/ml), AH acido hialurénico (Lg/ml), PCE proteina catiénica del
eosindfilo (ug/ml).
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Fig. 1b. Comparacién de medias de los valores de los marcadores infla-
matorios de la fraccién bronquioloalveolar (Fba) del lavado broncoalveo-
lar expresados en relacién al volumen, entre grupo A (control) y B (tumo-
ral). T triptasa (U/ml), AH acido hialurénico pg/ml), PCE proteina
catiénica del eosinéfilo (11g/ml).

TABLA IA
Valores medios de los marcadores inflamatorios en el lavado
broncoalveolar del grupo control expresados en unidades
en relacion al volumen

En el sobrenadante se determinaron T, AH y PCE mediante
radioinmunoandlisis (RIA) y PT por el método de Lowry. La
comprobacién se realiz mediante sueros validados interna-
cionalmente de las firmas comerciales Kabi Pharmacia® (AH)
y Pharmacia® (T y PCE). Las concentraciones de las sustan-
cias estudiadas se han normalizado en relacién a miligramos
de PT en el liquido del LBA, de tal forma que los resultados
se expresaron tanto en microgramos (PCE y AH) o unidades
(T) de la sustancia por unidad de volumen de liquido, como
en microgramos o unidades por miligramos de PT. Estas, se
determinaron mediante el método de Lowry” y los valores se
expresaron en mg/mil.

Para medir la radiactividad, se utiliz6 un contador gamma
Gamma Chem 9612 (Lab System) y todas las muestras fueron
comprobadas por duplicado mediante sueros control valora-
dos internacionalmente, para que las cifras estuvieran dentro
de las permitidas. Se aceptaron aquellas que presentaban un
coeficiente de variacién entre dos lecturas, no superior al
10%.

Estadistica

Los datos de la estadistica bdsica se obtuvieron por el pro-
grama informdtico estadistico R-SIGMA de HORUS S.A.:
media, desviacién tipica, error estidndar, intervalo y valor ma-
ximo y minimo, prueba de Kolmogorov-Smirnov, compara-
cién de medias pareadas o independientes, y pruebas de Wil-
coxon y de Mann-Whitney.

Resultados

En las tablas I y II se expresan los valores medios de
cada una de las variables analizadas en los grupos estu-
diados.

1. Tabaquismo: no encontramos diferencias en los
valores de los marcadores de inflamacién ni de protei-
nas en ninguna de las dos fracciones del LBA de los su-
jetos del grupo control entre fumadores y no fumadores.
En el grupo tumoral tampoco encontramos diferencias
con significacién estadistica en ninguna de las sustan-
cias analizadas, entre fumadores y no fumadores, cuan-
do fueron referidas al volumen. Expresadas en relacién
a las proteinas, encontramos significativamente mds ele-

TABLA IB
Valores medios de los marcadores inflamatorios en el lavado
broncoalveolar del grupo tumoral expresados en unidades
en relacién al volumen

Grupo control Grupo control Grupo tumoral Grupo tumoral
Total (n = 15) no fi dores fi dores Total (n = 37) no fumadores fumadores
n=9) n=6) n=8) (n=29)
Tb 2,3+£0,7 25+04 2,1£09 Tb 4,1 (3) 3,609 4329
Ta 2,3+0,6 23+04 2,3+0,8 Ta 4,6 +9,7 331 4,9(2,8)
AHb 5,6 £4,2 51+38 6,2+49 AHb 42,3 (12,8) 39,6 £ 35,5 43,1 (22,8)
AHa 49+52 48+2,6 53+87 AHa 98,5 (15,44) 42,5 +47,7 114 (14,9)
PCEb 1,.9+2,5 14+1,6 2,8+34 PCEb 2,8 £(0,8) 22+23 3(0,82)
PCEa 0,6 +0,9 0,6 £0.,8 0,7+1,1 PCEa 11,3 (0,4) 0,3+04 14,4 (0,4)
Protb 0,093 = 0,08 0,068 + 0,05 0,12+ 0,11 Prot b 0,23 (0,14 0,22 £ 0,2 0,23 (0,14)
Prot a 0,047 £ 0,04 0,033 £ 0,40 0,074 £ 0,04 Prot a 0,13+0,2 0,17+0,2 0,12 (0,07)

Tb: triptasa de fraccién bronquial; Ta: triptasa de la fraccién bronquicloalveolar;
AHb: 4cido hialurénico de la fraccién bronquial; AHa: dcido hialurénico de la
fraccién bronquioloalveolar; PCEb: proteina catidnica del eosindfilo de la frac-
cién bronquial; PCEa: proteina catidnica del eosindfilo de la fraccién bronquiolo-
alveolar; Prot b: proteinas de la fraccién broaquial; Prot a: proteinas de la frac-
cién bronquioloalveolar.
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*Las variables que no siguen una distribucién normal, se expresan con la media-
na entre paréntesis. Abreviaturas como en la tabla 1A,
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Fig. 2a. Comparacién de medias de los valores de los marcadores infla-
matorios del lavado broncoalveolar expresados en relacién al volumen, de
los pacientes con cincer de pulmén, entre las dos fracciones (Fb: fraccién
bronquial; Fba: fraccién bronquioloalveolar/ml), T: triptasa (U/ml); AH:
acido hialurénico (Lg/ml); PCE: proteina catiénica del eosinéfilo (ug/ml).

TABLA IIA
Valores medios de los marcadores inflamatorios en el lavado
broncoalveolar del grupo control expresados en unidades
en relacion a proteinas totales

Fig. 2b. Comparacién de medias de los valores de los marcadores infla-
matorios del lavado broncoalveolar expresados en U/prot. = relacién a las
proteinas totales (PT), de los pacientes con cancer de pulmén, entre las
dos fracciones, Fb fracciéon bronquial y Fba fraccién bronquioloalveolar.
T triptasa (UVmg PT), AH acido hialurénico (microgrames/ml PT), PCE
proteina catiénica del eosinéfilo (microgramos/mg PT).

TABLA IIB
Valores medios de los marcadores inflamatorios en el lavado
broncoalveolar del grupo tumoral expresados en unidades
en relacion a proteinas totales

Grupo control Grupo control Grupo tumoral Grupo tumoral
Total (n = 15) no fi dores fi dores Total (n = 37) no fumadores fumadores
n=9 (n=6) (n=8) (n=29)
Tb 35,7+x21,7 4277 +21,1 28,6 22,7 Tb 45,5 +39.2 43,5+378 42,3 + 40,6
Ta 94,6 £92 122,8 + 103,2 43,8 £34,4 Ta 70,3 £ 84,2 52,1 £40,3 75,4 (35,8)
AHb 71.3+52,8 78,4 622 64,2 +433 AHb 335,5 (187.4) 410,7 £ 508,7 314,4 (183,9)
AHa 201,5+£229.8 261,11 £2433 94,4 + 176,1 AHa 569,6 (263) 304,4 +267,8 642,7 (263)
PCEb 25,4 + 30,1 29,9 + 30,9 23,9+ 32,1 PCEb 19,8 (6,48) 15,6 = 14,9 21,04 (6,4)
PCEa 15,8+ 174 20,5+ 19,5 7,3+97 PCEa 50,1 (3,83) 2,88+23 63,6 (6)

Abreviaturas como en la tabla 1A y B,

vados los valores de PCE de la fraccién bronquioloalveo-
lar en los fumadores (p < 0,05).

2. Grupos control y tumoral: hemos encontrado un
incremento de los valores en el grupo tumoral en rela-
cién al control, de T y AH tanto de la fraccién bronquial
(0,01 y 0,001, respectivamente, para cada marcador)
como en la bronquioloalveolar (0,05 y 0,001, respecti-
vamente), cuando éstos los expresamos en relacion al
volumen (fig. 1 a y b). Cuando los valores se expresan
relacionados a las proteinas totales, Ginicamente encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas en los
valores de AH (fraccién bronquial, con p < 0,001 y
bronquicloalveolar, con p < 0,05), si bien las cifras del
resto de los marcadores de inflamacién estudiados en el
liquido del LBA estédn elevadas en relacién a los indivi-
duos sanos. Se encontraron valores de proteinas del
LBA significativamente mds elevados en el grupo tumo-
ral respecto a los de los individuos del grupo control,
tanto en la fraccién bronquial, como en la bronquioloal-
veolar (p < 0,05 en ambas).

3. Fracciones del LBA: en los enfermos tumorales
hemos encontrado valores mds elevados en la fraccién
bronquioloalveolar respecto de la bronquial de T referi-
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Abreviaturas como en la tabla [A y B.

da a proteinas (p < 0,05) y PCE tanto en unidades de
volumen como en PT (p < 0,05 en cada caso). Se en-
contraron valores de proteinas significativamente mds
altos en la fraccién bronquial en este grupo de pacientes
(p<0,05) (figs. 2ay b).

Discusién

La triptasa es la proteasa neutra mds importante de
los mastocitos, y sirve como marcador especifico de la
actividad de dicha célula, ya que se encuentra de una
manera casi exclusiva en este tipo celular®®, La concen-
tracion de T en los diferentes fluidos bioldgicos refleja
la mayor o menor participacién de los mastocitos en los
diferentes procesos patoldgicos"'’. En el LBA se han
encontrado valores incrementados de esta sustancia en
pacientes con asma bronquial!""'%, patologia intersticial
pulmonar (alveolitis alérgicas intrinsecas, sarcoidosis) y
cancer de pulmén'®'’. Se ha descrito un incremento de
mastocitos en tejidos y muestras de LBA de pacientes
con carcinoma broncogénico. En estos enfermos se de-
muestra un aumento de los valores de T en el liquido de
LBA en relacién a sujetos sanos'®. A pesar de estos ha-
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llazgos, no se conocen los mecanismos exactos que ex-
plican la presencia de mastocitos en el LBA de estos
enfermos. Nosotros hemos encontrado valores miés ele-
vados de T en el grupo tumoral respecto del control, al
igual que el grupo de Walls!®, por lo que parece proba-
ble que esta estirpe celular esté relacionada en mayor o
menor grado con los procesos inflamatorios que tienen
lugar en el CP.

Aunque puede ser sintetizado por muchas células del
organismo, la produccidén de 4cido hialurénico (AH) se
debe mayoritariamente a los fibroblastos activados, por
lo que se le considera como un marcador de actividad
de los fibroblastos en los diversos liquidos corporales?®.
Los valores de AH en el liquido del LBA se encuentran
aumentados en individuos con enfermedades fibréticas
del pulmén, como es el caso de la fibrosis pulmonar
idiopética, en la que existe una correlacién entre valores
de AH en el LBA y gravedad de la alveolitis por una
parte, y compromiso clinico por otra'®. También se en-
cuentran concentraciones elevadas de AH en el LBA de
pacientes afectados de sarcoidosis y, en menor grado,
con alveolitis alérgicas extrinsecas*!” y asma!'. No he-
mos encontrado referencias bibliograficas en relacion a
los valores de AH en el LBA en el CP. En nuestro estu-
dio hemos hallado valores mds elevados de AH en los
pacientes con CP respecto del grupo control, lo que in-
dica un cierto grado de participacién de los fibroblastos
en los fendmenos inflamatorios de esta enfermedad.

La PCE es una proteina basica presente en la matriz
de los granulos especificos de los eosindfilos y se libera
con la estimulacidn de éstos; por dicho motivo, se con-
sidera a la PCE como marcador de actividad de los eo-
sinéfilos!!. Se encuentran valores elevados de PCE en el
LBA de pacientes con asma, tanto alérgico como no'"!”
y fibrosis pulmonar idiopética®. No se han encontrado
estudios en los que se analicen los valores de PCE en el
LBA de pacientes con CP. Nosotros hallamos valores
significativamente superiores de PCE en los pacientes
del grupo tumoral respecto a los del grupo control.

No deja de sorprender el hecho de que los valores de
los marcadores estudiados sean superiores en las vias
aéreas mas distales, en una enfermedad con afectacion
preferente de las vias aéreas proximales, indicando pro-
bablemente la existencia de procesos inflamatorios més
all del tumor, y en ausencia de datos clinicos y radiolé-
gicos que sugieran infeccién distal al mismo.

En conclusién, hemos encontrado: a) valores incre-
mentados de T y AH en el LBA de los pacientes con
CP, sugiriendo una participacién de mastocitos y fibro-
blastos en la patologia tumoral pulmonar, y b) en el CP
existen valores més elevados de T y PCE en la fraccién
del LBA mads representativa de las vias aéreas distales,
por lo que la activacién de estas células en el CP parece
ser mayor en esta zona.
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