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La enfermedad respiratoria de los trabajadores de la in-
dustria del corcho —suberosis— puede presentarse clinica-
mente bajo la forma de neumonitis de hipersensibilidad
(NH) o de enfermedad pulmonar obstructiva (EPO), con un
cuadro asmatiforme o de bronquitis cronica. Los mastocitos
son importantes células inflamatorias del pulmén que estin
particularmente implicadas en la liberacion rapida de me-
diadores broncoconstrictores y en la produccion de citocinas
y mediadores que modulan la actividad de los fibroblastos.
Se ha descrito un aumento del niimero de mastocitos en el
lavado broncoalveolar (LBA) en las enfermedades pulmona-
res intersticiales, indicando su participacion en la inflama-
¢ién cronica y la fibrosis pulmonar.

OBJETIVOS: El objetivo fue valorar la participacion de los
mastocitos en la inflamaciéon pulmonar intersticial en los
trabajadores de la industria del corcho analizando su pre-
sencia en el LBA por métodos histoquimicos. Con la posibi-
lidad de una implicacién de los mastocitos broncealveolares
en la patogénesis de la suberosis, también estudiamos su re-
lacién con los distintos cuadros clinicos de la enfermedad,
con los parametros funcionales respiratorios y con la inten-
sidad de la alveolitis.

PACIENTES Y METODOS: Treinta y un trabajadores de la in-
dustria del corcho con sintomas respiratorios relacionados
con la exposiciéon ocupacional, evaluados por la historia cli-
nica y ocupacional, examen fisico, radiografia de térax, ple-
tismografia corporal/espirometria, difusiéon de CO (DLCO),
gasometria arterial en reposo y broncofibroscopia con LBA.
La clasificacién de los enfermos —20 con NH y 11 con EPO-
se realiz6 segin criterios clinicos, funcionales y del analisis
del liquido del LBA. La cuantificacion de los mastocitos fue
realizada en frotis de citocentrifugado del LBA comparando
dos tinciones distintas —-May-Grunwald-Giemsa (MGG) y
azul de toluidina (AzTol)- y los recuentos de dos observado-
res.

PRINCIPALES RESULTADOS: Se confirmé una buena correla-
cion entre los dos métodos de tincion (r, = 0,86; p < 0,0001) y
entre los recuentos de dos observadores (MGG [r, = 0,86] y
AzTol [r, = 0,87]; p < 0,0001). El nimero de mastocitos en el
LBA estaba significativamente mas elevado en pacientes con
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NH (X + EPM, 13,4 + 4,5) que en los que tenian EPO (0,9 +
0,3; p < 0,002, test de Mann-Whitney). El subgrupo de 8 pa-
cientes con mayor compromiso funcional respiratorio —ca-
pacidad vital (CV) y/o DLCO < 80% del valor esperado—
presentaba también un niimero significativamente mas ele-
vado de mastocitos en el LBA (19,9 + 7,7 frente a 3,5 + 1,7; p
= 0,002). También encontramos una correlacién negativa
entre el nimero de mastocitos en el LBA y los parametros
funcionales respiratorios: capacidad pulmonar total (CPT)
(r ,=-0,63; p = 0,005) y DLCO (r, = -0,54; p = 0,008). El ni-
mero de mastocitos recuperados en el LBA se correlacioné
directa y significativamente con la intensidad de la alveoli-
tis, la celularidad total (r, = 0,62; p = 0,002), el niimero abso-
luto de linfocitos (r, = 0,56; p = 0,006) y las concentraciones
de albimina (r, = 0,68; p = 0,003).

ConcCLUSIONES: Los resultados obtenidos indican que los
mastocitos participan en la respuesta celular del intersticio
pulmonar a la inhalaciéon de polvos organicos del corcho, ca-
racterizando particularmente las formas de NH. Por otro
lado, su reclutamiento a la superficie broncoalveolar parece
estar relacionado con la intensidad de la linfocitosis y de la
inflamacion del intersticio pulmonar, asi como en el deterio-
ro de la funcion respiratoria en estos pacientes.

Palabras clave: Mastocitos. Suberosis. Neumonitis de hipersen-
sibilidad. Lavado broncoalveolar.

(Arch Bronconeumol 1999; 35: 71-78)

Suberosis: involvement of bronchoalveolar mast
cells in the etiology of interstitial disease

Suberosis —the lung disease suffered by cork industry
workers— may present in the form of either hypersensitivity
pneumonitis (HP) or obstructive pulmonary disease (OPD)
with asthma-like symptoms or chronic bronchitis. Mast cells
play an important role in pulmonary inflammation and are
particularly implicated in the rapid release of mediators in
bronchoconstriction and the production of cytokines and
mediators of fibroblast activity. Increased numbers of mast
cells are present in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid in
interstitial lung diseases, suggesting that these cells also par-
ticipate in chronic inflammatory processes and in pulmo-
nary fibrosis.
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OBJECTIVES: To assess the participation of mas cells in in-
terstitial pulmonary inflammation in cork industry workers
by histochemically analyzing their presence in BAL fluid.
Foresseing the possible implication of bronchoalveolar mast
cells in the pathogenesis of suberosis, we also studied their
relation to various signs and symptoms of the disease, to res-
piratory function parameters and to degree of alveolitis.

PATIENTS AND METHODS: Thirty-one cork industry wor-
kers with respiratory symptoms related to occupational ex-
posure were enrolled. Occupational and case histories were
taken. Physical examiantions were complemented by chest
X-rays, plethysmography/spirometry, fiberoptic bronchos-
copy with BAL, and determination of carbon monoxide dif-
fussing capacity (DLCO) and arterial blood gases at rest.
Patient classification (20 with HP and 11 with OPD) was ba-
sed on clinical and functional criteria and analysis of BAL
fluid. Mast cells in cytospinned samples treated with two
different stains [May-Grunwald-Giemsa (MGG) and Tolui-
dine Blue (Tol.BL.)] were counted by two observers and the
results were compared.

MAIN RESULTS: Good correlation between the two staining
methods was confirmed (r, = 0.86, p < 0.0001). Correlation
between the two observers was also good (MGG r, = 0.86,
Yol.BL r, = 0.87, p < 0.0001). The number of mast cells in
BAL fluid was significantly higher in patients with HP [13.4
+ 4.5 (x £+ SEM)] than in those with OPD (0.9 + 0.3; p <
0.002, Mann Whitney test). The subgroup of eight patinets
with poorer respiratory function (CV and/or DLCO < 80%
of reference value) also had higher mast cell counts in BAL
(19.9 + 7.7 versus 3.5 + 1.7; p = 0.002). We also saw a negati-
ve relation between mast cell counts in BAL fluid and lung
function parameters: total lung capacity (r, = -0.68, p =
0.005) and DL.CO (r, = —0.54, p = 0.008). Mast cell recorvery
from BAL fluid was positively related to severity of alveoli-
tis in terms of total cell counts (r, = 0.62, p = 0.002), absolute
lymphocyte counts (r, = 0.56, p = 0.006) and albumin levels
(r,=0.68, p = 0.003).

ConcLusions: Our findings suggest that mast cells parti-
cipate in interstitial lung cell response to the inhalation of
organic cork dust, particularly when HP is the form of pre-
sentation. Moreover, mas cell recruitment on the alveolar
surface seems to be related to the intersity of lymphocytosis
and interstitial pulmonary inflammation and to lung func-
tion deterioration in affected patients.

Key words: Mast cells. Suberosis. Hvpersensitivity pneumonitis.
Bronchoalveolar lavage.

Introduccion

La suberosis es una enfermedad pulmonar ocupacio-
nal asociada a la exposicion al polvo de corcho con
moho. Habitualmente, esta descrita como una enferme-
dad pulmonar intersticial —una neumonitis de hipersen-
sibilidad (NH) o una alveolitis alérgica extrinseca'“—,
con la presencia de granulomas y sensibilizacion inmu-
nolégica a Penicillium frequentans™. Aun asf, la partici-
pacién predominante de las vias a€reas en algunas for-
mas clinicas de la enfermedad, ya reconocida por Avila
y Villar'? en la descripcién original de esta patologia,
condiciona la aparicién de cuadros clinicos del tipo
bronquitis crénica o asma bronquial, cuyos mecanismos
etiopatogénicos no estdn adn bien establecidos.
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El lavado broncoalveolar (LBA) es un método simple
para el estudio y la caracterizacién de la inflamacion in-
tersticial® y su utilidad en la evaluacién diagndstica de
la patologia del intersticio puimonar esta bien estableci-
da’®. Mds recientemente, el LBA también se ha utiliza-
do en la evaluacién de las enfermedades respiratorias
con implicacién de las vias aéreas™''. El hallazgo mads
caracteristico en el LBA de las NH de los trabajadores
de la industria del corcho es una intensa "alveolitis” lin-
focitica, predominantemente de linfocitos CD8+'%, con
diferentes fenotipos de linfocitos citotéxicos™.

Los mastocitos son importantes células inflamatorias
que estan involucradas en diversas situaciones de inmu-
nopatologia pulmonar', donde han sido particularmente
implicados en las formas de hipersensibilidad inmedia-
ta, a través de su unidn de alta afinidad a la inmunoglo-
bulina E (IgE) y liberacién de mediadores broncocons-
trictores después del contacto con el antigeno. A pesar
de no estar descrita esta forma de hipersensibilidad in-
munoldgica en la patogénesis de las NH*#, datos recien-
tes apuntan también hacia la participacion de los masto-
citos humanos en la inflamacién crénica y la fibrosis
pulmonar, posiblemente a través de la produccién de ci-
tocinas y mediadores que modulan la actividad de los
fibroblastos''®. En este sentido, los mastocitos estdn
habitualmente presentes en los alveolos del pulmén nor-
mal'”!"® y se ha descrito un aumento de su niimero en el
LBA en enfermedades pulmonares intersticiales, espe-
cialmente en las NH'">*. De hecho, el nimero de mas-
tocitos pulmonares estd también aumentado en modelos
experimentales de NH*' y el desarrollo de esta enferme-
dad en los ratones deficitarios en mastocitos (W/WV)
depende del trasplante de mastocitos derivados de la
médula 6sea™.

El objetivo del presente estudio es valorar la presen-
cia de mastocitos en el LBA de pacientes con sintomas
respiratorios asociados a la exposicidn ocupacional en
la industria del corcho y relacionarlos con las diferentes
formas de presentacién clinica. Ademds, en un intento
de dilucidar la implicacion de estas células en la pato-
génesis de la suberosis, estudiamos también la relacién
entre el ndimero de mastocitos en el LBA y la gravedad
de la enfermedad, cuando es valorada por pardmetros
clinicos y de laboratorio.

Métodos
Pacientes

Se realizé6 un LBA con fines diagndsticos en 31 pacientes
(23 varones y 8 mujeres. edad media 37.5 £ 9,9 afios) con una
exposicion ocupacional en la industria del corcho de 19,3 =
10,9 afios. Para valorar los sintomas respiratorios relaciona-
dos con la exposicidn, todos los pacientes fueron analizados
mediante historia clinica y ocupacional, examen fisico, radio-
grafia de térax, pletismografia corporal/espirometria (Erich
Jaegger), difusién pulmonar de CO (DLCO), gasometria arte-
rial en reposo y broncofibroscopia con LBA.

La clasificacion de los pacientes en los diversos grupos es-
tudiados fue hecha de acuerdo con criterios clinicos, funcio-
nales y de andlisis del liquido del LBA. Veinte pacientes fue-
ron diagnosticados de NH por la presencia de tos y disnea de
esfuerzo asociadas a sintomas generales de mialgias, astenia
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TABLA
Caracteristicas clinicas y funcionales respiratorias (% del valor esperado) en los 2 grupos de pacientes con sintomas
respiratorios y exposiciéon ocupacional en la industria del corcho

Diagnéstico I Sexo Edad (anos)| Exposicién (afios) CV (%) l CVF (%) | VEMS (%) I IT (%) l CPT (%) l DL.CO (%)
NH (n=20) I16M/4F 34x9 [7,3+9,8 826147 903+x189 858+192 828=x106 97.7+13,7 81,8237
EPO(n=11) TM/M4F 44+7 23,0123 1020x182 1095165 943=x242 735+108 108985 1304+200
p* - < 0,01 NS < 0,005 < (0,005 NS < 0,02 <0.02 < 0,001

*Por ¢l test de Mann-Whitney. M: masculino: F: femenino: CV: capacidad vital: CVF: capacidad vital forzada; VEMS: volumen espiratorio maximo en el primer segun-
do; IT: indice de Tiffencau: CPT: capacidad pulmonar total: DLCO:difusién pulmonar de CO: NS: no significativo.

TABLA 11
Caracteristicas del lavado broncoalveolar (LBA) en los 2 grupos de pacientes con sintomas respiratorios y exposicion
ocupacional en la industria del corcho. Recuento diferencial en 500 células con el objetivo de 100x

Diagnéstico Volumen (ml) (’TI;II(‘;‘S :noﬁ:es Macr(’)fagioc,/so ‘;llveolares Linfocitos (%) PMN (%) Eosindfilos (%) Mastocitos (%)
NH (n = 20) 107+ 24 11,170 233 £ 14.1 71,1 +13.0 4,4+40 0.7+ 1.1 0.24 + 0,32
EPO(n=11) 101 £28 1,7+£0,8 71,6 14,0 24,1 +39 3.1+34 1.2+£22 0,05 = 0,09
p* NS < (,,00001 < 0,0001 < (,00001 NS NS 0.07

*Por ¢l test de Mann-Whitney. NH: neumonitis de hipersensibilidad: EPO: enfermedad pulmonar obstructiva: PMN: polimortonucleares neutrdfilos: NS: no significativo.

y/o adelgazamiento, relacionados con la exposicion, con o sin
un sindrome ventilatorio restrictivo o defecto de difusién, y
una celularidad aumentada en el LBA con alveolitis linfociti-
ca intensa (= 40%)**. Los 11 pacientes restantes presentaron
cuadros de enfermedad pulmonar obstructiva (EPO), con par-
ticipacion de las vias aéreas: 8 enfermos tenian asma bron-
quial, cursando con episodios de disnea en el trabajo con obs-
truccion reversible de las vias aéreas y/o hiperreactividad
bronquial inespecifica significativa (Pc20 histamina < 8
mg/dl). y se verificaron en 6 pacientes variaciones significati-
vas de los débitos espiratorios en los periodos de trabajo
(asma ocupacional); en 3 pacientes se hizo el diagndstico de
bronquitis cronica por tos y expectoracion, la mayor parte de
los dias durante mds de 3 meses, por lo menos 2 afios, con
obstruccién no reversible de las vias aéreas (s6lo un ex fuma-
dor de 3 paquetes/afo).

Lavado broncoalveolar

El LBA se realizé en el I6bulo medio o la lingula de acuer-
do con las recomendaciones del European Task Group on
BAL?. Se instilaron 4 x 50 ml de suero fisioldgico, a 37 °C.
aspirando suavemente el liquido después de cada instilacion.
El volumen recuperado después de la primera instilacién fue
medido y desechado. El liquido recuperado de las restantes
muestras fue mezclado, y se valoraron la celularidad total (cd-
mara de Neubauer) y la viabilidad (exclusién del azul tripa-
no). El recuento diferencial fue realizado en preparaciones de
citocentrifugado (Labofuge AE, Heraues, Alemania), obteni-
das con 40 ul de la muestra que contenian 500 céiulas en mi-
croscopia de luz con el objetivo de 100x (tefiidas por May-
Grunwald-Giemsa [MGG]). Para el recuento de mastocitos,
una de las preparaciones fue tefiida con azul de toluidina (Az-
Tol) previa fijacion con metanol, siguiendo el método de
Xaubet et al’®; los recuentos se hicieron por dos observadores
independientes, sin conocimiento del diagnéstico final, con-
tando 20 campos adyacentes con un objetivo de 40x. y se
compararon las dos tinciones empleadas (MGG y AzTol). La
IgG y la albimina fueron medidas en los sobrenadantes acelu-
lares de]l LBA y en una muestra de suero por nefelometria ci-
nética utilizando inmunosueros y calibradores para nefelome-
tria (QM 300, Kallestad).
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Andlisis estadistico

Se utilizaron métodos no paramétricos en las comparacio-
nes entre grupos o variables (test de Mann-Whitney) y corre-
lacién de Spearman (r,). y se¢ consideré no significativa (NS)
una p > 0,05. Los resultados son presentados en media aritmé-
tica = desviacidn estindar (DE) de la media, excepto cuando
esté indicado.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes estudiados

De acuerdo con los resultados de la valoracion clini-
ca y del laboratorio, los pacientes fueron clasificados en
2 grupos: NH (n = 20) y EPO (n = 1), grupos que, te-
niendo en cuenta los criterios de inclusion, difirieron
significativamente en los pardmetros funcionales respi-
ratorios (tabla I) y en los datos del LBA (tabla II). La
edad media de los pacientes con NH fue mds baja que
en la EPO (34,0 + 9.5 frente a 43,7 + 7,4 afios; p =
0,007), asi como el tiempo medio de exposicién, aun-
que éste no difiriera significativamente entre los 2 gru-
pos (17.3 £ 9.8 frente a 23,0 = 12.3; p = 0,22).

Seis de los pacientes con NH estaban retirados de la
exposicion, siendo incluidos en este estudio por mante-
ner sintomas respiratorios y alteraciones en la valora-
cion clinica y del laboratorio; de hecho, en relacion a
los normalmente expuestos, estos pacientes no diferfan
en los pardmetros del LBA o funcionales respiratorios,
presentando alguna disminucion de los valores de IgG
séricos y del LBA (media + DE: suero, 2.290 + 290
frente a 1.572 + 155 mg/dl; LBA, 27 £ 5 frente a 11 + 4
mg/dl; p = 0,08 en las dos comparaciones).

Identificacion de los mastocitos en el LBA.
Comparacion de los dos métodos de tincion

Los mastocitos se identificaron por la presencia de
numerosos granulos citoplasmdticos basdtilos adqui-

73



ARCHIVOS DE BRONCONEUMOLOGIA. VOL.

35, NUM. 2, 1999

Fig. 1. Mastocitos en el lavado broncoalveolar (LBA) de la suberosis. Los mastocitos fueron identificados (flechas) por la presencia de granulos citoplas-
maticos baséfilos en la tincién con May-Grunwald-Giemsa (MGG) (A) adquiriendo, en el caso del azul de toluidina (AzTol) (B), una coloracién violeta ca-
racteristica que contrasta con el color azul palido de las otras células (x200 en la ampliacién original).

O NH
10+ M EPO
il
0 M Az sto
0,00 0,01 0,07

Fig. 2. El nimero relativo de mastocitos en el lavado broncoalveolar
(LBA) (en 20 campos de ampliacién/40 pl de LBA) fue significativamente
mis elevado en los pacientes con neumonitis de hipersensibilidad (NH)
que en los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva (EPO). Esta
representada la media y la desviacion estindar de la media de los recuen-
tos con la tincién de May-Grunwald-Giemsa (MGG) y del azul de toluidi-
na (AzTol), y 1a p del test de Mann-Whitney. El nimero relativo de mas-
tocitos obtenido en el recuento diferencial de 500 células es también
superior en el grupo NH, aunque la diferencia entre los grupos no sea es-
tadisticamente significativa.

riendo, en el caso del AzTol, una coloracién violeta ca-
racteristica, contrastando con el color azul pélido de las
restantes células del LBA (fig. 1). A pesar de ser més
facil la identificacién de los mastocitos después de la
tincién con AzTol, hallamos una buena correlacién en-
tre los recuentos realizados por los dos observadores en
ambos métodos de tincidn: MGG (r, = 0,855) y AzTol
(r, = 0,866); p < 0,0001. El recuento de mastocitos fue
ligeramente mayor con el AzTol (media + EPM: 10,1 +
3.4 frente a 8,4 + 3,0 mastocitos/20 campos/40 ul; p =
NS), encontrando también una excelente correlacién en-
tre los dos métodos de tincidn (r, = 0,862; p < 0,0001 en
la media de recuentos de los dos observadores para Az-
Tol y MGG). El porcentaje de mastocitos en el LBA,
obtenido por el recuento diferencial en 500 células del
frotis de citocentrifugado, se correlaciond significativa-
mente con el obtenido en 20 campos con la ampliacién
de 40x (r, = 0,738; p = 0,0002).

Cuando se compararon los 2 grupos de pacientes, el
nidmero de mastocitos en el LBA fue significativamente
mds elevado en los pacientes con NH que en aquellos
que presentaron cuadros de asma bronquial o bronquitis
crénica (MGG = 13,4 + 4,5 frente a 0,9 + 0,3/20 cam-
pos de ampliacién/40 ul de LBA; p < 0,002) (fig. 2).

VEMS/CVF DLCO
o 0,58 - 0,54
f =
, O EPO » O EPO
110+ p = 0,005 o gk p=0,008 o <
° 1804 © ° Fig. 3. Correlacién entre el nime-
100 7 o o 3 o ro de mastocitos en el lavado
90 o o o o0 ® e 0. o broncoalveolar (LBA) (en abscisas
® ® o0 1004 © e ) ® y escala logaritmica) y el indice de
804 e o0 e o ® ° ° e Tiffenau (IF) (volumen espiratorio
0 @ o O % maximo en el primer segundo
s 8 o e o e ‘. [VEMS)/capacidad vital forzada
o 50 @ [CVF]) o la difusién pulmonar
8
60+ e} (DLCO). Estan representados los
o ® valores de r y p obtenidos en la co-
rrelacién de Spearman. EPO: en-
20 ! I o ! ! fermedad pulmonar obstructiva;
01 1 10 100 01 1 10 100 NH: neumonitis de hipersensibili-
dad.
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Relacion de los mastocitos broncoalveolares
con las alteraciones de la funcion respiratoria

Cuando estudiamos la relacion entre la presencia de
mastocitos en el LBA y los parametros funcionales res-
piratorios, encontramos una correlacion significativa
con la disminucién de los volimenes pulmonares —ca-
pacidad vital (CV), r, = -0,62, capacidad vital forzada
(CVF), r, = -0,60, y capacidad pulmonar total (CPT),
r,=-0,63; p < 0,005 en todas— y con la DLCO (r, = -0,54;
p = 0,008), indicando que su presencia en el espacio al-
veolar estd relacionada con un mayor deterioro de la
funcién respiratoria y con la perturbacién de los inter-
cambios gaseosos en el pulmén. Por otro lado, cuanto
menor es la relacidén volumen espiratorio maximo en el
primer segundo (VEMS)/CVF (lo que caracteriza esen-
cialmente a la enfermedad de las vias aéreas), menor es
el nimero de mastocitos en el LBA (fig. 3).

Del mismo modo, cuando analizamos dentro de la
poblacién estudiada a los 8 pacientes con mayor com-
promiso funcional respiratorio, o sea con CV y/o
DLCO < 80% del valor esperado, este grupo presentaba
un ndmero significativamente mas elevado de mastoci-
tos en el LBA (fig. 4).

Relacion de los mastocitos broncoalveolares
con la intensidad de la alveolitis, evaluada por el LBA

El nimero de mastocitos recuperados en el LBA se
correlacion6 directa y significativamente con la intensi-
dad de la alveolitis, cuando fue evaluada por los para-
metros de LBA:la celularidad total (r, = 0,62; p =
0.002) y las concentraciones de albtimina (r, = 0,68; p =
0,003) e IgG (r, = 0,70: p = 0,002). Cuando se analiza-
ron las diferentes células inflamatorias presentes en el
LBA, confirmamos también la existencia de una corre-
lacién significativa con el nimero absoluto de linfocitos
(r, = 0,56; p = 0,000) (fig. 5).

Discusion
En este trabajo, podemos comprobar que el aumento

de mastocitos en el LBA caracteriza las NH en los tra-
bajadores de la industria del corcho, ya que su nimero

MGG AzTol

-
-

10+

=l
-

Mastocitos/20 campos/40 il

0

0,002 0,02

p

[0 DLCOY/o CV < 80% [H DLCOy/o CV=80%

Fig. 4. Los 8 pacientes con mayor compromiso funcional respiratorio (ca-
pacidad vital [CV] y/o difusién pulmonar [DLCO]| < 80% del valor espe-
rado) presentaron un nimero significativamente mas elevado de mastoci-
tos en el lavado broncoalveolar (LBA). Estd representada la media y el
error padrén de la media de los recuentos en la tincién de May-Grun-
wald-Giemsa (MGG) y del azul de toluidina (AzTol), y la p del test de
Mann-Whitney.

no estd aumentado en pacientes igualmente expuestos,
pero sin evidencia de una implicacién del intersticio
pulmonar (EPO) (fig. 2). También comprobamos que la
presencia de mastocitos en el LBA esta directamente re-
lacionada con el deterioro de la funcién pulmonar
(fig. 4) y con la intensidad de la inflamacién pulmonar
(fig. 5), lo que apoya la participacion de estas células en
la inmunopatogénesis de las NH*.

Los pacientes evaluados en este estudio presentaban
sintomas respiratorios relacionados con la exposicién al
polvo de la industria del corcho, durante varios afios
(mediana, 18 afos), siendo el LBA realizado en todos
ellos con fines diagndsticos®™#1*2%% De acuerdo con
los criterios de diagnostico, los 2 grupos de pacientes
difer{an significativamente en el perfil del LBA y en la
funcién’ respiratoria, con la evidencia de participacién
intersticial en el grupo con NH representada, especial-
mente, por la disminucién de la DLCO vy alveolitis lin-

Albumina-en-el:LBA (mg/dl) Linfocitos en ‘el LBA (x10%/ml)
100 200
f=10,68 r=10,56 ...
p =0,003 ® ® - ® p =0,006 ®
: o ] ° ® ° 150 °
Fig. 5. Correlacién entre el niame- 0o® 04 L
. 10 ® o ®
ro de mastocitos en el lavado . ™ 00 O EPO
broncoalveolar (L.LBA) (en abscisa g ® ® NH
y escala logaritmica) y la intensi- L] 1007
dad de la inflamacién intersticial, o ® ® ®
calculada por las concentraciones i . ®
de albimina y el niimero de linfo- (@] o 0 EPO 504 @ o
citos/ml del LBA. Estan represen- ® ® o
: . o NH ®
tados los valores de r y p obteni- ]
Lo y ® O ®
dos en la correlacion de Spearman., 01 0 Mo) Q o 206
EPO: enfermedad pulmonar obs- | I ] I {
tructiva; NH: neumonitis de hiper- 0,1 1 10 100 01 1 10 100
sensibitidad.
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focitica intensa. Seis de estos pacientes mantenian, a
pesar de estar retirados, sintomas respiratorios con alte-
raciones funcionales y del LBA, evolucion que ha sido
también descrita en otras formas de NH>**. De hecho,
al comparar los datos funcionales y del LBA de estos
pacientes con los que mantenian la exposicion antigéni-
ca, no se encontraron diferencias significativas. Sin em-
bargo, las concentraciones mds bajas de IgG podrian
traducir la disminucién de la exposicién en este grupo,
ya que en la suberosis la IgG en el LBA se correlaciona
con el titulo de anticuerpos especificos para Penicillium
frequentans™.

El grupo con NH presentaba un aumento de células
con granulos citoplasmdticos que se tifieron metacroma-
ticamente con el AzTol (fig. 1). Tal como ha sido des-
crito?!*2, estas células en el LBA son semejantes a los
mastocitos, debido a que presentan un ntcleo ovoide
Unico y no nucleos pleomorficos multilobulados, como
es tipico de los baséfilos®. A pesar de ser dificil distin-
guir clara y absolutamente estos dos tipo celulares por
el método utilizado, los estudios de microscopia elec-
trénica han confirmado que las células metacromdticas
del LBA son esencialmente mastocitos'”*"*%_ Sin em-
bargo, la principal dificultad en la identificacion de es-
tas células por histoquimica es la conocida variabilidad
de su tincién por los diferentes métodos de fijacién?®3,
caracteristica que ha sido también utilizada para definir
la heterogeneidad de estas células™¥*%, Ademds, la
eventual degranulacion in vivo de los mastocitos podria
llevar a la no identificacion de sus granulos metacroma-
ticos. De hecho, en el asma fatal, mientras que los mé-
todos histoquimicos tradicionales han demostrado la
disminucién del ndmero de mastocitos pulmonares, es-
tudios mds recientes, recurriendo a la inmunohistoqui-
mica, han revelado la presencia de basoéfilos (expresidn
de FceRI) y mastocitos (que contienen triptasa [M.}) en
las vias aéreas™,

En nuestro estudio, utilizamos la tincidon con AzTol
después de la fijacién con metanol, método que se ha
revelado particularmente ttil para la determinacion del
numero de mastocitos en el LBA?'%, ya que la mayoria
de los mastocitos pulmonares son sensibles a la fijacion
con formaldehido®'**>¥~°  De hecho, observamos una
excelente correlacion entre los recuentos de dos obser-
vadores y, a pesar de un nimero ligeramente mayor en
la tincién con AzTol, no encontramos diferencias signi-
ficativas en relacién con la tincién habitualmente utili-
zada de forma sistemdtica para el recuento diferencial
en el LBA (tincién de MGGQG). Asi, esta tincién podra
también permitir la identificacion correcta de las células
metacromaticas del LBA, por lo menos para observado-
res experimentados.

Los mastocitos recuperados en el LBA podrian pro-
venir del drbol bronquial y/o de la superficie alveolar.
Aun asi, algunos datos apoyan su origen en el pulmoén
profundo. De hecho, estudios histopatoldgicos?*#"#! han
revelado que los mastocitos de las vias aéreas se locali-
zan esencialmente bajo la membrana basal del epitelio y
en la submucosa bronquial, junto a los vasos, adyacen-
tes a las glandulas submucosas y dispersos entre los
ejes musculares; en enfermedades pulmonares intersti-
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ciales, cerca del 80% de las células metacromdticas se
localizan en los septos alveolares y el 10-15%, en los
espacios alveolares y entre las células de revestimiento
alveolar#', Estas observaciones llevan a creer que la
accesibilidad de los mastocitos de las vias aéreas al
LBA serd menor que la de los mastocitos del espacio al-
veolar. También, en la técnica utilizada en el LBA, la
eliminacién del volumen recuperado en la primera
muestra instilada lleva a una menor contaminacién por
las células inflamatorias presentes en el arbol bronquial
y a una mayor representatividad del intersticio pulmo-
nar®**_En la comparacién de la distribucién topogra-
fica de los mastocitos en el tejido pulmonar periférico y
el LBA de 15 pacientes con pulmén de granjero, Pesci
et al*? encontraron también una correlacion significativa
entre el porcentaje de mastocitos en el LBA vy el nime-
ro de mastocitos en el tejido pulmonar, concluyendo
que el LBA refleja la intensidad de la presencia de mas-
tocitos en el intersticio pulmonar.

La contribucion de los mastocitos en la patogenia de
las enfermedades pulmonares intersticiales no esta ain
totalmente dilucidada, a pesar de las numerosas eviden-
cias clinicas!®#* y experimentales'>*244° de su partici-
pacion. El propio origen y las vias de diferenciacion de
estas células han permanecido oscuros y s6lo muy re-
cientemente han sido aclarados**°. Los datos obtenidos
hasta hoy apuntan claramente hacia la existencia de re-
laciones bidireccionales entre mastocitos, linfocitos T y
fibroblastos*™* y, en este contexto, tenemos que admitir
su intervencién en la patogenia de enfermedades como
la NH, donde la participacién de mecanismos de hiper-
sensibilidad retardada y la evolucién a fibrosis pulmo-
nar estdn bien establecidas®*'¢-%,

La correlacién directa que encontramos en este traba-
jo entre los mastocitos y el nimero de linfocitos en el
LBA (fig. 5), que se sabe que son esencialmente linfoci-
tos T CD8+%121% refuerza la hipétesis de una interrela-
cion entre estas dos poblaciones celulares. Realmente,
tanto los mastocitos de las mucosas como los M, sub-
poblacion que en el hombre predomina en los alveolos
y el pulmén®, parecen ser particularmente dependientes
de los linfocitos T, ya que ha sido demostrada su ausen-
cia en las mucosas en situaciones de inmunodeficiencia
T3, Las interacciones entre linfocitos T y mastocitos
han sido objeto de intensa investigacién y se sabe que
diversos mediadores liberados o producidos por los
mastocitos pueden influir en la funcién de los linfocitos
T. Es el caso de la histamina que, paralelamente con la
degranulacién parcial de los mastocitos®'-***7+ ha sido
también descrita como aumentada en el LBA en las en-
fermedades pulmonares intersticiales y en la fibrosis
pulmonar®'+, La histamina podria suprimir la res-
puesta linfocitaria T por diversos mecanismos: inhibi-
ci6on de la proliferacién de linfocitos T auxiliares
CD4+%, inhibicién de la produccién de citocinas del
tipo THI —interleucina 2 (IL-2) y el interferén gamma
(IFN-y)=>" y estimulacién de linfocitos T supresores
CD8+, que se sabe que tienen receptores H, para la his-
tamina®™®. De acuerdo con esta accidén inmunosupresora
de la histamina, experimentalmente los antihistaminicos
H, aumentan la formacion de granulomas de hipersen-
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sibilidad™. La degranulacién de los mastocitos en el in-
tersticio pulmonar puede ser dependiente de factores li-
beradores de histamina (HRF), presentes en el LBA en
situaciones de fibrosis pulmonar®®', y que los macréta-
gos alveolares también producen®-,

En nuestro trabajo. también encontramos una correla-
cion directa entre el nimero de mastocitos del LBA y el
indice de Tiffeneau (IT) (relaciéon VEMS/CVF, fig. 3). o
sea un nimero menor de mastocitos en los pacientes
con mayor obstruccién bronquial. Esto podria represen-
tar la existencia de células degranuladas en estos pa-
cientes, no identificadas por el método histoquimico
utilizado, y/o la asociacién de los mastocitos a las for-
mas intersticiales, sin compromiso de las vias aéreas.
De todos modos, nuestro estudio no permite excluir
completamente la participacién de los mastocitos en
las formas clinicas con compromiso predominante
de las vias aéreas (EPO), pues su completa aclaracion
necesitard de estudios futuros recurriendo a inmunoci-
toquimica y al procesamiento de la primera mues-
tra “bronquial” del LBA y, posiblemente, de biopsias
bronquiales.

También encontramos una relacién inversa entre los
mastocitos del LBA y los pardmetros funcionales respi-
ratorios habitualmente alterados en pacientes con pato-
logia del intersticio pulmonar®™ —la CPT, la CV y la
DLCO- (fig. 3), lo que refuerza la hipdtesis de la inter-
vencion de los mastocitos alveolares en la fisiopatologia
de las formas clinicas de suberosis con compromiso in-
tersticial. Estos resultados contrastan con los de Pesci et
al** que. en un grupo de 15 pacientes con pulmén de
granjero observados 2 semanas después de un episodio
agudo. encontraron un aumento de los mastocitos en el
[LBA, pero sin correlacién con los parametros funciona-
les respiratorios. Del mismo modo, otro estudio de 49
pacientes con varias enfermedades fibrosantes del pul-
mon no encontrd correlacidn entre el aumento de mas-
tocitos en el pulmon y los datos funcionales respirato-
rios, verificando, aun asf, una correlacion significativa
con la intensidad de la fibrosis*'. La observacién de for-
mas en agudizacion en el primer estudio y la heteroge-
neidad de la poblacién del segundo estudio, pertene-
ciente a 5 entidades clinicas distintas, podrian justificar
la discrepancia en relacion a nuestro estudio. La pobla-
cién estudiada por nosotros tenia s6lo una forma de
agresion respiratoria exdgena —el polvo de la industria
del corcho—, generalmente con sintomas que se instau-
ran después de largos periodos de exposicidn. A pesar
de no tener en nuestros pacientes un estudio histopato-
l6gico o por imagen que permita una definicién de Ia fi-
brosts pulmonar existente. ¢l compromiso inflamatorio
y la fibrosis intersticial son aspectos comunes en la his-
topatologia de las formas de NH de la suberosis®. Siendo
bien conocida la capacidad de los mastocitos de influir
en la funcién y proliferacién de los fibroblastos'4, y
de éstos, reciprocamente, intervenir en la diferencia-
cion tisular de los mastocitos*®*+  es posible que el
aumento de mastocitos alveolares en la suberosis y las
correlaciones funcionales encontradas estén en parte
relacionados con la activacién de fibroblastos en el
pulmoén profundo y la consecuente fibrosis intersticial.
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Estudios futuros, analizando en el LBA marcadores
solubles de la activacion de los fibroblastos, como por
ejemplo el hialuronano, la fibronectina o el procoldge-
no tipo II*, podrdn aclarar mejor esta relacion en la
suberosis.
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