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Resumen 

La histiocitosis pulmonar de células de Langerhans (HPCL) es una enfermedad 

minoritaria que afecta de forma predominante a pacientes jóvenes y fumadores. 

Esta enfermedad se caracteriza por el acúmulo, alrededor de los bronquiolos 

terminales, de unas células parecidas a las células de Langerhans (CL) 

epiteliales junto con otras células inflamatorias, principalmente linfocitos, 

eosinófilos y macrófagos. Su diagnóstico definitivo precisa de la obtención de 

una muestra de tejido pulmonar. El lavado broncoalveolar (LBA) puede contribuir 

en el diagnóstico, en un contexto clínico y radiológico adecuado, aunque su 

rentabilidad es muy baja.  

Referente a la patogenia de la enfermedad hasta ahora desconocida, el reciente 

descubrimiento de mutaciones somáticas recurrentes en oncogenes de la vía 

MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) en los pacientes con 

HPCL, la convierte en una verdadera enfermedad neoplásica no maligna. Sin 

embargo, existen muchas incógnitas sobre las implicaciones clínicas de estas 

mutaciones en la práctica habitual, así como sobre el papel que ejerce toda la 

cascada inflamatoria evidenciada en la enfermedad.  

Las hipótesis que nos planteamos son: 1) Las mutaciones de la vía MAPK están 

presentes en pacientes con HPCL de nuestro entorno independientemente del 

estadio histológico. 2) Los pacientes con HPCL presentan un perfil inflamatorio 

característico en el LBA que permite diferenciarlos de otras enfermedades 

pulmonares intersticiales difusas (EPID) relacionadas con el tabaco.  

Es por ello que el objetivo de la tesis es determinar el impacto diagnóstico y 

clínico de las mutaciones en la vía MAPK y el perfil de citoquinas del LBA en los 

pacientes con HPCL de nuestro entorno. 

Con esta premisa se diseñaron dos estudios exploratorios en los que se 

incluyeron pacientes con diagnóstico de HPCL y otras EPID conocidas por su 

relación con el tabaco. 
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En el primer estudio se incluyeron todos los pacientes con diagnóstico histológico 

de HPCL y se evaluó la presencia de mutaciones en la vía MAPK. 

Posteriormente, se relacionó la identificación de mutaciones con variables 

clínicas y de evolución.  

En el segundo estudio, se reclutaron pacientes con diagnóstico de HPCL, EPID 

relacionadas con el tabaco (EPID – tabaco) y fibrosis pulmonar idiopática (FPI) 

a quienes se les había practicado un LBA como parte del proceso diagnóstico. 

Se evaluó el perfil de citoquinas de cada grupo para establecer si la HPCL 

presentaba un perfil diferenciado que permitía identificarla del resto, y si este se 

relacionaba con variables clínicas. 

Este estudio concluye que la detección de mutaciones en la vía MAPK en 

pacientes con HPCL, independientemente del estadio histológico, es menor que 

la descrita en casos seleccionados en estadios celulares. Asimismo, no se 

evidenció ninguna diferencia entre las características clínicas ni de evolución en 

los pacientes que presentaban mutaciones. En cuanto al perfil inflamatorio del 

LBA en los pacientes con HPCL, se identificó un perfil inflamatorio característico 

que permitió diferenciar la HPCL del resto de las entidades clásicamente 

relacionadas con el tabaco.   

La conclusión global del trabajo es que la detección de mutaciones en la vía 

MAPK en los pacientes de nuestra práctica habitual es menos frecuente que en 

los estudios científicos publicados. Sin embargo, la determinación del perfil 

inflamatorio del LBA puede ser un prometedor método, y menos invasivo, para 

el diagnóstico de la HPCL, particularmente en aquellos pacientes no candidatos 

a biopsia pulmonar. 
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Summary 

Pulmonary Langerhans cell histiocytosis (PLCH) is a rare disease that 

predominantly affects young smokers patients. This disease is characterized by 

the accumulation, around the terminal bronchioles, of cells similar to epithelial 

Langerhans cells, together with other inflammatory cells, mainly lymphocytes, 

eosinophils and macrophages. Its definitive diagnosis requires obtaining a 

sample of lung tissue. Bronchoalveolar lavage (BAL) can contribute to the 

diagnosis, in an adequate clinical and radiological context, although its 

profitability is very low. 

Regarding the pathogenesis of the disease, it was unknown until now, the recent 

discovery of recurrent somatic mutations in oncogenes of the MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinases) pathway in patients with PLCH makes it a true non-

malignant neoplastic disease. However, there are many concerns about the 

clinical implications of these mutations in routine practice, as well as about the 

role played by the entire inflammatory cascade evidenced in the disease. 

The hypotheses that we propose are: 1) MAPK pathway mutations are present 

in patients with PLCH in our environment regardless of histological stage. 2) 

Patients with PLCH present a characteristic inflammatory profile in BAL that 

makes it possible to differentiate them from other tobacco-related diffuse 

interstitial lung diseases (ILDs). 

For this reason, the objective of this doctoral thesis is to determine the diagnostic 

and clinical impact of mutations in the MAPK pathway and the BAL cytokine 

profile in patients with PLCH in our setting. 

Two exploratory studies were designed with this premise in which patients 

diagnosed with PLCH and other ILD related to tobacco were included. 

In the first study, all patients with a histological diagnosis of PLCH were included, 

and the presence of mutations in the MAPK pathway was evaluated. 

Subsequently, the identification of mutations was related to clinical variables and 

evolution. 
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In the second study, patients diagnosed with PLCH, ILD related to tobacco (ILD-

tobacco), and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) who had undergone BAL as part 

of the diagnostic process, were recruited. The cytokine profile of each group was 

evaluated to establish if the PLCH had a differentiated profile that allowed it to be 

identified from the rest, and if this was related to clinical variables. 

This study concludes that the detection of mutations in the MAPK pathway in 

patients with PLCH, regardless of histological stage, is lower than that described 

in selected cases in cellular stages. Likewise, no difference was found between 

the clinical characteristics or evolution in the patients who presented mutations. 

Regarding the inflammatory profile of BAL in patients with PLCH, a characteristic 

inflammatory profile was identified that allowed differentiating PLCH from the rest 

of the entities classically related to tobacco. 

The overall conclusion of the work is that the detection of mutations in the MAPK 

pathway in patients in our usual practice is less frequent than in published 

scientific studies. However, the determination of the inflammatory profile of the 

BAL may be a promising less invasive method for the diagnosis of PLCH, 

particularly in those patients who are not candidates for lung biopsy. 
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1. Introducción 

Las enfermedades minoritarias son patologías que afectan a un pequeño número 

de personas en comparación con la población general y que, por su rareza, 

plantean cuestiones específicas. En Europa, una enfermedad se considera 

minoritaria cuando su prevalencia se encuentra por debajo de 5 casos por cada 

10.000 personas (1). 

 

En la actualidad existen miles de enfermedades minoritarias registradas. Estas 

patologías son generalmente enfermedades graves y habitualmente crónicas y 

progresivas. En la mayoría de ellas, los signos pueden observarse desde el 

nacimiento o edad pediátrica, como consecuencia directa de la alta frecuencia 

de enfermedades de origen genético y la presencia de anomalías congénitas. 

Sin embargo, más del 50% de las enfermedades raras aparecen en la edad 

adulta (1). 

 

El ámbito de las enfermedades minoritarias sufre un déficit de conocimientos 

médicos y científicos importantes. Éstos son debidos principalmente a las 

grandes dificultades que supone la investigación de enfermedades cuyas 

prevalencias son tan bajas en la población. Además, a esto se le añade que a 

menudo la investigación está muy dispersa en equipos de investigación no 

siempre bien coordinados. Con este propósito, en el año 2003 se creó la Red 

Epidemiológica de Investigación de Enfermedades Raras (1), bajo el programa 

del Instituto de Salud Carlos III (ISC III). 
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1.1. Enfermedades pulmonares intersticiales difusas 

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) son un grupo 

heterogéneo de más de 200 enfermedades pulmonares, la mayoría de ellas 

clasificadas como enfermedades minoritarias debido a su baja prevalencia (2).  

 

Las EPID se caracterizan por la afectación difusa del espacio alvéolo – 

intersticial, pudiendo estar también comprometida la vasculatura y pequeña vía 

aérea (2,3). Estas entidades a menudo comparten características clínicas y 

radiológicas por lo que su diagnóstico puede ser un auténtico reto. Se conocen 

más de 150 causas de EPID, aunque su etiología finalmente sólo es conocida 

en el 30% de los casos (2), el resto se consideran entidades idiopáticas (3).  

 

Dentro de los factores de riesgo descritos, la inhalación del humo del tabaco 

desempeña un papel central en el desarrollo de múltiples enfermedades 

respiratorias. Además de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica, el 

enfisema pulmonar, y el cáncer de pulmón, se incluye un grupo distinto pero 

heterogéneo de enfermedades del parénquima pulmonar, en las que también el 

humo del tabaco juega un papel principal como factor de riesgos, las 

denominadas EPID relacionadas con el tabaco (4). Convencionalmente, éstas 

engloban las entidades conocidas por tener un fuerte impacto epidemiológico 

con el humo del tabaco, dentro de las que se incluyen: la bronquiolitis respiratoria 

asociada con EPID (BR – EPID), la neumonía intersticial descamativa (NID), la 

histiocitosis pulmonar de células de Langerhans (HPCL), y la neumonía 

eosinofílica aguda (4). Sin embargo, el tabaco también puede ser un factor de 

riesgo para el desarrollo de otras EPID: fibrosis pulmonar idiopática (FPI), 

combinación fibrosis pulmonar enfisema (CFPE), y las conectivopatías 

relacionadas con EPID, especialmente la artritis reumatoide (4,5). 
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Entre las mencionadas EPID asociadas al tabaco, en los últimos años la HPCL 

ha despertado un especial interés por los avances reportados sobre su 

patogenia, como se puede observar en la figura 1, por el incremento de 

publicaciones indexadas.  

Aun así, quedan muchas cuestiones sobre su patogenia y comportamiento 

clínico por resolver, preguntas que han motivado la presente tesis doctoral.  

 

Figura 1: Número de publicaciones referentes a la histiocitosis de células de 

Langerhans. (Fuente: Pubmed). 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Histiocitosis pulmonar de células de Langerhans  

La histiocitosis de células de Langerhans (HCL) es una enfermedad 

minoritaria, con una prevalencia de 1 – 2 casos por 100.000 habitantes (6), cuya 

etiología es desconocida, y que se caracteriza por la infiltración de varios 

órganos por células mieloides especializadas que comparten morfología y 

receptores de superficie con las células de Langerhans epiteliales (7). La HCL 

pertenece al amplio grupo de enfermedades histiocitarias. Dentro de este grupo 

se incluyen diversos trastornos que se caracterizan por el acúmulo de células del 

sistema retículo – endotelial en los tejidos y órganos afectos (clasificación de la 

Histiocyte Society) (8) (Tabla 1): 
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Tabla 1. Clasificación de las histiocitosis adaptado de la Histiocyte Society. 

Grupo L (relacionadas con células de Langerhans) 

● Histiocitosis de células de Langerhans  

● Histiocitosis de células indeterminadas       

● Enfermedad de Erdheim-Chester  

● Enfermedad mixta histiocitosis de células de Langerhans / Erdheim - Chestar 

Grupo C (cutáneas y mucocutáneas)  

● Cutáneas no – HCL  

● Familia xantogranuloma (XG): XG juvenil, XG adulto, Reticulohistiocitoma solitario, 

Histiocitosis cefálica benigna, Histiocitosis generalizada eruptiva, Histiocitosis nodular 

progresiva. 

● Familia no – xantogranuloma (XG): Rosai Dorfman cutáneo, XG necrobiótico,      

otras. 

● Cutáneas no – HCL con componente mayoritariamente sistémico 

Grupo M (histiocitosis malignas)  

● Histiocitosis malignas primarias 

● Histiocitosis malignas secundarias 

Grupo R (enfermedad de Rosai Dorfman)  

● Enfermedad de Rosai Dorfman familiar 

● Enfermedad de Rosai Dorfman esporádica 

● Enfermedad de Rosai Dorfman clásica 

● Enfermedad de Rosai Dorfman extra – nodal 

● Enfermedad de Rosai Dorfman con neoplasia o enfermedad inmunológica 

● Inclasificable 

Grupo H (Linfohistiocitosis hemofagocítica y síndrome de activación de macrófagos)  

● Linfohistiocitosis hemofagocítica primaria 

● Linfohistiocitosis hemofagocítica secundaria 

● Linfohistiocitosis hemofagocítica origen desconocido / incierto 
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La HCL afecta a pacientes de todas las edades, siendo mucho más frecuente en 

las edades pediátricas. Se trata de una enfermedad con un amplio espectro de 

manifestaciones clínicas tanto en niños como en adultos, que van desde formas 

que resuelven de forma espontánea hasta formas diseminadas potencialmente 

mortales. Por este motivo, la Histiocyte Society en su última revisión propuso 

categorizar la HCL según el número y tipo de órganos involucrados (8): 

● HCL sistémica (MS del inglés multi – system): cuando en un mismo 

paciente se combinan diversos grados de afectación en diferentes 

órganos. Por orden de frecuencia, los órganos más afectos son: hueso, 

piel, hipotálamo – hipófisis, ganglios linfáticos, lesiones pulmonares y más 

raramente neurológicas centrales. Se consideran órganos de riesgo 

cuando existe afectación en hígado, bazo o sistema hematológico. Las 

HCL MS son formas, por lo general, con un comportamiento clínico 

agresivo, especialmente cuando se afectan los órganos de riesgo.  

● HCL localizadas (SS del inglés single – system): cuando existe afectación 

de un solo órgano, principalmente huesos, piel o pulmones. La gran 

mayoría de estas formas presentan un curso indolente pudiendo llegar a 

remitir de forma espontánea en algunos casos. Aunque algunos casos 

con formas inicialmente localizadas pueden terminar desarrollando una 

HCL MS.  

Dentro de los órganos que se pueden comprometer en la HCL, cabe resaltar la 

afectación pulmonar en la edad adulta. Dadas sus características 

epidemiológicas y clínicas específicas se justifica considerarla como una entidad 

diferenciada del resto, la histiocitosis pulmonar de células de Langerhans.  
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1.2.1. Epidemiología  

La HPCL es una enfermedad respiratoria minoritaria que afecta de forma 

prácticamente exclusiva a pacientes jóvenes fumadores (9), por eso se incluye 

clásicamente dentro de las EPID relacionadas con el tabaco (4). 

 

Aunque su incidencia y prevalencia exactas no son conocidas, el diagnóstico de 

HPCL representa menos del 5% de todas las EPID, con un pico de incidencia 

entre los 20 y 40 años (10). La asociación entre la HPCL y el tabaco es la 

característica epidemiológica más relevante hasta ahora reportada, dado que 

más del 90% de los pacientes afectados presenta historia de tabaquismo. 

Habitualmente con dosis acumuladas de más de 20 cigarrillos / día (11). Aunque 

también se ha descrito una mayor incidencia en pacientes sometidos a 

tratamientos con radio y quimioterapia, especialmente para enfermedades 

hematológicas siendo la más descrita el linfoma de Hodgkin (12).                

 

A pesar de la intensa asociación entre el tabaco y la HPCL, la poca incidencia 

de la enfermedad ha dificultado llegar a resultados concluyentes sobre su 

relación patogénica.  

 

1.2.2. Histopatología  

La HPCL se caracteriza por el acúmulo peri – bronquiolar de unas células que 

son parecidas a las células de Langerhans (CL) epiteliales. Estas células 

acumuladas en la HPCL, que a partir de ahora definiremos como células HCL, 

para diferenciarlas de las CL normales, se organizan junto con otras células 

inflamatorias, alrededor de la pequeña vía aérea.   
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Las células de Langerhans son un tipo específico de células dendríticas que se 

encuentran presentes de forma natural en la piel y otros epitelios del organismo, 

donde actúan como células presentadoras de antígenos (13). Morfológicamente, 

son células de 15 μm, que presentan de forma característica un núcleo irregular 

y un citoplasma ligeramente pálido con escasas vacuolas fagocíticas. Estas 

células se pueden identificar fácilmente por la presencia citoplasmática de los 

gránulos de Birbeck que son orgánulos de estructura pentalaminar que pueden 

presentar dilataciones en su porción más distal mostrando una estructura 

característica en forma de “raquetas de tenis”. Los gránulos de Birbeck son 

identificables a través de microscopía electrónica o bien por tinción 

inmunohistoquímica (IHQ) de CD207 (Langerina) (14). Otro factor característico 

de las CL es la expresión en su superficie de moléculas CD1, proteínas 

transmembrana polimórficas estructuralmente relacionadas con el complejo 

mayor de histocompatibilidad (CMH) clase I (15-17). Aunque las CL epiteliales 

son CD1a+/CD1c-, las que se encuentran presentes en los granulomas de las 

HCL (células HCL) expresan de forma más intensa ambos marcadores 

CD1a+/CD1c+ (16) (Figura 2). La tinción positiva para la proteína intracelular S-

100, aunque fue ampliamente utilizada en el pasado para identificar las CL, no 

es específica de estas células y se puede observar en otros tipos celulares, como 

en las neuroendocrinas y algunos macrófagos (18). 

 

Figura 2. Identificación de células de Langerhans mediante estudio 

inmunohistoquímico.  

 

 

 

 

Láminas de biopsia pulmonar fotografiada donde se identifican células de Langerhans. A) Tinción 
hematoxilina eosina (200x). B) Tinción inmunohistoquímica positiva para CD1a (100x). C) Tinción 
inmunohistoquímica positiva para S100 (100x).   

A B 

C 
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En la HPCL, las células HCL junto con cantidades variables de linfocitos, 

eosinófilos, macrófagos y, más raramente, células gigantes, se organizan 

formando granulomas localizados alrededor de los bronquíolos terminales y 

respiratorios, y separados entre sí por parénquima pulmonar sano (18).  

 

El aspecto histológico de estas lesiones dependerá del estadio de la 

enfermedad, y aunque es posible identificar lesiones de diferentes fases en una 

misma muestra pulmonar, principalmente se diferencian tres estadios (19) 

(Figura 3): 

● Estadios iniciales: la lesión característica es el granuloma central peri-

bronquiolar constituido principalmente por células HCL. En esta fase, 

también participan grandes cantidades de linfocitos, principalmente 

linfocitos T CD4+, que se localizan entre las células HCL y la periferia, 

donde también se encuentran presentes en número variable eosinófilos y 

macrófagos. Los granulomas HCL característicamente invaden y 

destruyen la pared bronquiolar adyacente, dando lugar a unas lesiones 

cavitadas que corresponden a la luz residual del bronquíolo y que pueden 

observarse desde el inicio de la enfermedad. 

● Estadios intermedios: menor representación de células HCL, que se 

presentan como grupos celulares alrededor de grandes cantidades de 

linfocitos, macrófagos y eosinófilos, y en menor medida neutrófilos. 

● Estadios avanzados: las lesiones granulomatosas iniciales se sustituyen 

por cicatrices fibróticas de aspecto estrellado y cavidades quísticas 

confluentes rodeadas por un anillo fibroso que puede dar el aspecto de 

panal de abeja. En esta etapa las células HCL están prácticamente 

ausentes. El enfisema de tracción puede contribuir al aspecto quístico de 

las lesiones avanzadas.  
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Figura 3. Ejemplo de los tres estadios histológicos descritos en la HPCL. 

 

 

 

 

 

Tinción hematoxilina eosina, 40x. A) HPCL estadio inicial: lesión nodular, densamente celular, de 
localización bronquiolocéntrica que se extiende en los intersticios del parénquima pulmonar adyacente, 
constituida principalmente por célula de Langerhans y eosinófilos. B) HPCL estadio intermedio: lesión de 
histiocitosis en fase mixta con marcada fibrosis hialina, de aspecto estrellado en “cabeza de medusa” de 
distribución  bronquiolocéntrica, con agregados de células de Langerhans en cantidad moderada y 
eosinófilos C) HPCL estadio fibrótico: marcada fibrosis hialina de aspecto estrellado en “cabeza de medusa” 
de distribución bronquiolocéntrica, constituido por abundante colágenos de aspecto cicatricial que se 
extiende en los intersticios y se acompaña por  escasos agregados de células de Langerhans y eosinófilos. 

 

1.2.3. Aspectos clínicos 

Manifestaciones clínicas 

La HPCL del adulto habitualmente se comporta como una enfermedad 

localizada, con una presentación clínica muy variada (20-22). En el momento del 

diagnóstico dos terceras partes de los pacientes presentan síntomas 

respiratorios, principalmente tos seca, disnea de esfuerzo y dolor torácico, que 

se pueden acompañar de síntomas constitucionales como fiebre, pérdida de 

peso, astenia o sudoración nocturna (11,20). Un 20% de los pacientes se 

muestran asintomáticos, siendo la afectación pulmonar un hallazgo casual en la 

radiografía de tórax (6). Finalmente, otro 20% de los pacientes presentan un 

neumotórax como manifestación inicial de HPCL, principalmente en aquellos 

casos con lesiones quísticas pulmonares (6). 

En los casos en que se desarrolla enfermedad MS, las manifestaciones extra-

pulmonares más frecuentes son: lesiones óseas (más del 20%), seguidas por la 

diabetes insípida secundaria a la afectación de la hipófisis (5%) y las lesiones 

cutáneas (18).  

A B C 
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Radiología  

La radiología simple de tórax a menudo muestra un patrón retículo – nodular 

bilateral y simétrico, de predominio en lóbulos superiores y medios, y que de 

forma típica respeta los ángulos costo-frénicos (18,20). En etapas avanzadas de 

la enfermedad, se pueden visualizar las lesiones quísticas dentro de los 

infiltrados pulmonares. En menos de un 10% de los casos la radiografía simple 

de tórax es normal (18).  

 

La tomografía computarizada de alta resolución (TCAR) torácica proporciona 

mayor información para el diagnóstico de la HPCL (19,21,23) (Figura 4). Los 

hallazgos histológicos de la HPCL se representan en la TCAR torácica dando un 

patrón típico donde se combina la presencia de pequeños nódulos pulmonares 

mal delimitados, algunos de ellos cavitados, y lesiones quísticas de pared tanto 

gruesa como fina. Estas lesiones son focales, separadas entre sí por parénquima 

pulmonar aparentemente normal, y de predominio en lóbulos superiores y 

medios, con tendencia a respetar las zonas basales. Su distribución 

centrolobulillar refleja la afectación de la HPCL centrada en el bronquíolo. En las 

fases evolucionadas, los hallazgos predominantes en la TCAR son las lesiones 

quísticas. Estas lesiones son de tamaño variable, aunque la mayoría de ellas      

suelen ser inferiores a 1 cm de diámetro, y pueden distribuirse de forma aislada 

o confluir dando lugar a imágenes de bullas pulmonares. Estudios longitudinales 

que incluyeron series de TCAR de pacientes con HPCL evidenciaron que las 

lesiones cavitadas podían resolver, mientras que los quistes persistían en el 

tiempo (24). A parte de las lesiones típicas de HPCL, éstas pueden confluir con 

otros hallazgos radiológicos resultado de la exposición del tabaco, como el 

enfisema o el vidrio deslustrado. 
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Figura 4. Ejemplo de patrón típico de HPCL en la TCAR torácica. 

 

 

 

 

 

Imagen TCAR torácica en corte sagital. Flecha roja: lesión nodular. Flecha amarilla: lesión nodular con 
cavitación en su interior. Flecha verde: quiste pulmonar de paredes gruesas. 

 

Función pulmonar 

Los resultados de las pruebas de función pulmonar variarán en el curso de la 

enfermedad y según las lesiones anatómicas predominantes (11,25). En el 

momento del diagnóstico hasta el 20% de los pacientes presentan pruebas de 

función pulmonar dentro de los márgenes de referencia (6). La alteración 

ventilatoria obstructiva, representada por la relación entre del volumen 

espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital forzada 

(FVC) (FEV1/FVC) menor de 0,7, con signos de hiperinsuflación pulmonar, es la 

alteración respiratoria más característica de los pacientes con HPCL. Ésta se 

debe a la afectación bronquiolar típica de la enfermedad. Los trastornos 

restrictivos son menos frecuentes y principalmente afectan a pacientes con 

neumotórax recurrente y pleurodesis. Aproximadamente el 70% de los pacientes 

tienen una disminución de la capacidad de difusión del monóxido de carbono 

(DLCO), que es la alteración más común observada en las pruebas de 

funcionalismo pulmonar (25). En más de la mitad de los pacientes se observa 

una disminución progresiva de la DLCO y del FEV1 en el transcurso de los 

primeros años posteriores al diagnóstico (26). 

 

 



 38 

1.2.4. Diagnóstico  

El diagnóstico definitivo de HPCL precisa de la revisión histopatológica de una 

muestra de tejido pulmonar afecto, que puede ser obtenida mediante biopsia 

pulmonar transbronquial o quirúrgica. Sin embargo, en los pacientes fumadores 

que presentan un patrón radiológico típico en la TCAR torácica y en que no se 

planteen tratamientos sistémicos o el riesgo de realizar un procedimiento 

invasivo sea alto, se permite asumir un diagnóstico de probabilidad de HPCL 

(27).  

Dentro de los métodos diagnóstico de la HPCL se incluyen: 

 

Broncoscopia 

Aunque la biopsia pulmonar transbronquial puede mostrar los hallazgos 

patológicos característicos de la HPCL, su rentabilidad diagnóstica es limitada 

(15-40%) dada la distribución focal de las lesiones (28). Este hecho, junto al      

riesgo de neumotórax asociado a la presencia de quistes, limitan su uso como 

opción diagnóstica a un grupo de pacientes muy seleccionado.  

 

El lavado broncoalveolar (LBA) es una prueba menos invasiva, que consiste 

en la instilación de una cantidad variable de suero salino isotónico y estéril a 

temperatura ambiente, con volúmenes que oscilan entre los 100 y 400 ml, en 

alícuotas de 20 a 60 ml, dejando el broncoscopio encajado en un segmento 

pulmonar, y aspirando con la misma jeringa el volumen instilado para su posterior 

análisis. El LBA permite determinar el recuento celular que puede revelar un 

incremento de eosinófilos y neutrófilos comparado con los pacientes jóvenes 

fumadores, con un recuento linfocitario normal (29). La detección superior al 5% 

de células positivas para CD1a, en un contexto clínico apropiado y respaldado 

por hallazgos consistentes en la TCAR de tórax, es específico de la HPCL, 

aunque solo se detecta en el 0-25% de los pacientes afectos (30-33). 
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Biopsia pulmonar quirúrgica 

La prueba “gold estándar” para el diagnóstico definitivo de HPCL es la biopsia 

pulmonar quirúrgica mediante vídeo – toracoscopia o toracotomía. Cuando se 

decida someter al paciente a cirugía diagnóstica, se priorizará realizar la biopsia 

en la zona del pulmón donde en la TCAR torácica predominen las imágenes 

nodulares. Dado el riesgo inherente de una exploración quirúrgica, la indicación 

de una biopsia pulmonar quirúrgica quedará relegada a los casos en que se 

plantee un diagnóstico diferencial y aquellos candidatos a tratamiento sistémico.  

Escasos estudios han explorado el potencial del LBA con método diagnóstico 

poco invasivo en esta enfermedad. Sería de gran utilidad la determinación de 

nuevos biomarcadores diagnósticos en muestras de LBA que mejoren la 

rentabilidad diagnóstica de esta enfermedad. 

 

1.2.5. Patogenia: problemas no resueltos 

Aunque se ha descrito que el acúmulo de células HCL es el elemento central de 

la HPCL, los mecanismos patogénicos de la enfermedad no son del todo claros. 

Como tampoco lo son, las causas que justifican la amplia variabilidad en el 

pronóstico de la enfermedad y su relación con el tabaco. 

 

¿Es la HPCL una reacción inflamatoria? 

Las CL epiteliales pertenecen a un linaje de células dendríticas que proviene de 

la médula ósea, y cuya función principal es la de actuar como células 

presentadoras de antígenos para los linfocitos T (34) (Figura 5).  
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Figura 5. Imagen de adaptación simplificada del linaje de la familia de células 

dendríticas. 

 

 

En el sistema respiratorio, las CL se encuentran principalmente en el epitelio 

traqueo-bronquial de la vía aérea principal, y en menor medida en el epitelio de 

la pequeña vía aérea. Su presencia en el epitelio alveolar es extremadamente 

escasa, aunque se ha demostrado la presencia de CL en los alveolos de 

pacientes fumadores sanos (18). Las CL están idealmente posicionadas para 

interceptar cualquier potencial antígeno del aire inhalado, participando de esta 

manera en la respuesta inmune innata y adaptativa. 

 

En el pulmón sano, las CL igual que otras células dendríticas de tejidos 

periféricos, son células inmaduras que expresan de forma característica el 

receptor de quimioquinas CCR6 (35). Las CL se reclutan desde la circulación 

sanguínea periférica, a partir de sus formas precursoras, hacia las zonas de 

exposición antigénica. En el epitelio bronquial se diferencian a CL en respuesta 

de múltiples señales quimio y citotáxicas, entre ellas Granulocyte-macrophage 
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colony-stimulating factor (GM-CSF), tumor necrosis factor- (TNF-), 

transforming growth factor- (TGF-) y CCL20 (17,36-40). Una vez en el epitelio 

bronquial, las CL actúan como células centinela. Éstas, son capaces de atrapar 

a los antígenos, interiorizarlos y fragmentarlos, para expresarlos nuevamente en 

su membrana a través del CMH. Sin embargo, dado que son células inmaduras, 

no tienen capacidad para inducir una respuesta inmunológica in situ. Primero, 

deberán migrar vía aferente por los canales linfáticos hasta los órganos linfáticos 

regionales, donde estimularán a las células T antígeno – específicas. Esta 

migración por la vía linfática es crucial para la inducción de una respuesta inmune 

específica y está altamente influenciada por el gradiente de quimioquinas 

[principalmente TNF-, e interleuquina (IL)1, entre los canales aferentes 

linfáticos y la zona de exposición antigénica (35). Durante esta migración, las CL 

maduran y cambian su expresión de membrana CCR6 por CCR7, para poder 

unirse al ligando CCR19 (CCR19L) que se encuentra en los tejidos linfáticos 

secundarios (35). En este punto, las CL pierden su capacidad de capturar 

antígenos y en respuesta a señales adicionales, particularmente a la interacción 

CD40 – CD40L, pasan a ser células capaces de secretar elevadas cantidades 

de IL-12 que induce la proliferación de los linfocitos T antígenos específicos y 

que posteriormente se diferenciarán a células T efectoras capaces de producir 

citoquinas que recircularán a los tejidos agredidos (35-36). Por consiguiente, el 

microambiente de quimioquinas y citoquinas es un elemento cardinal en la 

función de las CL. 

 

 

 

 

 

 



 42 

Figura 6. Imagen de adaptación simplificada del mecanismo de acción de las 

células dendríticas. 

  

Dibujo que representa el reclutamiento de las células dendríticas inmaduras de la circulación sanguínea, 
ante el estímulo de una invasión patógena. En la zona reclutada actúan como células centinela, detectan y 
captan el antígeno, para posteriormente activar la respuesta inmune en el ganglio linfático local. CD: célula 
dendrítica. 

 

Concretamente en la HPCL, las células de Langerhans-like (células HCL) se 

acumulan en grandes cantidades alrededor del bronquíolo y, a diferencia del 

pulmón sano, éstas tienen capacidad para invadir y destruir la pared bronquiolar 

y el parénquima pulmonar adyacente (7). Ambos puntos se hipotetizan como 

elementos clave de la enfermedad.  

● Acúmulo de células HCL: Se han descrito varios mecanismos que 

podrían justificar el acúmulo de las células HCL en la HPCL. Sin embargo, la 

expresión de grandes cantidades de GM-CSF, TNF- e IL-1 en las lesiones de 

HPCL (41-43), sugiere que el reclutamiento celular desde sus formas 

precursoras es el mecanismo más implicado (44). Por el contrario, la 

proliferación de las células HCL tiene un papel muy limitado, dado que se ha 

demostrado que su tasa de proliferación es similar al de las células epiteliales 

bronquiales y lejos de las células neoplásicas (45). Finalmente, varios estudios 

apuntan que las células LCH, a diferencia de las CL, son menos sensibles a la 
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apoptosis dado que expresan en su membrana moléculas anti-apoptóticas (Bcl-

2) (46), sin embargo, no se ha podido demostrar si estas células HCL son 

realmente resistentes a la muerte celular programada. 

 

● Capacidad de destrucción: Las células de HCL expresan de forma 

coincidente receptores de quimioquinas CCR6 y CCR7 (47,48). Este hecho 

sugiere que las células HCL tienen un estado funcional diferente a las CL 

epiteliales, que les permitiría inducir una respuesta local de las células T con 

efecto citotóxico en las paredes del epitelio bronquiolar y en el tejido pulmonar 

adyacente (47). El micro – ambiente descrito en las lesiones de la HPCL (GM-

CSF, TNF-, IL-1) podría contribuir a la diferenciación y activación local de las 

células HCL (18). Además de la respuesta citotóxica producida por las células T, 

se han descrito sobre-expresados otros mediadores como TGF- y algunos tipos 

de metaloproteinasa de la matriz (MMP) extracelular, que podrían estar 

relacionados con la remodelación tisular, incluyendo la formación de quistes y 

fibrosis posterior (7). 

 

El humo del tabaco induce la acumulación de CL en los alvéolos de fumadores 

sanos, en diversas enfermedades respiratorias y también se ha demostrado en 

modelos murinos (49). Además, se ha descrito que estimula la producción local 

de TNF-, GM-CSF, TGF- y CCL20, y promueve la supervivencia de las células 

dendríticas a través de mecanismos anti-apoptóticos (46,50). Sin embargo, dada 

la elevada prevalencia del tabaco y la poca incidencia de la HPCL sugiere que 

otros mecanismos tienen que estar involucrados. 

 

En resumen, la HPCL es un proceso dinámico en el que intervienen numerosas 

citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y MMP que coordinan todo el 

proceso reactivo. No obstante, a pesar del papel del microambiente, escasos 
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estudios han explorado su utilidad como potencial biomarcador diagnóstico o 

pronóstico en la HPCL.  

 

¿Es la HPCL una enfermedad neoplásica?  

Si la HPCL es una enfermedad reactiva o clonal ha sido una incógnita desde que 

la enfermedad fue identificada. Inicialmente la HPCL había sido considerada 

como un trastorno reactivo dada su asociación casi universal con el humo del 

tabaco y los casos de remisión espontánea al retirar la exposición (51,52). 

Además, los estudios sobre la clonalidad de las células HCL han mostrado 

resultados discordantes. Mientras que se ha demostrado que la HCL MS en 

población pediátrica es una enfermedad monoclonal (53), ésta no se ha podido 

demostrar en la HPCL del adulto (54). 

Sin embargo, los avances genómicos de los últimos años que permitieron 

estudiar mutaciones y anormalidades genéticas en tejidos incluidos en parafina 

cambiaron el paradigma de la enfermedad. En el año 2010 se realizó el primer 

estudio genómico en pacientes con HCL, la mayoría de ellos en edades 

pediátricas, donde se testaron múltiples oncogenes relacionados con el cáncer 

(55). Sus resultados fueron reveladores, dado que en el 57% de los pacientes 

con HCL se detectaron variaciones recurrentes en un nucleótido que codificaba 

para el gen BRAFV600E (55). 

BRAF es una quinasa de la vía MAPK (Mitogen activated protein kinases) 

(Figura 7). Esta vía es ampliamente utilizada por las células como respuesta a 

diversos estímulos extracelulares, principalmente ligados con agentes 

microbianos y su función principal es la regulación de la proliferación, 

diferenciación y supervivencia celular (56). Anteriormente, mutaciones en este 

oncogén ya se habían descrito en varios tumores malignos como el melanoma, 

la leucemia de células peludas y nevus benignos (57). 
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Figura 7. Esquema simplificado de la vía ERK/RAS/MAPK. 

 

En los pacientes con HPCL también se detectaron mutaciones en BRAFV600E, 

aunque su frecuencia fue menor (42% casos) (47). Estudios posteriores, 

confirmaron estos primeros resultados publicados, identificando mutaciones en 

BRAFV600E en el 50-60% de los casos de HCL (47,58-60) y en el 28-68% de los 

pacientes con HPCL (61,62). Curiosamente, en el primer estudio en todos los 

pacientes se demostró la activación de la vía MAPK a pesar del estado 

mutacional de BRAFV600E (55). Posteriormente, estudios que permitieron analizar 

toda la secuencia exómica pusieron de manifiesto que los pacientes con HCL 

presentaban otras mutaciones diferentes de BRAFV600E que activaban de la 

misma forma la vía MAPK (59). Entre las más destacadas, se demostró la 

presencia de mutaciones en MAP2K1 en un 25% de los pacientes con HCL sin 

mutaciones en BRAFV600E (59) y en NRAS en el 40% de las HPCL. De forma 

interesante, esta última mutación no se encontró en las HCL no pulmonares (52). 

A pesar de estos importantes hallazgos sobre la patogenia de la HCL 

prácticamente todos los estudios están realizados con una muestra muy 
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seleccionada de pacientes con HCL, y más concretamente en los pacientes con 

HPCL únicamente se han incluido pacientes en estadios iniciales o intermedios, 

además existen pocos datos sobre su repercusión clínica en la práctica habitual. 

Estudios realizados en niños han detectado que las mutaciones en la vía 

RAS/MAPK aumentan el riesgo de recurrencia de la enfermedad e incrementan 

la resistencia a la primera línea de tratamiento, sin modificar la supervivencia 

(63,64). Sin embargo, no existen datos clínicos ni de pronóstico en el adulto, ni 

concretamente en la HPCL. 

 

En resumen, actualmente la HPCL se considera como un desorden neoplásico 

no maligno asociado a alteraciones moleculares en la vía RAS/MAPK. Sin 

embargo, no se conocen con exactitud los mecanismos que justifican la amplia 

variabilidad clínica y pronóstica de la enfermedad y si ésta puede estar 

condicionada por factores inflamatorios o por la identificación de mutaciones en 

la vía RAS/MAPK.       

 

1.2.6. Tratamiento y pronóstico  

El tratamiento de la HCL dependerá de la actividad de la enfermedad y de los 

órganos afectados (SS o MS). Concretamente en la HPCL, el manejo terapéutico 

deberá individualizarse en función de los síntomas respiratorios, el grado de 

afectación de la función pulmonar, así como de la extensión radiológica de la 

enfermedad. 

 

Abstinencia tabáquica 

Retirar la exposición al tabaco en todas sus formas, incluyendo la marihuana y 

los cigarrillos electrónicos, es la recomendación más importante en el manejo de 

HPCL. En aproximadamente el 50% de los pacientes con enfermedad focalizada 

en pulmón, esta medida conduce a una regresión parcial y posterior 
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estabilización de la enfermedad sin necesidad de tratamientos sistémicos (65). 

Hasta la fecha, no se han descrito marcadores biológicos ni clínicos que permitan 

diferenciar a los pacientes que presentarán un curso benigno con mejoría de la 

enfermedad al retirar la exposición del tabaco de aquellos de aquellos en que la 

enfermedad progresará a pesar de dejar de fumar. 

 

Glucocorticoides 

La terapia con glucocorticoides sistémicos (GCS) ha sido la principal 

recomendación durante muchos años. Su uso en los pacientes con HPCL se ha 

asociado con mejoras sintomáticas, radiológicas y funcionales (6). Sin embargo, 

no existen ensayos clínicos que demuestren su efectividad, dosis adecuada ni 

duración del tratamiento, así como tampoco se han realizado estudios 

comparativos con el abandono del hábito tabáquico. Además, se deben tener en 

cuenta los efectos secundarios asociados a la terapia con GCS a largo plazo. En 

los pacientes que presentan una obstrucción reversible en la espirometría, se ha 

demostrado el beneficio del tratamiento combinado con un broncodilatador de 

acción larga colinérgico y glucocorticoides inhalados (6).  

 

Citotóxicos 

En los casos de HPCL graves con afectación MS que progresan a pesar de la 

retirada de la exposición al tabaco y el tratamiento con GCS, se han propuesto 

varios regímenes de tratamiento quimioterápico (66-68). Aunque estos 

tratamientos se han mostrado eficaces para la HCL en edad pediátrica, los 

resultados en adultos son menos satisfactorios. Vinblastina se ha demostrado 

eficaz en el 70% de las HCL, sin embargo, no ha resultado útil en pacientes con 

HPCL y deterioro de la función pulmonar (69). Mejores resultados se han 

obtenido con cladribina en múltiples estudios que han asociado su uso con una 

mejora de la función pulmonar, por lo que actualmente es el tratamiento 

citotóxico de elección (70-73). Aunque sus efectos a largo plazo y su seguridad 

se están evaluando en pacientes adultos con HPCL (NCT01473797). 
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Terapias Dirigidas 

En los últimos años, la identificación de mutaciones genéticas en la vía MAPK 

en los pacientes con HPCL ha permitido valorar el uso de fármacos que inhiben      

de forma específica esta vía. Aunque se ha demostrado la eficacia de algunos 

tratamientos dirigidos en casos de MS en edad pediátrica (74,75), no existen 

datos sobre el papel de la inhibición de la vía MAPK en el adulto con HPCL.    

 

Trasplante de pulmón  

El trasplante de pulmón deberá considerarse en pacientes con HPCL en fases 

avanzadas. El pronóstico de los pacientes con trasplante de pulmón por HPCL 

es similar al de los pacientes con otras EPID. Su tasa de supervivencia a un año 

es del 75% y a cinco años del 50% (76). Los pacientes que presentan afectación 

pulmonar como parte de una HCL MS presentan peor pronóstico después del 

trasplante de pulmón. Además, se ha demostrado recurrencia de la HPCL en los 

pulmonares trasplantados (77). 

 

Pronóstico 

De forma característica, el curso natural y el pronóstico de la HPCL son variables 

e impredecibles. La regresión espontánea y/o la estabilización de la enfermedad 

tras el cese del hábito tabáquico, provoca la pérdida de seguimiento de muchos 

pacientes, hecho que puede influir en la evaluación de su supervivencia. No 

obstante, se ha descrito que los pacientes con HPCL tienen una menor 

supervivencia media en comparación con la población general de la misma edad 

y sexo (6). Concretamente, en el grupo de Vasallo et. al se observó una 

supervivencia media de 12,5 años en pacientes adultos con diagnóstico definitivo 

de HPCL (11). La obstrucción de la vía aérea, la disminución de la DLCO, así 

como la presencia de lesiones quísticas graves en la TCAR torácica, la edad 

avanzada y la HCL MS se han descrito como factores pronósticos negativos (78). 

Sin embargo, pocos estudios han evaluado si la detección de mutaciones en la 
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vía MAPK o el perfil inflamatorio de estos pacientes se relacionan con la amplia 

variabilidad clínica y en el pronóstico de la enfermedad. 

 

En conclusión, la HPCL es una patología minoritaria y enigmática dada su amplia 

variabilidad clínica y curso impredecible. En los últimos años se ha descrito la 

patogenia de la HPCL como una enfermedad neoplásica no maligna con una 

fuerte asociación con el humo del tabaco. No obstante, la detección de 

mutaciones en la vía MAPK se ha restringido a grupos muy concretos de 

pacientes con HPCL y aún existen muchas dudas referentes a la versatilidad 

clínica que persisten sin resolver. Además, la necesidad de métodos invasivos 

para el diagnóstico de la enfermedad con sus riesgos inherentes promueve que 

en ocasiones no se consiga un diagnóstico definitivo. Métodos menos invasivos 

como el LBA han demostrado su utilidad diagnóstica en pacientes con patrones 

radiológicos típicos en la TCAR torácica. Sin embargo, su rentabilidad 

diagnóstica para la detección de células CD1a o Langerina positivas, es muy 

baja y existen muy pocos datos sobre el estudio de otros biomarcadores en LBA 

de pacientes con HPCL. Con el objetivo de resolver todas estas dudas, se 

planteó la realización de esta tesis doctoral
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2. Justificación 

La HPCL es una enfermedad respiratoria minoritaria relacionada con el tabaco, 

cuyo diagnóstico definitivo precisa de procedimientos agresivos como la biopsia 

pulmonar quirúrgica. Recientes estudios, han demostrado que se trata de una 

enfermedad neoplásica, no maligna, asociada a alteraciones moleculares en la 

vía MAPK. 

 

No obstante, existe poca evidencia sobre otros métodos diagnósticos menos 

invasivos que puedan ayudar a establecer su diagnóstico. Así como, sobre las 

implicaciones clínicas y pronósticas de la detección de mutaciones en la vía 

MAPK en la práctica clínica habitual.  

 

La investigación de enfermedades minoritarias supone un verdadero reto 

científico dada su baja prevalencia. En este sentido, se creó la Red 

Epidemiológica de Investigación de Enfermedades Raras del ISC III. El Hospital 

de la Santa Creu i Sant Pau se incluyó como unos de los centros de referencia 

nacionales para la HPCL del adulto. 

 

Por estos motivos se planteó realizar un estudio liderado por nuestro centro y 

con la colaboración del Instituto de Investigación de Enfermedades raras del ISC 

III, para evaluar si las mutaciones en MAPK y el perfil inflamatorio en el LBA de 

los pacientes con HPCL pueden ser útiles para establecer el diagnóstico y 

pronóstico de la enfermedad.





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESIS



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 57 

3. Hipótesis 

 Las mutaciones de la vía MAPK están presentes en pacientes con HPCL 

de nuestro entorno independientemente del estadio histológico.  

 

 Los pacientes con HPCL presentan un perfil inflamatorio característico en 

el LBA que permite diferenciarlos de otras EPID relacionadas con el 

tabaco.
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4. Objetivos 

Objetivo principal:  

 Determinar el impacto diagnóstico y clínico del perfil de citoquinas del LBA 

y de las mutaciones en la vía MAPK en los pacientes con HPCL dentro de 

la práctica clínica habitual. 

 

Objetivos específicos: 

 Caracterizar las mutaciones genéticas en la vía MAPK en muestras 

pulmonares de pacientes con HPCL de nuestra práctica clínica habitual, 

independientemente del estadio histológico. 

 Relacionar la presencia de mutaciones en la vía MAPK con variables 

clínicas y de seguimiento.  

 Determinar si el perfil de citoquinas del LBA de los pacientes con HPCL 

es diferente a otras EPID que se asocian con el tabaco. 

 Relacionar el perfil de citoquinas del LBA de los pacientes con HPCL con 

variables clínicas.
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5. Materiales y métodos 

Esta tesis doctoral engloba dos estudios que incluyeron a pacientes con HPCL. 

El primero, se centra en la identificación de mutaciones genéticas en las biopsias 

pulmonares fijadas en formalina e incluidas en parafina (FFIP). El segundo, se 

basa en la evaluación del sobrenadante del LBA y si éste presenta un perfil 

inflamatorio característico en los pacientes con HPCL. A continuación, se 

desarrolla la metodología de ambos estudios. 

 

5.1. Estudio 1: Caracterización genética de la HPCL 

5.1.1. Diseño del estudio y aspectos éticos 

Se trata de un estudio multicéntrico, retrospectivo y observacional, para 

determinar la presencia de mutaciones en la vía MAPK de pacientes con 

diagnóstico de HPCL de una cohorte española. En el estudio participaron cuatro 

centros hospitalarios de tercer nivel del área de Barcelona: Hospital de la Santa 

Creu i Sant Pau, Hospital Universitari Vall de Hebron, Hospital Clínic de 

Barcelona y Hospital Universitari de Bellvitge. El protocolo del estudio fue 

evaluado y aprobado por el Comité de Ética (IIBSP-LAN-2013-39) del Hospital 

de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, siguiendo las recomendaciones 

recogidas en la Declaración de Helsinki, así como en cada uno de los centros 

participantes. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. El 

estudio se registró en ClinicalTrials.gov (NCT03093727). 

 

5.1.2. Población del estudio 

En este estudio se incluyeron a pacientes mayores de 18 años con diagnóstico 

definitivo de HPCL, establecido por la presencia de células CD1a+ en muestras 

de biopsia pulmonar, de acuerdo con los criterios de manejo de la HCL adulta 

(27). Las biopsias pulmonares debían estar FFIP y archivadas en el servicio de 
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anatomía patológica de cada centro. El único criterio de exclusión fue la falta de 

consentimiento informado por parte del paciente.  

Los pacientes fueron reclutados de la consulta monográfica de patología 

intersticial de los Servicios de Neumología de los cuatro centros participantes, 

mediante revisión de sus bases de datos.  

 

5.1.3. Variables 

Clínicas 

Cada uno de los centros participantes, recogió los datos clínicos de los pacientes 

incluidos mediante revisión de su historia clínica. Estos datos se recopilaron de 

la primera visita del paciente y de la última.  

 

Se obtuvieron los principales datos demográficos de los pacientes que incluyeron 

la fecha de diagnóstico, edad, sexo, hábito tabáquico, exposiciones ambientales, 

exposiciones farmacológicas y antecedentes neoplásicos. Los síntomas y signos 

clínicos de la enfermedad (disnea, tos y/o neumotórax). Así como los 

tratamientos sistémicos recibidos para la HPCL en algún momento de la 

enfermedad. Los pacientes fueron clasificados como enfermedad MS o MM 

según los criterios de la Histiocyte Society (8). 

 

Radiológicas 

De cada paciente se revisó la TCAR torácica previa a la realización de la biopsia 

pulmonar. Se anotó la descripción de los principales hallazgos radiológicos 

(nódulos, quistes, combinación nódulos / quistes u otros).  
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Función respiratoria 

Los datos de función pulmonar se registraron de la primera visita del paciente y 

de la última. De todos los parámetros funcionales disponibles se recopiló: FVC, 

FEV1, FEV1/FVC, capacidad pulmonar total (CPT), volumen residual (VR) y la 

DLCO. Se utilizaron los valores de referencia establecidos para la población 

mediterránea (79). 

 

Evolución  

Durante el seguimiento, según la evolución de su enfermedad, los pacientes con 

HPCL se clasificaron como mejoría, estabilidad o progresión. De esta forma, los 

pacientes fueron clasificados como mejoría o progresión cuando entre las 

pruebas de función pulmonar de la primera y última visita, existió un cambio 

mayor o igual al 10% en los valores de FVC o FEV1, o mayor o igual al 15% en 

la DLCO (78). Cuando no se cumplieron estos criterios el paciente fue clasificado 

como estabilidad. Además, todos los pacientes que recibieron tratamiento 

sistémico para su HPCL durante el seguimiento también se clasificaron como 

progresión. 

Finalmente, de la última visita registrada se obtuvieron datos de derivación a 

trasplante pulmonar y del estado del paciente (vivo o fallecido).  

 

Histológicas 

Todas las láminas teñidas en hematoxilina y eosina, así como las tinciones IHC 

para CD1a y Langerina, de los pacientes incluidos, fueron revisadas por cuatro 

patólogos expertos. Los objetivos de la revisión de las muestras fueron confirmar 

el diagnóstico, seleccionar las áreas más representativas de HPCL de los 

bloques de tejido FFPI y establecer el estadio histológico de las muestras, según 

los siguientes criterios patológicos (80): 
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1. Estadio celular: cuando se determinaron grupos de células LCH 

fácilmente identificables y con escasa evidencia de fibrosis. 

2. Estadio fibrótico: cuando se determinaron lesiones fibróticas 

estrelladas y presencia menor a un 5% de células de HCL. 

3. Estadio mixto: cuando se demostraron características celulares y de 

fibrosis sugestivas de HPCL pero que no cumplían los criterios del 

estadio celular ni fibrótico.   

 

5.1.4. Análisis de mutaciones 

Selección de las muestras 

De los bloques de parafina de cada paciente se seleccionaron las áreas más 

representativas de HPCL (mínimo 1 área, máximo 3 áreas), bajo criterio de 

consenso entre los patólogos expertos participantes.  

Cada centro participante realizó un punch de 2-3 mm de las áreas previamente 

seleccionadas, que se enviaron, a temperatura ambiente, al Instituto de 

Investigación de Enfermedades Raras del ISC III de Madrid, el mismo día de su 

obtención. 

 

Aislamiento del ácido desoxirribonucleico (ADN) 

La purificación del ADN genómico de las muestras pulmonares FFIP se realizó 

mediante el kit GeneRead DNA FFPE (del inglés formalin-fixed paraffin-

embedded), Qiagen, Germantown, United States, siguiendo la metodología 

recomendada por el fabricante (81).  
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Identificación de mutaciones 

La identificación de mutaciones se realizó a partir de secuenciación masiva, 

utilizando un panel comercial que incluía 160 genes mutados frecuentemente en 

el cáncer (Human Comprehensive Cancer GeneRead v2, Qiagen) y que 

incorporaba la mayoría de los genes descritos en HCL, como BRAF, KRAS; 

NRAS y varios miembros de la familia MAPK (82). En la tabla 2 se enumeran 

todos los genes estudiados.  

 

Brevemente se describe el proceso de secuenciación masiva del ADN utilizado: 

1. Amplificación de ADN: mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), se amplificaron los fragmentos de ADN 

correspondientes a los 160 genes incluidos en el panel. Una vez 

obtenidos estos amplicones, se purificaron y se añadieron a ambos 

extremos de cada amplicón unos adaptadores para realizar una segunda 

ronda de amplificación generando las llamadas librerías de amplicones 

(para obtener una cantidad de material genético suficiente para su 

posterior secuenciación). 

2. Secuenciación: se determinaron las secuencias de nucleótidos de cada 

uno de los fragmentos de ADN amplificados, mediante el secuenciador 

NextSeq500 (Ilumina, San Diego, United States), en un formato de 

ejecución de 2x150 bp.  

3. Lectura de la secuenciación: se realizó una lectura con una profundidad 

media de 10.000x lecturas de cada fragmento de ADN secuenciado, 

permitiendo comparar las secuencias obtenidas con otras secuencias 

previamente conocidas e identificando de esta manera las mutaciones en 

el ADN.  

4. Análisis de datos automático: los datos obtenidos se analizaron para la 

identificación de mutaciones mediante el software de GeneRead Panel 

Variant Calling (Qiagen). Además del análisis automático, los datos 

obtenidos fueron revisados visualmente por dos expertos en 
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secuenciación masiva (CRM y CR) utilizando un Integrative Genomics 

Viewer (Broad Institute, University of California, San Diego).  

 

Cuando las mutaciones se detectaron en más del 15% de las lecturas, éstas se 

confirmaron mediante secuenciación Sanger.  

 

Tabla 2. Panel comercial (Qiagen) que incluye 160 genes mutados en cáncer. 

ABL1 BUB1B DDR2 FGFR2 IDH2 MEN1 PDGFRA SMARCA4 

AKT1 CARD11 DICER1 FGFR3 IKZF1 MET PHF6 SMARCB1 

AKT2 CBL DNMT3A FH IL6ST MLH1 PIK3CA SMO 

ALK CBLB ECT2L FLCN IL7R MSH2 PIK3R1 SPOP 

AMER1 CD79A EGFR FLT3 JAK1 MSH6 PMS2 SRC 

APC CD79B EP300 FUBP1 JAK2 MTOR PPP2R1A STK11 

AR CDC73 EPCAM GATA1 JAK3 MUTYH PRDM1 SUFU 

ARID1A CDH1 ERBB2 GATA2 KDM6A MYC PRKAR1A TERT 

ARID2 CDK12 ERBB3 GATA3 KDR MYD88 PTCH1 TNFAIP3 

ASXL1 CDK4 ERBB4 GNA11 KIT NF1 PTEN TNFRSF14 

ATM CDKN2A ERCC5 GNAQ KLF6 NF2 PTPN11 TP53 

ATRX CHEK2 ESR1 GNAS KMT2D NFE2L2 RAC1 TSC1 

BAP1 CIC EZH2 GPC3 KRAS NFKBIA RB1 TSC2 

BCL6 CREBBP FAM46C GRIN2A MAP2K1 NOTCH1 RET TSHR 

BCOR CRLF2 FANCA H3F3A MAP2K2 NOTCH2 ROS1 U2AF1 

BRAF CSF1R FANCD2 HIST1H3B MAP2K4 NPM1 SDHB VHL 

BRCA1 CTNNB1 FANCE HNF1A MAP3K1 NRAS SETD2 WT1 

BRCA2 CYLD FAS HRAS MAP4K3 PALB2 SF3B1 XPC 

BRIP1 DAXX FBXO11 HSPH1 MDM2 PAX5 SLC7A8 ZNF2 

BTK DDB2 FBXW7 IDH1 MED12 PBRM1 SMAD4 ZRSR2 

En rojo se especifican los genes mutados en HCL previamente descritos. El panel no incluye los siguientes 
genes mutados para HCL: ARAF, CRAF, MAPK3, MAPK1, GFR, KMTD2, SMAD6, TET2, SRSF. 
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5.1.5. Análisis estadístico 

Los resultados se presentan como mediana y rango intercuartílico para las 

variables continuas no paramétricas, y media y desviación estándar para las 

variables continuas 

que seguían una distribución normal. Las variables categóricas se presentan 

como frecuencia y porcentajes. La prueba exacta de Fisher y el test de Wilcoxon, 

se utilizaron para comparar las variables clínicas y de evolución en función de la 

presencia de mutaciones o no, según si las variables eran categóricas o 

continuas, respectivamente. 

La significancia estadística se definió con un p-valor inferior a 0,05. Para el 

análisis estadístico se utilizó el paquete estadístico SPSS versión 21 (IBM® 

SPSS® Statistics 21, Armonk, New York, EUA). 
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5.2. Estudio 2: Perfil inflamatorio de la HPCL 

5.2.1. Diseño del estudio y aspectos éticos 

Se trata de un estudio prospectivo y exploratorio para determinar el perfil de 

citoquinas presente en el LBA de pacientes con diagnóstico de HPCL. El 

protocolo del estudio fue evaluado y aceptado por el Comité de Ética (IIBSP-

LAN-2013-39) del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, siguiendo 

las recomendaciones recogidas en la Declaración de Helsinki, y todos los 

pacientes firmaron el consentimiento informado. El estudio fue registrado en 

ClinicalTrials.gov (NCT03093727). 

 

5.2.2. Población del estudio 

En este estudio se invitó a participar a los pacientes mayores de 18 años con 

hallazgos radiológicos compatibles con EPID en la TCAR torácica y que se 

sometían a una broncoscopia para realizar un LBA dentro del algoritmo 

diagnóstico de práctica clínica habitual. El diagnóstico de la EPID se realizó de 

acuerdo con las guías nacionales e internacionales (27,83-85). Los pacientes se 

manejaron independientemente al propósito de este estudio siguiendo los 

protocolos institucionales basados en las guías nacionales e internacionales. 

Finalmente, se incluyeron los pacientes con diagnóstico establecido de HPCL; 

FPI y EPID relacionadas con el tabaco (EPID – tabaco): NID, BR – EPID y CFPE 

(4). Los criterios de exclusión fueron tener una infección pulmonar activa en el 

momento de realizar el LBA; haber recibido tratamiento previo por su 

enfermedad pulmonar con GCS, inmunosupresores o antifibróticos y no haber 

firmado el consentimiento informado. 
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Los pacientes fueron reclutados de forma prospectiva de la consulta monográfica 

de patología intersticial del Servicio de Neumología del Hospital de la Santa Creu 

i Sant Pau (Barcelona). La inclusión de los pacientes fue correlativa entre los 

años 2013 y 2019. 

 

5.2.3. Variables 

Clínicas 

Se recogieron datos demográficos a partir de revisión de la historia clínica. Los 

datos que se recopilaron fueron: edad del paciente, género, hábito tabáquico y 

diagnóstico de EPID. 

 

Radiológicas 

Se revisaron todas las TCAR torácicas previas a la realización del LBA, de donde 

se recogieron los principales hallazgos radiológicos. Los patrones radiológicos 

fueron descritos según las recomendaciones Fleischner (86). 

 

Función pulmonar 

Se recogieron los datos de función pulmonar disponibles próximos a la 

realización del LBA. De todos los parámetros funcionales disponibles se recopiló: 

FVC, FEV1, FEV1/FVC, CPT, VR y DLCO. Se utilizaron los valores de referencia 

establecidos para la población mediterránea (79). 
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Evaluación del LBA 

Procesamiento del LBA 

El procesamiento de la muestra se realizó en el biobanco del Instituto de 

Investigación Biomédica de Sant Pau (IIB Sant Pau). Brevemente, la muestra se 

trasladó en una nevera a 4º C desde la unidad de broncoscopias del Hospital de 

la Santa Creu i Sant Pau hasta el laboratorio del biobanco. Para su 

procesamiento, la muestra fue homogenizada, mediante “up and down” y 

posteriormente se centrifugó a 800 g, durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante 

generado se decantó en un tubo cónico limpio y se obtuvieron 5 alícuotas de 1 

mL que se recopilaron en criotubos para su posterior congelación a -80ºC. 

 

Recuento celular 

A partir del material celular en suspensión, obtenido del LBA, se realiza primero 

una estimación de la cantidad celular mediante la cámara de Neubauer con 

tinción de Toloudina. Asimismo, en paralelo, se obtienen tres extensiones 

celulares mediante Cytospin (Thermo) sobre laminillas de carga 

electromagnética negativa (Dako) y se fijan dichos extendidos celulares en 

alcohol absoluto. Tras 12 horas de fijación, se realiza de forma rutinaria tinción 

de Papanicolau, para valoración citológica, tinción de Perls, para hierro, y tinción 

de eosinófilos. 

El recuento celular corresponde a una estimación de porcentajes relativos de 

macrófagos alveolares, hemosiderófagos, neutrófilos polimorfonucleados, 

eosinófilos y linfocitos. Se establece por contaje de un mínimo de 10 campos de 

gran aumento (400x) en el microscopio óptico tras una valoración global de la 

homogeneidad del extendido celular. 

 

 

 



 75 

5.2.4. Perfil inflamatorio de los pacientes con EPID 

Las muestras de sobrenadante congeladas y almacenadas en el biobanco IIB 

Sant Pau, se enviaron a la Unidad de Terapias Farmacológicas del Instituto de 

Investigación de Enfermedades Raras del ISCIII de Madrid. Donde se realizaron 

los estudios del perfil inflamatorio. 

 

Análisis de los perfiles inflamatorios 

Los perfiles inflamatorios se analizaron en las muestras de LBA utilizando un 

panel/una matriz (Human Cytokine Membrane Antibody Array ab133998; Abcam, 

Cambridge, UK), que permite la detección simultánea de 80 proteínas relevantes 

en los procesos inflamatorios (nombradas a partir de ahora citoquinas para 

simplificar), incluyendo citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y MMP 

(Tabla 3). En esta técnica, se utilizan anticuerpos específicos unidos a una 

membrana para capturar y detectar las citoquinas presentes en una muestra. El 

análisis de las muestras se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, el LBA obtenido de los pacientes se incubó con las membranas. 

Posteriormente, se lavaron las membranas y se incubaron con una solución de 

HRP-estreptavidina para detectar la presencia de citoquinas unidas a los 

anticuerpos mediante quimioluminiscencia. Las imágenes de los 

paneles/matrices se procesaron en un sistema de imagen Chemi Doc XRS (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA). Las mediciones de densitometría se realizaron 

con el software Quantity One (Bio-Rad Laboratories). Para cada punto, se 

determinó la intensidad neta restando el nivel medio de dos controles negativos. 

Tras la sustracción del fondo, se asignó un valor 0 a las intensidades de las 

señales negativas. Para las comparaciones múltiples, se utilizó la intensidad 

media de la señal de los seis puntos de control positivo para normalizar los 

resultados de las distintas membranas. Los datos se expresan como densidad 

media de píxeles (DMP), o como número de veces de cambio (FC) de cada 

condición en comparación con las muestras HPCL. Para identificar las proteínas 

diana que mostraban cambios significativos en la expresión, se utilizaron valores 

de corte de FC de ≥ 1,5 o ≤ 0,50.   
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Tabla 3. Panel comercial que incluye las 80 citoquinas estudiadas. 

ENA-78 GCSF GM-CSF GRO GRO-α I-309 IL-1 IL- 

IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 

IL-12 IL-13 IL-15 IFN- MCP-1 MCP-2 MCP-3 MCSF 

MDC MIG MIP-1b MIP-1 RANTES SCF SDF-1 TARC 

TGF-1 TNF- TNF- EGF IGF-I ANG OSM TPO 

VEGF PDGF-BB Leptina BDNF BLC Ck  8-1 Eotaxin Eotaxin-2 

Eotaxin-3 FGF-4 FGD-6 FGF-7 FGF-9 Flt-3 L CX3CL1 GCP-2 

GDNF HGF IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IL-6 IP-10 

LIF LIGHT MCP-4 MIF MIP-3 NAP-2 NT-3 NT-4 

OPN OPG PARC PIGF TGF-2 TGF-3 TIMP-1 TIMP-2 

 

Red de interacción proteína-proteína (IPP) 

Las interacciones entre las citoquinas se analizaron utilizando la herramienta de 

búsqueda para la recuperación de genes/proteínas que interactúan (STRING) 

versión 11.5 del software (http://string-db.org) (87). La base de datos STRING 

proporciona IPP de interacciones experimentales de diferentes fuentes que 

combinan enfoques de minería de texto y datos. 

 

Clasificador RF (del inglés Random Forest) 

Se utilizó un clasificador de RF para evaluar la fuerza de la asociación entre el 

perfil de citoquinas y el grupo EPID. Los datos de citoquinas (80) se filtraron a 

aquellas variables que se expresaron significativamente en uno de los tres 

grupos (32). Todos los datos se procesaron con R studio (R 1.3.1075) y los 

paquetes caret, mlbench, randomForest y purrr. Para el algoritmo RF, la 

normalización del conjunto de datos no fue necesaria. No hubo variables con 

varianza cero. Dado que la redundancia de la información disminuye el 

rendimiento de predicción de los modelos, se tuvieron en cuenta las fuertes 

correlaciones entre las variables (r > 0,9 y p < 0,05) y se eliminaron 10 variables 

redundantes. Debido al desequilibrio de los grupos (HPCL n = 7, EPID - tabaco 

= 16 y FPI = 13), realizamos un muestreo superior de los pacientes para perder 

http://string-db.org/
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registros ya que el conjunto de datos es demasiado valioso. Además, para evitar 

un sesgo debido al sobre-muestreo, realizamos un sobre-muestreo de 10 veces 

para evaluar el clasificador por completo. Los datos se dividieron en un conjunto 

de entrenamiento con el 75 % de los pacientes, y el 25 % restante se utilizó para 

el grupo de prueba con el fin de validar el predictor. Primero, comparamos el 

algoritmo de RF con el método de vecinos más cercanos (k-Nearest Neighbors, 

o KNN). El modelo de RF arrojó la mejor precisión y decidimos seleccionarlo para 

un análisis más detallado. Finalmente, ajustamos el número de predictores 

mediante una cuadrícula de búsqueda, obteniendo la mejor precisión con la 

combinación de seis características (Figura 8). Se utilizó validación cruzada con 

un k-fold = 50 para evitar sesgos durante el entrenamiento del algoritmo. 

 

Figura 8. Selección de variables para el modelo de clasificación RF. 

 

 

 

 

 

 

 

La cuadrícula de búsqueda muestra que la selección óptima con la precisión más alta correspondiente 
(0,9905) de un resultado predictivo después de una validación cruzada de 10 veces se obtuvo con seis 
variables. 

 

#Randomly Selected Predictors

A
c
c
u
ra

c
y
 (

R
e

p
e
a
te

d
 C

ro
s
s
−

V
a

lid
a
ti
o
n
)

0.90

0.91

0.92

0.93

5 10 15 20



 78 

5.2.5. Análisis estadístico 

Los resultados se presentan como mediana y rango intercuartílico para las 

variables continuas no paramétricas, y media y desviación estándar para las 

variables continuas que seguían una distribución normal. Para las variables 

categóricas, se presentan como porcentajes.  

Cuando fue apropiado, las variables se transformaron logarítmicamente antes 

del análisis estadístico para normalizar la distribución y reducir el sesgo asociado 

con quimioquinas y citoquinas de expresión extremadamente alta y baja. La 

prueba de Kruskal-Wallis con las pruebas posteriores indicadas o la prueba de 

análisis de varianza de dos vías con la prueba posterior de Tukey se utilizaron 

para comparar tres grupos. Se utilizó la prueba de Chi-cuadrado o la prueba 

exacta de Fisher para las variables categóricas, según correspondiera. Se 

utilizaron análisis de regresión lineal simple para determinar las correlaciones 

entre variables y calcular los coeficientes de correlación de Spearman (r). Se 

consideró estadísticamente significativo un valor de p inferior a 0,05. Se utilizó el 

análisis de componentes principales (PCA) para reducir la dimensionalidad e 

identificar tendencias en la expresión de proteínas en pacientes con EPID. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad prism 

(versión 9: GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.) y el software R (R 

Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
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6. Resultados 

6.1. Estudio 1: Caracterización genética de la HPCL 

Se evaluaron diecinueve pacientes con diagnóstico definitivo de HPCL en las 

muestras de biopsia pulmonar embebidas en parafina. De ellos, siete pacientes 

eran del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, cinco del Hospital Universitari Vall 

d’Hebron, cuatro del Hospital Clínic de Barcelona y tres del Hospital Universitari 

de Bellvitge. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. 

 

6.1.1. Características demográficas y clínicas 

Todos los pacientes incluidos tenían diagnóstico de HPCL según los criterios de 

manejo de la HCL adulta (27). En todos los pacientes se confirmó el diagnóstico 

después de revisión por parte de cuatro patólogos expertos de las tinciones IHQ 

para CD1a y Langerina. En la tabla 4 se resumen los datos demográficos, 

clínicos y funcionales de los pacientes incluidos en el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 82 

Tabla 4. Características demográficas y clínicas de los pacientes incluidos en el 

estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valores expresados como mediana (rango intercuartílico), si no se especifica lo contrario. HPCL: 
histiocitosis pulmonar de células de Langerhans. SS: del inglés single – system. MS: del inglés multi – 
system. FVC: capacidad vital forzada. FEV1: flujo espiratorio forzado en el primer segundo. CPT: capacidad 

pulmonar total. VR: volumen residual. DLCO: capacidad de difusión del monóxido de carbono. 

 

 

 

Características demográficas  

Edad (años) 37 (24 - 53) 

Hombres, n (%) 14 (73,68) 

Ambiente urbano, n (%) 17 (89,47) 

Antecedentes de neoplasia, n (%) 4 (21,05) 

Antecedentes quimioterapia, n (%) 3 (15,79) 

Tabaco 

Fumadores activos, n (%) 15 (78,94) 

Ex – fumadores, n (%) 3 (15,79) 

Nunca fumadores, n (%) 1 (5,26) 

Paquetes – año  25 (7 - 40) 

Manifestaciones clínicas 

Disnea, n (%)  11 (58) 

Tos, n (%) 8 (42) 

Neumotórax, n (%) 2 (10) 

  Formas HPCL 

  SS, n (%) 

  MS, n (%) 

Hueso 

Hígado 

Hipotálamo 

16 (84,21) 

3 (15,79) 

1 

1 

     1 

  Función pulmonar 

     FVC % predicho 

     FEV1 % predicho 

     FEV1 / FVC % predicho 

     CPT % predicho 

     VR % predicho 

     DLCO % predicho 

88 (77,5 – 104) 

77 (59,5 – 94,5) 

75 (61,5 – 83,5) 

102 (89 – 117) 

112 (90,5 – 126) 

61,9 (46,7 – 67) 
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Radiológicas 

El hallazgo más habitual de la TCAR torácica fue la combinación de lesiones 

nodulares con quísticas en siete pacientes (36,89%), seguida por la presencia 

de quistes pulmonares en seis pacientes (31,58%) y de lesiones nodulares en 

tres pacientes (15,79%). Los tres pacientes restantes presentaron otras 

manifestaciones radiológicas: un paciente (5,26%) presentó vidrio esmerilado 

difuso; un paciente (5,26%) presentó un nódulo pulmonar solitario y finalmente 

en un paciente (5,26%) no se demostraron alteraciones en la TCAR de tórax. 

 

Evolución 

De los diecinueve pacientes incluidos se obtuvieron datos de seguimiento de 

diecisiete. Dos pacientes perdieron el seguimiento en consulta externa sin causa 

especificada. La mediana de seguimiento fue de veinticuatro meses (12– 36).  

Durante el seguimiento diez pacientes (58,82%) abandonaron el hábito 

tabáquico. Seis pacientes (35,29%) precisaron tratamiento sistémico en algún 

momento de su enfermedad. De ellos, tres (50%) recibieron tratamiento con 

glucocorticoides y un paciente (16,67%) se trató con inmunosupresores. En dos 

casos (33,3%) se instauró tratamiento con quimioterapia (cladribina) por 

enfermedad MS.  

De todos los pacientes revisados, tres pacientes (17,65%) fueron derivados a la 

unidad de trasplante pulmonar. No constaba ningún fallecido en el momento de 

la revisión de los datos. 

En la tabla 5 se detalla de forma individualizada las principales características 

clínicas de los diecinueve pacientes incluidos.  
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Tabla 5. Características demográficas, clínicas y radiológicas de los 19 pacientes 

incluidos con HPCL. 
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Histológicas 

Las muestras histológicas fueron obtenidas por biopsia pulmonar quirúrgica en 

catorce pacientes (73,68%) y mediante biopsia pulmonar transbronquial en cinco 

pacientes (26,32%). En la tabla 6 se resumen los estadios histológicos de las 

muestras incluidas. 

 

Tabla 6. Clasificación de las muestras pulmonares en función de sus hallazgos 

histológicos.  

 n = 19 

Estadio celular, n (%) 7 (36,84) 

Estadio fibrótico, n (%) 3 (15,79) 

Estadio mixto, n (%) 9 (47,37) 

 

6.1.2. Análisis de mutaciones 

Aislamiento de ADN 

De todas las muestras analizadas, se obtuvo al menos diez nanogramos de ADN. 

Por lo que hubo material suficiente para realizar la secuenciación del ADN a 

través de métodos de alto rendimiento. 

 

Identificación de mutaciones 

La secuenciación de las muestras pulmonares detectó mutaciones en la vía 

MAPK en seis pacientes (31,58%) de los diecinueve incluidos. Las mutaciones 

más frecuentes identificadas fueron en los oncogenes de la familia RAS. 

Concretamente, KRASG12D en dos casos (10,26%) y NRASQ61L en también dos 

casos (10,26%). Se encontraron mutaciones en un único paciente en BRAFV600E 

(5,26%) y MAP2K1Q56P (5,26%). No se identificó concomitancia de mutaciones 

en ningún paciente. Las alteraciones moleculares identificadas se detectaron en 
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muy baja frecuencia. No obstante, los pacientes que presentaron mutaciones y 

se disponía de más de un área representativa de análisis, ésta se identificó en 

varias de las áreas analizadas. En este sentido, la mayor consistencia se obtuvo 

en las mutaciones BRAFV600E y MAP2K1Q56P que se encontraron presentes en 

todas las áreas analizadas (3/3). Mientras que NRASQ61L se detectó en dos de 

las tres áreas analizadas (2/3). El análisis de mutaciones individualizado se 

describe en la tabla 7.  

 

Tabla 7. Análisis de mutaciones de los casos individualizados de la Tabla 5. 

Caso Gen mutado Cambio AA 

Frecuencia de la variante 

(muestras con mutación) 

COSMIC (n) 

1 KRAS p.G12D 7% (1/1) 15.078 

2 ND - - - 

3 ND - - - 

4 ND - - - 

5 ND - - - 

6 ND - - - 

7 MAP2K1 p.Q56P 6%, 15%, 5% (3/3) 27 

8 ND - - - 

9 KRAS p.G12D 17% (1/1) 15.078 

10 ND - - - 

11 ND - - - 

12 NRAS p.Q61L 3%, 6% (2/3) 329 

13 NRAS p.Q61L 3%, 7% (2/3) 329 

14 ND - - - 

15 ND - - - 

16 ND - - - 

17 BRAF p.V600E 6%, 10%, 6% (3/3) 28.255 

18 ND - - - 

19 ND - - - 

ND: no detectado. Número de variantes descritas en la base de datos COSMIC (del inglés Catalogue of 
Somatic Mutation in Cancer), actualizada el 13/01/2020. 
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Relación entre alteraciones en la vía MAPK y características clínicas 

Los resultados clínicos y de seguimiento se analizaron según la presencia o 

ausencia de mutaciones en la vía MAPK (Tabla 8). Las principales diferencias 

observadas fueron que los pacientes que albergaban una mutación somática 

MAPK tienden a ser más jóvenes, más sintomáticos y presentan valores de 

DLCO más bajos que los pacientes sin mutaciones somáticas. Aunque no se 

pudieron demostrar diferencias estadísticamente significativas. 

Tabla 8. Relación entre las características clínicas según alteraciones de la vía 

MAPK. 

 Presencia de 

mutación en MAPK 

(n=6) 

Ausencia de 

mutación en MAPK 

(n=13) 

p-valor 

Demográficas  

Edad (años)  

 

35,5 (26,8 – 36,8)  

 

42 (32 – 62) 

 

0,23 

Hombres, n (%)  5 (83,3) 9 (69,2) 1,00 

Tabaco 

Fumador activo, n (%) 

Ex – fumador, n (%) 

Nunca fumador, n (%) 

 

 

 

5 (83,3) 

0 (0) 

1 (16,7) 

 

 

10 (76,9) 

3 (23,1) 

0 (0) 

0,18 

 

Paquetes - año 27 (11,2 – 34,5) 25 (15 – 50) 0,54 

Clínica 

Disnea, n (%) 

 

5 (83,3) 

 

6 (46,2) 

 

0,18 

Tos, n (%) 3 (50) 5 (38,5) 1,00 

Neumotórax, n (%) 1 (16,7) 1 (7,69) 1,00 

Función pulmonar 

FVC % predicho 96,0 (58,0 – 111)  87,0 (81,0 – 96,2)   0,87  

FEV1 % predicho  102 (58,0 – 103) 76,5 (70,8 – 78,8)   0,63   

FEV1/FVC % predicho 75,0 (71,0 – 84,0) 75,5 (61,8 – 80,8)   0,67   

CPT % predicho  102 (89,0 – 114)   102 (95,8 – 121)   0,60   

VR % predicho  115 (111 – 122)    106 (90,8 – 117)    0,46   

DLCO % predicho 58,0 (35,0 – 61,0) 64,0 (55,2 – 66,8)   0,24  

Valores expresados como mediana (rango intercuartílico), si no se especifica lo contrario. FVC: 
capacidad vital forzada. FEV1: flujo espiratorio forzado en el primer segundo. CPT: capacidad pulmonar 
total. VR: volumen residual. DLCO: capacidad de difusión del monóxido de carbono. 
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Con relación a la evolución de la enfermedad, se obtuvieron datos de 

seguimiento de diecisiete pacientes de los diecinueve incluidos. No se 

observaron diferencias en cuanto al comportamiento clínico con respecto a la 

presencia de mutaciones en la vía MAPK (Tabla 9).  

 

Tabla 9. Relación en la evolución según las alteraciones de la vía MAPK.  

 

  

n = 17 

Presencia de 

mutación en MAPK 

 (n=5) 

Ausencia de 

mutación en MAPK 

(n=15) 

 

p-valor 

Evolución 

Tiempo seguimiento (meses) 

 

24 (12-36) 

 

18 (12-33) 

 

24 (15-33) 

0,42 

1,00 

Mejoría, n (%) 

Estabilidad, n (%) 

Progresión, n (%) 

5 (30) 

6 (35) 

6 (35) 

1 (20) 

2 (40) 

2 (40) 

4 (33,3) 

4 (33,3) 

4 (33,3) 

 

Valores expresados como mediana (rango intercuartílico), si no se especifica lo contrario.  
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6.2. Estudio 2: Perfil inflamatorio de la HPCL 

Treinta y seis pacientes con EPID fueron evaluados en el estudio, incluidos siete 

pacientes HPCL, dieciséis con EPID - tabaco y trece con FPI. Ningún paciente 

presentó infección pulmonar activa en el momento del LBA, ni había recibido 

tratamiento con GCS, inmunosupresor o antifibrótico previamente. Todos los 

pacientes firmaron el consentimiento informado. 

 

6.2.1. Características demográficas y clínicas 

En la tabla 10 se resumen las principales variables demográficas, radiológicas y 

de función pulmonar de los pacientes incluidos en el estudio. 
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Tabla 10. Características clínicas y demográficas de los pacientes con EPID incluidos.  

 HPCL  EPID tabaco FPI 

Número de pacientes 7 16 13 

Patrones predominantes TCAR, n (%)    

Nódulos o micronódulos 3 (42,8%) 3 (18,7%) 0 

Nódulos y quistes 2 (28,6%) 0 0 

Quistes 2 (28,6%) 2 (12,5%) 5 (38,5%) 

Reticulación 0 5 (31,2%) 8 (61,5%) 

Vidrio deslustrado 0 6 (37,5%) 0 

Sexo        

Hombre, n (%)  2 (29-%) 12 (75%)  12 (92%)A 

Edad (años)  46 (42-48) 66 (52-72)A 72 (67-77)A 

Hábito tabáquico, n %)       

No fumadores 0 (0%) 0 (0%) 2 (15%) 

Ex – fumadores 1 (14%) 6 (40%) 2 (15%) 

Fumadores activos 6 (86%) 10 (60%) 9 (69%) 

Pruebas de función pulmonar       

FVC % predicho 89,71 (14,77) 93,81 (15,73) 80,00 (9,6)B 

FEV1 % predicho  71,71 (19,11) 82,56 (18,71) 82,85 (11,64) 

FEV1/FVC, %  63,14 (12,23) 66.80 (11,28) 75.86 (8,67)B 

DLCO, % predicho    64,14 (15,32) 67,07 (19,21) 51,23 (18,42)B 

Recuento celular en LBA (%)       

Macrófagos 70 (21,6) 71 (17,4) 59,75 (20,66) 

Neutrófilos polimorfonucleados 14,5 (12,67) 15,18 (10,09) 10,91 (18,86) 

Linfocitos  13 (9,84) 9,56 (7,49)  10,91 (5,4) 

Los datos están presentados como %, mediana (rango intercuartílico). A, p < 0,05 comparado con HPCL; B, p <0,05 comparado 

con EPID relacionadas con el tabaco. TCAR: tomografía computarizada de alta resolución; FVC: capacidad vital forzada; FEV1: 

volumen de flujo espiratorio en el primer segundo; DLCO: capacidad de difusión del monóxido de carbono, LBA: lavado 

broncoalveolar; EPID: enfermedad pulmonar intersticial difusa; HPCL: histiocitosis pulmonar de células de Langerhans; EPID 

tabaco: enfermedades pulmonares intersticiales difusas relacionadas con el tabaco; FPI: fibrosis pulmonar idiopática. 

 

Como era de esperar, los pacientes con HPCL eran más jóvenes que los grupos 

EPID – tabaco y FPI (mediana de 46 frente a 66 y 72 años, p = 0,017 y p < 

0,0001, respectivamente). También se observaron diferencias de género entre 

los tres grupos de EPID, con predominio del sexo masculino en los grupos de 

EPID – tabaco y FPI (75% y 92%, respectivamente). No se encontraron 

diferencias en la función pulmonar entre los pacientes con HPCL y los grupos 

EPID – tabaco y FPI, aunque la mayoría de los pacientes con HPCL presentaban 
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limitación al flujo aéreo y leve disminución de la DLCO, por debajo del 75%. El 

recuento celular del LBA mostró un aumento de los neutrófilos 

polimorfonucleados (PMN) (> 5%) en todas las condiciones, aunque no se 

encontraron diferencias significativas en los porcentajes de macrófagos, 

neutrófilos o linfocitos entre los diferentes grupos. Además, no hubo correlación 

entre el porcentaje de los diferentes tipos celulares y las pruebas de función 

pulmonar. 

 

6.2.2. Perfil inflamatorio de los pacientes con EPID 

El sobrenadante del LBA de los pacientes incluidos (HPCL, EPID – tabaco y FPI) 

se analizó utilizando la matriz Human Cytokine Membrane Antibody Array, con 

el fin de caracterizar el perfil inflamatorio. En la figura 9 se muestra las 

intensidades obtenidas en una membrana representativa de cada uno de los 

grupos de pacientes (Figura 9A), así como la distribución de las diferentes 

proteínas y los controles en las matrices (Figura 9B).  
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Figura 9. Niveles diferenciales de citoquinas/quimioquinas en LBA de pacientes 

con EPID.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Se expusieron matrices de anticuerpos de membrana de citoquinas humanas (Abcam) al LBA de pacientes 

con EPID y se procesaron según las instrucciones del fabricante. Las imágenes muestran membranas 
representativas de cada grupo de pacientes con EPI. Los cuadros negros indican controles internos positivos y 
los cuadros negros discontinuos indican controles internos negativos. Se muestran citoquinas representativas 
con niveles aumentados (cuadros rojos) o niveles reducidos (cuadros azules) en HPCL en comparación con EPID 
– tabaco o FPI. B) Representación esquemática de las posiciones de las manchas de citoquinas/quimioquinas 
en la membrana con los respectivos controles internos. Los rectángulos con fondo rojo representan citoquinas 
reguladas al alza, y con fondo azul representan citoquinas/quimioquinas reguladas a la baja en HPCL en 
comparación con EPID – tabaco o FPI. 

 

 

La tabla 11 muestra los valores de DMP obtenidos tras la cuantificación de las 

membranas.  

 

 

 

 

B 

A 
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Tabla 11. Expresión de citoquinas y quimioquinas en el LBA de los pacientes 

con EPID.  

 
HPCL (n = 7) 

EPID - tabaco  
(n = 16) 

FPI (n = 13) 

ENA-78 0,032 ± 0,018 0,016 ± 0,032 0,090 ± 0,058 

GCSF   ND   0,009 ± 0,022 0,023 ± 0,028 

GM-CSF   ND   0,016 ± 0,029 0,021 ± 0,038 

GRO 0,501 ± 0,140 0,275 ± 0,237 0,328 ± 0,259 

GRO-α 0,062 ± 0,066 0,085 ± 0,142 0,138 ± 0,182 

I-309 0,011 ± 0,012 0,015 ± 0,027 0,031 ± 0,046 

IL-1α 0,044 ± 0,020 0,045 ± 0,044 0,102 ± 0,076 

IL-1β 0,097 ± 0,039 0,087 ± 0,058 0,169 ± 0,061 

IL-2 0,077 ± 0,033 0,072 ± 0,062 0,122 ± 0,041 

IL-3 0,119 ± 0,054 0,065 ± 0,059 0,122 ± 0,054 

IL-4 0,062 ± 0,022 0,034 ± 0,043 0,062 ± 0,040 

IL-5 0,040 ± 0,022 0,019 ± 0,038 0,085 ± 0,059 

IL-6 0,020 ± 0,010 0,015 ± 0,031 0,064 ± 0,052 

IL-7 0,004 ± 0,004 0,023 ± 0,047 0,041 ± 0,048 

IL-8 0,044 ± 0,033 0,075 ± 0,139 0,331 ± 0,423 

IL-10 0,001 ± 0,002 0,025 ± 0,054 0,004 ± 0,012 

IL-12 p40/p70 0,028 ± 0,022 0,019 ± 0,031 0,062 ± 0,058 

IL-13 0,036 ± 0,020 0,041 ± 0,047 0,086 ± 0,069 

IL-15 0,120 ± 0,049 0,082 ± 0,065 0,194 ± 0,066 

IFN-γ 0,118 ± 0,057 0,081 ± 0,073 0,183 ± 0,071 

MCP-1 0,256 ± 0,169 0,184 ± 0,099 0,536 ± 0,400 

MCP-2 0,098 ± 0,047 0,040 ± 0,049 0,100 ± 0,059 

MCP-3 0,074 ± 0,036 0,028 ± 0,037 0,092 ± 0,044 

MCSF 0,088 ± 0,038 0,030 ± 0,034 0,137 ± 0,075 

MDC 0,052 ± 0,022 0,027 ± 0,041 0,081 ± 0,057 

MIG 0,019 ± 0,018 0,040 ± 0,071 0,121 ± 0,103 

MIP-1b 0,063 ± 0,046 0,065 ± 0,097 0,084 ± 0,069 

MIP-1δ 0,067 ± 0,042 0,014 ± 0,022 0,047 ± 0,063 

RANTES 0,130 ± 0,049 0,076 ± 0,059 0,187 ± 0,075 

SCF 0,149 ± 0,065 0,062 ± 0,055 0,157 ± 0,057 

SDF-1 0,140 ± 0,070 0,067 ± 0,068 0,186 ± 0,062 

TARC 0,487 ± 0,219 0,126 ± 0,101 0,298 ± 0,079 

TGF-β1 0,122 ± 0,057 0,057 ± 0,064 0,159 ± 0,069 

TNF-α 0,123 ± 0,057 0,047 ± 0,058 0,192 ± 0,074 

Angiogenina 0,079 ± 0,053 0,055 ± 0,120 0,047 ± 0,086 

Oncostatina M 0,116 ± 0,047 0,032 ± 0,036 0,103 ± 0,090 

Leptina 0,291 ± 0,091 0,094 ± 0,083 0,195 ± 0,050 

BDNF 0,161 ± 0,041 0,085 ± 0,079 0,269 ± 0,075 

BLC 0,120 ± 0,056 0,040 ± 0,049 0,196 ± 0,065 
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HPCL (n = 7) EPID - tabaco  

(n = 16) 

FPI (n = 13) 

Ck β 8-1 0,108 ± 0,050 0,039 ± 0,042 0,155 ± 0,068 

Eoxatin-2 0,068 ± 0,032 0,034 ± 0,049 0,102 ± 0,060 

Eoxatin-3 0,005 ± 0,008 0,021 ± 0,044 0,008 ± 0,015 

FGF-4 0,019 ± 0,019 0,012 ± 0,027 0,051 ± 0,073 

FGF-6 0,184 ± 0,074 0,058 ± 0,061 0,126 ± 0,082 

FGF-7 0,080 ± 0,039 0,036 ± 0,048 0,103 ± 0,071 

FGF-9 0,128 ± 0,055 0,075 ± 0,066 0,251 ± 0,074 

Flt-3 Ligando 0,081 ± 0,046 0,033 ± 0,042 0,115 ± 0,052 

Fractalkina 0,096 ± 0,050 0,041 ± 0,049 0,199 ± 0,075 

GCP-2 0,154 ± 0,086 0,041 ± 0,045 0,220 ± 0,101 

GDNF 0,097 ± 0,050 0,038 ± 0,038 0,166 ± 0,063 

HGF 0,053 ± 0,035 0,022 ± 0,027 0,093 ± 0,056 

IGFBP-1 0,029 ± 0,028 0,023 ± 0,042 0,067 ± 0,051 

IGFBP-2 0,045 ± 0,053 0,107 ± 0,125 0,281 ± 0,272 

IGFBP-3 0,064 ± 0,036 0,013 ± 0,023 0,017 ± 0,031 

IGFBP-4 0,068 ± 0,040 0,023 ± 0,037 0,059 ± 0,057 

IL-16 0,098 ± 0,053 0,028 ± 0,035 0,102 ± 0,072 

IP-10 0,289 ± 0,118 0,081 ± 0,062 0,240 ± 0,088 

LIF 0,178 ± 0,087 0,099 ± 0,131 0,179 ± 0,055 

LIGHT 0,055 ± 0,040 0,020 ± 0,028 0,126 ± 0,053 

MCP-4 0,043 ± 0,030 0,016 ± 0,018 0,116 ± 0,043 

MIF 0,067 ± 0,039 0,033 ± 0,029 0,123 ± 0,057 

MIP-3α 0,026 ± 0,035 0,017 ± 0,026 0,059 ± 0,051 

NAP-2 0,098 ± 0,061 0,036 ± 0,044 0,058 ± 0,052 

NT-3 0,191 ± 0,055 0,117 ± 0,119 0,268 ± 0,188 

NT-4 0,040 ± 0,040 0,009 ± 0,020 0,001 ± 0,002 

Osteopontina 0,047 ± 0,032 0,041 ± 0,058 0,289 ± 0,632 

Osteoprotegerina 0,033 ± 0,030 0,014 ± 0,030 0,049 ± 0,067 

PARC 0,030 ± 0,031 0,013 ± 0,024 0,049 ± 0,079 

PIGF 0,038 ± 0,036 0,011 ± 0,023 0,053 ± 0,069 

TGF-β2 0,602 ± 0,366 0,266 ± 0,351 0,398 ± 0,096 

TGF-β3 0,026 ± 0,040 0,014 ± 0,021 0,099 ± 0,052 

TIMP-1 0,174 ± 0,118 0,093 ± 0,092 0,241 ± 0,143 

TIMP-2 0,140 ± 0,134 0,020 ± 0,047 0,046 ± 0,055 

Los niveles de citoquinas y quimioquinas están expresados en Densidad Media de Píxeles 
(DMP) ± SD, normalizado al promedio de los controles positivos. ND: no detectable. EPID: 
enfermedades pulmonares intersticiales difusas. HPCL: histiocitosis pulmonar de células de 
Langerhans. EPID – tabaco: enfermedad pulmonar intersticial difusa relacionada con el tabaco. 
FPI: fibrosis pulmonar idiopática. 
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Los resultados obtenidos muestran que el LBA de pacientes con HPCL presenta 

diferencias significativas en treinta y dos citoquinas (p<0,05) en comparación con 

al menos una de las otras EPID (Figura 10; Tabla 12). Además, se observa una 

regulación similar entre algunas de las citoquinas en las distintas patologías, 

pudiendo establecer cuatro grupos principales de proteínas (Figura 10; Tabla 

12).  

 

Figura 10. Perfil inflamatorio de las proteínas seleccionadas en LBA de 

pacientes con EPID. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reconstrucción del mapa de calor de las quimioquinas, citoquinas y factores de crecimiento seleccionados 
expresados diferencialmente (p<0,05) en el LBA de pacientes con EPID. Los datos se presentan como cambios 
de veces Log2 (FC) de los niveles de proteína. La expresión más alta y más baja de los mapas de calor se 
representa en rojo y azul, respectivamente. Cada columna representa datos de muestras independientes. Cada 
fila representa una sola proteína. Las líneas horizontales discontinuas indican grupos de proteínas reguladas 
de manera similar en las diferentes patologías de EPID. 

 

HPCL EPID - tabaco FPI 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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IGFBP-3
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TIMP-2
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MCP-4
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TGF-β1
TNF-α

TNF-β
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PDGF-BB
BLC

Ck β 8-1

FGF-6
GCP-2

IL-16
IP-10

IL-1β
IL-8

IL-15

IFN-γ
MCP-1

MIG
FGF-9

IGFBP-2
TGF-β3
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Tabla 12. Listado de las proteínas con diferencias significativas en patologías de 

EPID. 

  HPCL vs EPID - tabaco      HPCL vs FPI 

 Proteína FC p valor p resumen FC p valor p resumen 

G
ru

p
o

 I
 

GRO (CXCL1) 1,822 0,010 ** 1,934 0,006 ** 

TARC (CCL17) 3,861 <0,0001 **** 1,633 0,001 **** 

Leptina 3,103 <0,0001 **** 1,496 0,006 ** 

IGFBP-3 4,899 0,001 ** 3,799 0,012 * 

TGF-β2 2,266 <0,0001 **** 1,511 0,006 ** 

TIMP-2 7,029 0,004 ** 3,072 0,028 * 

G
ru

p
o

 I
I 

BDNF 1,897 0,017 * 0,598 0,002 ** 

Fractalkina (CXCL3) 2,367 0,014 * 0,483 0,003 ** 

GDNF 2,586 0,007 ** 0,586 0,028 * 

MCP-4 2,676 0,033 * 0,373 0,001 ** 

G
ru

p
o

 I
II

 

MCSF 2,955 0,003 ** 0,643 ns ns 

MIP-1δ 4,765 0,020 * 1,431 ns ns 

TGF-β1 2,131 0,017 * 0,771 ns ns 

TNF-α 2,633 0,005 ** 0,644 ns ns 

TNF-ß 2,628 0,019 * 0,831 ns ns 

Oncostatina M 3,623 0,009 ** 1,120 ns ns 

PDGF-BB 2,179 0,002 ** 0,875 ns ns 

BLC 2,977 0,044 * 0,611 ns ns 

Ck β 8-1 2,794 0,023 * 0,696 ns ns 

FGF-6 3,174 0,004 ** 1,463 ns ns 

GCP-2 3,720 0,016 * 0,701 ns ns 

IL-16 3,462 0,003 ** 0,954 ns ns 

IP-10 3,561 0,000 *** 1,205 ns ns 

G
ru

p
o

 I
V

 

IL-1β 1,110 ns ns 0,574 0,009 ** 

IL-8 (CXCL8) 0,589 ns ns 0,133 <0,0001 **** 

IL-15 1,455 ns ns 0,617 0,007 ** 

IFN-γ 1,466 ns ns 0,646 0,043 * 

MCP-1 (CCL2) 1,393 ns ns 0,477 <0,0001 **** 

MIG (CXCL9) 0,484 ns ns 0,158 0,010 ** 

FGF-9 1,714 ns ns 0,508 0,003 ** 

IGFBP-2 0,419 ns ns 0,159 0,009 ** 

TGF-β3 1,853 ns ns 0,265 0,005 ** 

Se muestra la expresión diferencial de proteínas (cambio de veces) entre grupos (valor de p < 0,05). Las 
líneas horizontales discontinuas indican grupos de proteínas reguladas de manera similar en las diferentes 
patologías de EPI. Definición de abreviaturas: FC= Fold Change; EPID = enfermedad pulmonar intersticial 
difusa; HPCL = histiocitosis pulmonar de células de Langerhans; EPID – tabaco = enfermedad pulmonar 
intersticial difusa relacionada con el tabaco; FPI = fibrosis pulmonar idiopática; ns = sin significado *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  
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El grupo I consistió en proteínas significativamente aumentadas en HPCL en 

comparación con EPID – tabaco o FPI, en este grupo se incluían mediadores de 

quimiotaxis inflamatorios bien descritos como el oncogén regulado por 

crecimiento (GRO)/CXCL1, la quimioquina regulada por activación y timo 

(TARC)/CCL17 o la leptina; y reguladores de metaloproteinasas como el 

inhibidor tisular de metaloproteinasas 2 (TIMP-2) (ver Figura 10). Los grupos II y 

III incluyeron proteínas con niveles significativamente elevados en la HPCL 

frente a las EPID relacionadas con el tabaco, pero no frente a la FPI, como las 

quimioquinas proinflamatorias: fractalquina/CX3CL1, oncostatina M (OSM), 

factor de crecimiento de fibroblastos-(FBP)-6 e inducida por interferón (IFN)-γ 

proteína (IP)-10/CXCL10. Finalmente, el grupo IV comprendía varios mediadores 

de fibrosis pulmonar como IL-8/CXCL8, proteína quimioatrayente de monocitos-

1 (MCP-1)/CCL-2, monocina inducida por IFN-γ (MIG)/CXCL9 y FBP-9, 

altamente expresada en pacientes con FPI pero no en los otros dos grupos 

(Figura 11). 
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Figura 11. Abundancia relativa de proteínas seleccionadas para los grupos 

establecidos en EPID. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los diagramas de puntos de dispersión representan los valores de densidad media de píxeles (DMP) para 
cada paciente individual de proteínas seleccionadas en los diferentes grupos. También se muestran los 
valores medianos (barras horizontales) y el error estándar de la media. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 
****p<0,0001. HPCL: E-T: FPI: 
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El análisis de PCA identifica un patrón diferente de proteínas inflamatorias 

en las EPID 

Se realizó un análisis de componentes principales del total de pacientes (n = 36) 

y de las citoquinas que presentaban la mayor expresión (n = 24) con el fin de 

identificar patrones de expresión de proteínas similares entre las distintas EPID. 

El análisis de PCA reveló que los tres grupos se agruparon por separado con 

una mejor diferencia entre los pacientes HPCL y EPID – tabaco.  Los primeros 

dos componentes principales en el PCA explicaron el 69,69% de la variación, 

con una varianza total de 56,08% para el primer componente principal y 13,61% 

para el segundo componente principal (Figura 12). 

 

Figura 12. Análisis de componentes principales de la expresión de citoquinas en 

las EPID.  

 

 

 

 

 

 

El gráfico de puntuación de PCA muestra la separación de EPID en función de las puntuaciones del primer 
y segundo componente principal. Cada punto representa una muestra proyectada en los dos principales 
componentes principales (PC1 y PC2); los puntos se colorean según el grupo al que pertenecen. 

 

Varias citoquinas contribuyeron principalmente a la separación de los grupos, 

como lo indica su posición en el gráfico de carga de PC1 frente a PC2 (Figura 

13). Curiosamente, las diferencias en los niveles de once citoquinas, incluidas 

GRO/CXCL1, TARC/CCL17, leptina, TGF-β2, TIMP-2, OSM, FGF-6, IP-

10/CXCL10, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 y MIG/CXCL9 fueron los principales 
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factores responsables de discriminar los grupos. De estos, IL-8/CXCL8, MCP-

1/CCL2 y MIG/CXCL9 se identificaron como significativamente aumentados en 

FPI versus HPCL y EPID – tabaco, mientras que TARC/CCL17, leptina e IP-

10/CXCL10 mostraron aumentos significativos en el grupo HPCL. 

 

Figura 13. Análisis de componentes principales de la expresión de citoquinas en 

las EPID.  

 

 

 

 

 

 

El gráfico de carga de PCA muestra las citoquinas responsables de las diferencias entre los grupos. Las 
etiquetas solo se muestran para las citoquinas cuyos vectores de carga en PC1 y PC2 superaron una 
magnitud de 0,3. 

 

Interacción proteína – proteína y correlaciones de citoquinas 

seleccionadas 

Para comprender mejor el papel de las proteínas alteradas significativamente en 

cada enfermedad, realizamos un análisis de red de IPP utilizando la base de 

datos STRING 11.5. El análisis de IPP predijo asociaciones funcionales cercanas 

entre las once proteínas seleccionadas (Figura 14), identificándose tres grupos. 

Uno de ellos (grupo rojo) mostró una fuerte asociación entre 9 de las 11 

proteínas, incluyendo GRO/CXCL1, TARC/CCL17, IP-10/CXCL10, IL-8/CXCL8, 

MCP-1/ CCL2 y MIG/CXCL9. 
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Figura 14. Interacción proteína-proteína. Red de interacción proteína-proteína 

visualizada por STRING. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En esta red, los nodos son proteínas, los bordes indican el número de interacciones y el grosor de las líneas 
representa la fuerza de las interacciones funcionales previstas entre proteínas. El número de interacciones 
promedio por nodo se indica mediante el grado de nodo. El coeficiente de agrupamiento especifica la 
densidad promedio de nodos del mapa. Parámetro de confianza = 0,4. Se muestran tres grupos (rojo, azul 
y verde (grupos k-medias 3). 

 

A continuación, se llevó a cabo un análisis de correlación de Spearman, con el 

fin de explorar más a fondo las asociaciones entre las citoquinas (Figura 15A). 

Como se observa en la figura 15A, la mayoría de las proteínas mostraron 

correlaciones positivas (Spearman r > 0.5, p = 0.05). Así, los niveles de IP-

10/CXCL10 correlacionaban con los niveles de TARC/CCL17, leptina y OSM; la 

leptina con TARC/CCL17 y OSM; y IL8/CXCL8 con MIG/CXCL9 (Figura 15B).  

 

Número de nodos 11 

Número de bordes 31 

Grado promedio de nodo 5,64 

Coeficiente de agrupamiento local promedio 0,813 

Número esperado de bordes 3 

Enriquecimiento IPP p – valor < 1.0e-16 
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Figura 15. Análisis de correlación de las proteínas seleccionadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) El mapa de calor informa las correlaciones de rango de Spearman observadas entre proteínas 

expresadas diferencialmente. El valor del color de las celdas es proporcional a la fuerza de las 
asociaciones, desde el rojo (correlaciones positivas) hasta el azul (correlaciones negativas). B) 

Diagramas de dispersión que representan los valores de los diferentes pares de biomarcadores. 
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Dado que la disminución de la función pulmonar se ha asociado con la expresión 

alterada de citoquinas a continuación, se analizó si existía alguna relación entre 

estos parámetros. En primer lugar, se analizó la relación entre las citoquinas y el 

cociente FEV1/FVC, como una variable clínica importante en los pacientes de 

HPCL, al estar relacionada con un patrón obstructivo. Tal y como se observa en 

la Figura 16, los niveles de TARC/CCL17, leptina, OSM e IP-10/CXCL10 

mostraron una correlación inversa con FEV1/FVC, indicando que en los 

pacientes con HPCL, los niveles aumentados de estas citoquinas reflejarían una 

peor función pulmonar. 

 

Figura 16. Análisis de correlación de las proteínas seleccionadas con 

parámetros de función pulmonar FEV1/FVC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los coeficientes de correlación se obtuvieron mediante el método de rangos de Spearman en pacientes 
con HPCL, EPID - tabaco y FPI. Los valores r y p del coeficiente de correlación de Spearman (prueba de 
dos colas) se mostraron en gráficos. FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: 
capacidad vital forzada. 
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Posteriormente, se analizó la relación entre las citoquinas y FVC, como variable 

que refleja mejor la función pulmonar en los pacientes con FPI. Como se muestra 

en la figura 9 y en la tabla 4, los niveles de TARC/CCL17, leptina, OSM e IP-

10/CXCL10 correlacionaron con la FVC (Figura 17). 

 

Figura 17. Análisis de correlación de las proteínas seleccionadas con 

parámetros de función pulmonar FVC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los coeficientes de correlación se obtuvieron mediante el método de rangos de Spearman en pacientes 
con HPCL (azul), EPID – tabaco (verde) y FPI (rojo). Los valores r y p del coeficiente de correlación de 
Spearman (prueba de dos colas) se mostraron en gráficos. CVF: capacidad vital forzada. 
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Desarrollo de un predictor de Random Forest para la discriminación de los 

grupos 

En conjunto, nuestros datos sugieren que el análisis de perfiles de citoquinas 

específicos en pacientes con EPID puede permitir una clasificación más precisa, 

así como la diferenciación entre los distintos grupos. Mediante el uso de 

algoritmos de aprendizaje automático RF, nos propusimos construir un modelo 

de clasificación que permitiese la identificación de cada uno de los grupos. De 

las 32 citoquinas expresadas significativamente, se eliminaron 10 variables 

redundantes, en base a las fuertes correlaciones existentes entre ellas (r > 0,9 y 

p < 0,05). Tal y como se ha descrito anteriormente en los materiales y métodos 

(Figura 8), la combinación de seis marcadores fue suficiente para obtener un 

modelo de precisión.  

 

La matriz de confusión mostró una tasa de discriminación de perfil muy 

satisfactoria entre los tres grupos, lo que se traduce en una precisión general del 

93,3 % (Figura 18A), la precisión del balance de las diferentes clases fue de 

0,9625, 0,9375 y 0,95 para HPCL, EPID – tabaco y FPI, respectivamente (Figura 

18B). 
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Figura 18. Modelo de clasificación construido utilizando citoquinas candidatas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) Matriz de confusión Random Forest. B) Análisis Random Forest por clases. FPI: fibrosis pulmonar 

idiopática, HPCL: histiocitosis pulmonar de células de Langerhans, EPID tabaco: enfermedades pulmonares 
intersticiales difusas relacionadas con el tabac

 FPI HPCL 
EPID 

tabaco 

FPI 37 0 2 

HPCL 0 37 0 

EPID 

tabaco 
3 3 38 

 Exactitud: 93,3% 

 
FPI HPCL 

EPID 

tabaco 

Sensibilidad 0,925 0,925 0,95 

Especificidad 0,975 1 0,925 

Valor predictivo positivo (VPP) 0,9487 1 0,8636 

Valor predictivo negativo (VPN) 0,963 0,9639 0,9737 

Prevalencia 0,3333 0,3333 0,3333 

Frecuencia de detección 0,3083 0,3083 0,3167 

Prevalencia de detección 0,325 0,3083 0,3667 

Precisión equilibrada 0,95 0,9625 0,9375 

A 

PREDICCIÓN 
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F
E
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IA
 

95% CI: (0,8729, 0,9708) 

Tasa sin información: 0,3333 

Valor P [Acc > NIR] < 2,2e-16 

Kappa: 0,9 

Valor Test Mcnemar’s: NA 
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7. Discusión 

Los principales hallazgos de esta tesis son que la identificación de mutaciones 

en la vía MAPK de los pacientes con HPCL de nuestro entorno, en los que se 

incluyen estadios celulares y también fibróticos, es menor que la descrita en la 

literatura, sin evidenciarse diferencias clínicas ni en el pronóstico entre los 

pacientes con mutaciones detectadas de aquellos negativos. Sin embargo, el 

LBA de los pacientes con HPCL presenta un perfil inflamatorio característico, 

que permite diferenciarlos de otras EPID relacionadas con el tabaco.  

 

En el primer estudio, realizamos una caracterización de las mutaciones 

somáticas en la vía MAPK en muestras pulmonares de pacientes con HPCL de 

nuestro medio y evaluamos si la presencia de estas mutaciones se relacionaba 

con un comportamiento más agresivo de la enfermedad. Mediante secuenciación 

masiva, se analizaron 160 genes frecuentemente mutados en cáncer, entre los 

que se incluían oncogenes de la vía MAPK. Nuestros datos apoyan la presencia 

de mutaciones en la vía RAS/MAPK en los pacientes con HPCL, aunque nuestra 

tasa de identificación está por debajo de la reportada en la bibliografía. 

Curiosamente, las mutaciones que más encontramos fueron en KRAS/NRAS, 

mutaciones que han sido descritas de forma exclusiva en las formas pulmonares, 

pero no predominantes en otros estudios publicados. No obstante, no 

encontramos diferencias en el comportamiento clínico ni pronóstico asociados a 

la presencia de mutaciones en la vía MAPK de los pacientes con HPCL.  

 

La identificación de mutaciones en la vía de señalización MAPK fue un 

descubrimiento clave en la patogenia de la HCL (55). Esta vía, es esencial para 

la regulación de diversas funciones celulares, incluyendo la proliferación, 

diferenciación, supervivencia y apoptosis. La primera mutación, y también la más 

frecuentemente, descrita fue la mutación en BRAFV600E en casi el 60% de los 

pacientes con HCL y el 40% de las HPCL (47). Sin embargo, estudios posteriores 

han identificado alteraciones moleculares recurrentes en otros oncogenes de la 
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misma vía, incluyendo RAS, MEK y ERK, hecho que produce una activación de 

la vía MAPK independientemente del estado de BRAF (59,88,89). Aunque en la 

edad pediátrica parece que las mutaciones en BRAFV600E se relacionan con 

peores resultados clínicos (52), existen escasos datos sobre su impacto clínico 

y pronóstico en la población adulta y en concreto en la HPCL.  

 

En nuestro estudio, el primero realizado en España, encontramos que el 31,58% 

(seis de 19) de los pacientes con HPCL presentaban mutaciones en la vía MAPK 

y concretamente el 5% (uno de 19) presentaba mutaciones en BRAFV600E, 

valores por debajo de los reportados en la bibliografía. Creemos que el motivo 

principal de esta discrepancia podría ser una baja presencia de células HCL en 

las muestras analizadas. De los 19 pacientes incluidos, sólo 7 muestras fueron 

catalogadas en estadios celulares. De hecho, de los 3 pacientes en estadio 

fibrótico en ninguno se detectó mutaciones en la vía MAPK. Esta hipótesis, ya 

se insinuó en un estudio previo que analizó la prevalencia de mutaciones en la 

vía MAPK de pacientes con HPCL en diferentes estadios histológicos (80). Los 

investigadores observaron que la exclusión de los casos fibróticos del análisis 

global, aumentó de forma significativa los casos positivos para cualquier 

mutación en la vía MAPK del 62% al 92% (67). Estos hallazgos sugieren que las 

mutaciones pueden detectarse más fácilmente en lesiones celulares tempranas 

que en lesiones fibróticas paucicelulares. En nuestra muestra, al seleccionar 

únicamente los casos de HPCL en estadios celulares se evidenció una tendencia 

en mejorar la detección de mutaciones en la vía MAPK, que aumentó del 32% al 

43% (tres de 7 casos), aunque de forma no estadísticamente significativa. 

Asimismo, haber obtenido las muestras para detección genética mediante punch 

en lugar de microdisección como en el resto de los estudios publicados, puede 

también haber influido en estos resultados. Sin embargo, el micrótomo es una 

herramienta que no todos los centros hospitalarios disponen y el objetivo de 

nuestro estudio fue identificar la presencia de mutaciones en situación de 

práctica habitual. Finalmente, dada la baja frecuencia detectada (inferior al 5%) 

en las variantes alélicas de los pacientes con HCL, el último consenso de 

expertos recomienda la utilización de métodos de detección ultrasensibles para 
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la detección de estas mutaciones (27). No obstante, nuestro grupo ha utilizado 

el método de secuenciación masiva. Éste, es un método de alta sensibilidad, y 

que además ha sido ampliamente utilizado en los estudios anteriormente 

publicados de HCL e HPCL. En realidad, en nuestro estudio se han detectado 

frecuencias alélicas muy bajas, concretamente inferiores al 5%, en dos de las 

muestras analizadas. Además, el método de secuenciación masiva ha sido 

capaz de identificar mutaciones de baja frecuencia alélica en varias muestras de 

un mismo paciente.  

 

Dentro de las mutaciones concretas encontradas en nuestro estudio, 

curiosamente, las mutaciones más frecuentemente detectadas fueron en los 

oncogenes NRAS/KRAS. Concretamente en 4 de los 6 (67%) pacientes en los 

que se identificaron alteraciones moleculares somáticas. Las mutaciones 

oncogénicas en NRAS/KRAS se han descrito de forma exclusiva en la HPCL, 

pero no en casos de HCL sin afectación pulmonar, lo que sugiere una 

contribución órgano – específica del oncogén RAS en la patogenia de la HPCL 

(58). Mourah et al, fueron los primeros en describir la presencia de mutaciones 

en NRAS61K/R en el 40% de los pacientes con HPCL (77). Además, detectaron 

que estas mutaciones ocurrían concomitantemente con las mutaciones en 

BRAFV600E y ambas mutaciones eran portadas por diferentes clones celulares 

(77). En un estudio reciente, la teoría del órgano – especificidad de los 

oncogenes NRAS/RAS se ha podido reproducir en un modelo murino (90). En 

este estudio, se observó que mediante la inducción en un ratón de mutaciones 

KRASG12D se indujeron lesiones pulmonares similares a las de la HPCL (78). 

Finalmente, las mutaciones en MAP2K1Q56P se han detectado en casi la mitad 

de los casos negativos de BRAFV600E, considerándose mutaciones mutuamente 

excluyentes (63,77).  Sin embargo, en nuestro estudio sólo se detectó la 

presencia de mutaciones en MAP2K1Q56P en un único paciente (5%). 
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A pesar del creciente conocimiento de las alteraciones moleculares somáticas 

en la HCL y la HPCL, su relación con la variabilidad clínica característica de la 

enfermedad sigue sin conocerse. Nuestros resultados muestran que los 

pacientes con HPCL que presentan alteraciones en la vía MPAK tienden a ser 

más jóvenes que aquellos sin mutaciones identificadas. Aunque no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas, probablemente por el 

pequeño tamaño de la muestra. Esta tendencia concuerda con los datos 

publicados que evidenciaban que los pacientes con HCL en edad pediátrica 

portadores de mutaciones en BRAFV600E eran más jóvenes que los pacientes sin 

mutaciones somáticas (47). 

 

Un resultado importante de nuestro estudio, aunque debe tomarse con cautela 

dada la pequeña muestra analizada, es que no se observó ninguna diferencia en 

el comportamiento clínico de los pacientes en función de su relación con las 

mutaciones en la vía MAPK. Estos resultados, contrastan con los encontrados 

en la HCL de edad pediátrica, en los que la presencia de mutaciones en 

BRAFV600E se asoció con una mayor recurrencia de la enfermedad, severidad y 

resistencia a la primera línea de tratamiento (63,64). Sin embargo, una diferencia 

importante con la HPCL, es que la afectación de órganos de riesgo, que se 

asocia con la gravedad de la enfermedad en la HCL infantil, rara vez está 

presente en la HPCL, como en el caso de la presente serie en que sólo un 

paciente presentó afectación de un órgano de riesgo (hígado).  

 

El antecedente del tabaco es otro factor clave relacionado con la HPCL. La 

rareza de la HPCL en relación con la prevalencia de tabaquismo en la población 

general sugiere la presencia de factores predisponentes en los pacientes que 

desarrollan esta enfermedad. Sin embargo, no encontramos ninguna relación 

entre el hábito tabáquico y la presencia de mutaciones en la vía MAPK, como se 

había sugerido en estudios anteriores (61). 
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Por último, es importante destacar que la evolución de la enfermedad de los 

pacientes con HPCL basado en los criterios de función pulmonar a lo largo del 

seguimiento no estuvo influenciado por la detección de mutaciones en la vía 

MAPK de sus lesiones. Se han publicado escasos datos sobre este tema y son 

discordantes. Un único estudio demostró la asociación entre el riesgo de 

progresión de HPCL y la presencia de mutaciones en NRAS (58), sin embargo, 

este hallazgo no se ha podido demostrar en estudios posteriores (50), tampoco 

en el nuestro. 

 

Este estudio tiene varias limitaciones importantes e inherentes a la investigación 

de enfermedades raras. La primera, es la pequeña muestra estudiada, a pesar 

de que se optó por un estudio multicéntrico para compensar esta limitación, la 

prevalencia de la HPCL es desconocida y asimismo no todos los pacientes con 

HPCL disponen de muestras de biopsia pulmonar. La segunda, es el carácter 

retrospectivo del estudio, motivo por el cual no se pudo establecer un tiempo de 

seguimiento uniforme para todos los pacientes. Sin embargo, otros estudios 

realizados en HPCL utilizaron los mismos criterios de seguimiento para 

establecer la evolución de la enfermedad. 

 

En conclusión, la determinación de mutaciones en la vía MAPK en los pacientes 

con HPCL de nuestra cohorte es menor que la previamente publicada.  Aunque 

el tamaño de la muestra es limitado, no se han observado diferencias en el 

comportamiento clínico ni tampoco en el pronóstico de los pacientes con HPCL 

en función de la presencia de mutaciones en la vía MAPK, datos que deberán 

confirmarse en estudios con mayores cohortes.  

 

En el segundo estudio, evaluamos si la muestra de LBA de pacientes con HPCL 

presenta un perfil inflamatorio característico. Cuantificamos los niveles 

alveolares de 80 citoquinas en pacientes con diferentes EPID, incluidas la HPCL, 

EPID asociadas al tabaco y la FPI. Nuestros datos proporcionan una fuerte 
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evidencia de un perfil inflamatorio alveolar que se expresa diferencialmente en 

los pacientes con HPCL. Observamos un cambio significativo (p<0,05) en 32 

proteínas inflamatorias de las 80 analizadas. Curiosamente, el patrón 

inflamatorio del LBA de los pacientes con HPCL se caracterizó por la regulación 

positiva de 29 de estas citoquinas en comparación con los pacientes con EPID 

asociadas al tabaco y 10 citoquinas en comparación con la FPI. A pesar de la 

naturaleza exploratoria de nuestro estudio, se identificaron citoquinas clave y 

mediadores inflamatorios que permiten distinguir los pacientes con HPCL de los 

pacientes con EPID asociadas al tabaco y con FPI. Además, también 

encontramos que algunas citoquinas se correlacionaron con medidas de 

resultados clínicos, lo que sugiere su posible importancia clínica en la HPCL.  

 

El LBA es un procedimiento que forma parte del algoritmo diagnóstico en el 

estudio de las EPID. En la HPCL, el papel del LBA se centra principalmente en 

excluir la infección dentro del diagnóstico diferencial de los nódulos pulmonares 

representados en la TCAR torácica y buscar la presencia de células CD1 

positivas, que cuando se encuentran en un valor mayor al 5% respaldan el 

diagnóstico de HPCL (31,91). Sin embargo, creemos que el análisis del LBA 

podría ofrecer mayor información que el recuento celular citológico. La expresión 

de genes celulares, el microbioma pulmonar o el análisis proteómico en muestras 

de LBA ya han mostrado resultados prometedores que podrían mejorar la 

caracterización de la EPID, incluida la HPCL (92). 

 

En nuestro estudio, dentro del perfil alveolar diferencial, identificamos varios 

mediadores inflamatorios con roles bien conocidos en la quimiotaxis como 

GRO/CXCL1 o TARC/CCL17, reguladores de la remodelación de la matriz como 

TGF-β y reguladores de metaloproteinasas como TIMP-2 y otros mediadores 

como leptina o IGFBP-3 que no se asocian comúnmente con EPID. 
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Los niveles elevados de GRO/CXCL1 y TARC/CCL17 están en consonancia con 

la gran cantidad de neutrófilos que se encuentran en el LBA, ya que ambas 

citoquinas tienen una fuerte actividad quimio-atrayente de neutrófilos (93). A 

pesar de que se han descrito previamente cambios en CXCL1 en varias 

enfermedades pulmonares (94), se sabe menos sobre el papel de CCL17 en 

este contexto. CCL17 es un miembro de la familia de quimiocinas CC y se ha 

asociado tradicionalmente con respuestas inmunitarias de tipo 2 (95). En el 

pulmón, las fuentes celulares de esta quimioquina incluyen no solo las células 

epiteliales bronquiales y alveolares, sino también macrófagos M2 y células 

dendríticas, entre ellas las CL Langerhans (96). El humo del tabaco se ha 

asociado con niveles elevados de CCL17 (97) y se han encontrado 

concentraciones elevadas de esta quimioquina en el LBA de pacientes con FPI, 

lo que sugiere su implicación en la fisiopatología de la fibrosis pulmonar (98,99). 

De hecho, nuestros datos demuestran un aumento en los niveles de CCL17 en 

pacientes con FPI en concordancia con lo publicado. No obstante, encontramos 

que los pacientes con HPCL mostraron niveles significativamente más altos de 

CCL17 en comparación con FPI y EPID asociadas al tabaco, lo que sugiere un 

papel de CCL17 en la patogenia de la HPCL.  

 

Por otro lado, la leptina se ha descrito como un nuevo candidato para regular la 

función inmune pulmonar (100). Además de sus funciones metabólicas, la leptina 

juega un papel importante en la quimiotaxis de neutrófilos y macrófagos y se ha 

descrito su asociación con el humo del tabaco y la disfunción pulmonar en varias 

enfermedades pulmonares como la enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(101,102). Nuestro estudio, describe por primera vez que los pacientes con 

HPCL exhibieron niveles elevados de leptina. Además, hemos demostrado 

correlaciones positivas entre leptina y TARC (r = 0,83, p = 6,13e-10) y, lo que es 

más importante, que ambas citoquinas se asociaron con alteraciones de la 

función pulmonar en pacientes con HPCL, ya que TARC/CCL17 y los niveles de 

leptina se correlacionaron inversamente con los valores de FEV1/FVC (r = - 0,81, 

p = <0,001 y r = -0,77, p = <0,001). Además, hemos encontrado interacciones 

importantes con otras citoquinas como OSM o IP-10/CXCL10. Según un estudio, 
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la expresión de OSM puede estar regulada por la leptina (103), lo que podría 

justificar nuestros hallazgos. Curiosamente, la OSM se encuentra elevada en 

varias enfermedades pulmonares crónicas, y se ha descrito su papel en la 

programación alternativa de macrófagos (macrófagos M2) (104).  

 

Además de la inflamación, la formación de granulomas HPCL se acompaña de 

remodelación del parénquima pulmonar. Los niveles elevados de TGF-β, MMP, 

TIMP (inhibidores tisulares de MMP) e IGFBP-3 se ha demostrado que son, al 

menos en parte, responsables de la destrucción tisular en varias EPID (105). 

Nuestros resultados, han demostrado que los pacientes con HPCL exhibieron 

una mayor expresión de TGF-β2, TIMP-2 e IGFBP-3 en comparación con las 

EPID asociadas al tabaco y la FPI, probablemente como un reflejo de la 

remodelación del tejido. Aunque, es importante destacar que los mediadores 

típicos de fibrosis como IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL-2 y MIG/CXCL9 se expresaron 

en característicamente en los pacientes con FPI, pero no en los pacientes con 

HPCL ni EPID asociadas al tabaco. 

 

Finalmente, la matriz de confusión mostró una tasa de discriminación altamente 

exitosa entre los tres grupos, lo que se traduce en una precisión general del 

93,3%. Esto sugiere que el análisis proteómico de las muestras de LBA podría 

tener valor como herramienta diagnóstica en la HPCL. Sin embargo, se trata de 

un estudio exploratorio, por lo que este hallazgo deberá validarse en una muestra 

de mayor tamaño. 

 

A pesar de los resultados prometedores obtenidos, se deben considerar algunas 

limitaciones a la hora de interpretar los resultados. Como ya se ha comentado 

previamente, este trabajo ha identificado una huella inflamatoria específica en 

pacientes con HPCL que podría ser útil para diferenciarla de otras EPID; sin 

embargo, debido al tamaño relativamente pequeño de la muestra, estos 

hallazgos requieren una mayor validación. Ésta junto a la ausencia de muestras 
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de sangre que permitan correlacionar los hallazgos del LBA, son las principales 

limitaciones del estudio. Además, estudios adicionales podrían ayudar a 

comprender el papel de las citoquinas identificadas en la patogénesis de la 

HPCL. 

 

En conclusión, los hallazgos de este estudio muestran que los pacientes con 

HPCL presentan un perfil diferencial de citoquinas en el LBA que podría ayudar 

a discriminar esta entidad de otras EPID. Sin embargo, se necesitan más 

estudios para confirmar el valor de esta huella y su utilidad en la práctica clínica 

habitual.
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8. Conclusiones 

1. En los pacientes con histiocitosis pulmonar de células de Langerhans de 

nuestro entorno, dentro de los que se engloban estadios histológicos celulares 

y también fibróticos, se identifican menos mutaciones en la vía MAPK que en 

los casos seleccionados en estadio celular reportados en la bibliografía.  

 

2. La identificación de mutaciones recurrentes en la vía MAPK no se relaciona 

con variables clínicas ni de evolución de la enfermedad en los pacientes con 

histiocitosis pulmonar de células de Langerhans. Sin embargo, dada la 

pequeña muestra de pacientes incluida, estos resultados deben ser tomados 

con cautela. 

 

3. El lavado broncoalveolar de los pacientes con histiocitosis pulmonar de 

células de Langerhans permite identificar perfiles de citoquinas y 

quimioquinas que son capaces de diferenciarlos de otras enfermedades 

clásicamente relacionadas con el tabaco. Por lo que podría plantearse como 

un procedimiento diagnóstico menos invasivo en los pacientes que no sean 

candidatos a biopsia pulmonar. 

 

4. Dentro de las citoquinas más predominantes identificadas en el lavado 

broncoalveolar de los pacientes con histiocitosis pulmonar de células de 

Langerhans, los niveles elevados de TARC/CCL17, Leptina, OSM e IP-

10/CXCL10 se han relacionado con una peor función pulmonar descrita como 

un menor índice de FEV1/FVC, aunque no se ha traducido en valores de FEV1. 

 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN FUTURA 
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9. Líneas de investigación futura 

Está previsto continuar con la identificación de mutaciones en la vía MAPK y 

ampliar el estudio a nivel nacional. Concretamente, se ha propuesto participar a 

los centros hospitalarios españoles que forman parte del Programa Integrativo 

de Investigación de EPID (PII de EPID) dentro de la Sociedad Española de 

Neumología (SEPAR).
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