MARIA RUBIO SOTES

LIBERACION DE METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO POR
MONOCITOS CIRCULANTES EN EL ASMA DE DIFERENTES ETIOLOGIAS.

Directores : Prof. D. Amador Schiiller Pérez
Catedratico Emérito de Patologia Médica

Prof. D. Angel Ortega Nahez
Profesor Numerario de Patologia Médica

TESIS DOCTORAL

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

Facultad de Medicina
Departamento de Medicina

Afio 1991



MOQD ; §/0000002

MINISTERIO DE SANIDAD ¥ CONSUMO
INSTITUTO NACIONAL DE LA SALVD

Hospital Universitario San Carlos
Ciudad Universitaria
28040-MADRID

Universidad Complutense
Departamento de Medicina

D.MANUEL DIAZ~RUBIO, Director del Departamento de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid,

INFORMA: que el proyecto de Tesis Doctoral que presenta Difia. Maria
Rubio Sotés titulado "Liberacién de metabolitos del acido
araguidénico por monocitos circulantes en el asma de
diferentes etiologias™, realizado bajo la direccidn de los
Profesores D. Amador Schiiller Pérez y D. Angel Ortega
Nifiez, refine lo requisitos necesarios para poder optar al
Grado de Doctor.

Por lo que expido el presente certificado a peticién

de la interesada en

Madrid, a doce de Marzo de mil novecientos noventa y uno.

Se ol

Fdo. ?ioffﬁnpgﬂiagéhubio.

T




MOD : 6/0000002

MINISTERIO DE SANIDADR Y CONSUMO
INSTITUTO NACIONAL DE LA SALUD

Hospital Universitario San Carlos
Ciuvdad Universitaria
26040-MADRID

Universided Complutense
Departamento de Medicina

D.AMADOR SCHULLER PEREZ, Catedrético Emérito de Patologia Médica,

CERTIFICO: que D& Maria Rubio Sotés ha realizado bajo mi direccién
el trabajo de investigacidén correspondiente a su Tesis
Doctoral titulada "Liberacién de metabolitos del &acido
araguidénico por monocitos circulantes en el asma de
diferentes etiologias".
Este trabajo refine las condiciones necesarias para
obtener el Grado de Doctor, por lo que doy mi

conformidad para ser presentado a tal fin.

Y para que conste, firmo el presente en Madrid, a doce de Marzo

de mil novecientos noventa y uno.

-~

y/,Fdﬁf,;rof. A. Schilller Pérez.



HOSPITAL GENERAL “GREGORIO MARANON”

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
FACULTAD DE MEDICINA DE MADRID

D. ANGEL ORTEGA NUNEZ, Profesor Numerario de Patologia Médica,

CERTIFICO: que D2 Maria Rubio Sotés ha realizado bajo mi direccién

el trabajo de investigacién correspondiente a su Tesis

Doctoral titulada "Liberacién de metabolitos del acido

araquiddnico por monocitos circulantes en el asma de

diferentes etiologias"®

Este trabajo refine las condiciones necesarias para

obtener el Grado de Doctor, por lo que doy mi

conformidad para ser presentado a tal fin.

Y para que conste, firmoc el presente en Madrid, a doce de Marzo

de mil novecientos noventa y uno.

- .:-' WL L L.‘""“
A g T
™ R

»

Fdo. Prof . .di'féga Nfifiez.



I.~- INDICE GENERAL



IT

ITI.-

Iv

INDICE GENERAL .. i uccetavenssonessoccunancsons ceeas e

DEDICATORIA. ... v ceasnsan s eee s st e e s eaes s et
AGRADECIMIENTOS . . c v vt tssnt s tastnesntsrsnsssstssssonsas
ABREVIATURAS EMPLEADAS........ e s e e e s s et na st e anenan
INTRODUCCION
Revisiones bibliograficas.........ov0vieuuuen. eseenaan
1.- Asma bronquial. Definiecidm............... v ees e
2.~ Pisiopatologia........ieiiieiirneniencnssasnsncnaas
2.1 .- Mecanismos inmunoldgicos.......... ceseaeaas
2.1.1.—- Células implicadasS...vveeeecorssssnsasnesans
2.2 .- Otras ViaS....eeovrecsrncnnsssncsnas fees e
2.2.1.- Infecciones viricCas....eeteevecrenrencenans
2.2.2.- Teoria del blogqueo beta adrenérgico....... .
2.2.3.- Alteraciones de la actividad inhibitoria
no adrenérgica-no colinérgica (NANC).......
2.2.4.- Alteraciones en la regulacidn de la
concentracién- intrecelular de calcio.......
2.2.5.=- Inflamacidén y liberacién de mediadores.....
3.- Asma e intolerancia a A.I.N.E.....cvverrernoncnnnns
3.1 .~ Reactividad cruzada......vicveesneecsaaanna
3.2 .- Teorias patogénicas......ceceveveceas e
3.2.1.~ Mecanismo inmunolégico......ceveeeeonnsanns
3.2.2.- Hipdtesis de activacidén del complemento....
3.2.3.- Teorja genética......oviievrennecrnscnnannn
3.2.4.- Liberacién de mediadores por las células
cebadas/hastfiloS. . veeeereetnnnscaatocesens
3.2.5.- Intervencidn de los eosindfilos............
3.2.6.- Intervencidn de las plagquetas......cveuenns
3.2.7.~ Accidén de los A.I.N.E. sobre el
metabolismo del &c. araquiddnico...........
4.- Metabolismo del d¢. araquidénico...........iiiienn
4,1 .- Produccién de eicosanoides en tejldos
Y CELULAS ... nueersssonvsnsnssassasasnaasnns
4,2 .- Receptores tisulares de eicosanoides.......
4.3 .- Acciones fisioldgicas de los eicosanoides..
5.~ Eicosanoides en enfermedades alérgicas.......... R
5.1 .- Eicosanoides y asma humano.
Estudios sobre su posible intervencién.....
5.2 .= Eicosanoides y asma por intolerancia a
A . T.N.E..iiveeieenesnsncesansensanssoarnsansos
6.- Papel de los macréfagos alveolares y monocitos

22

24
25
30
32
33
33
33
34

35
37
37

38
40

42
45
47
51
52

56

ii



periféricos en el asma bronquial................ ee. 61

VI .— HIPOTESIS DE TRABAJO. c t ¢ e e v vt asensesscnssssnssnssssssnans 69
VII.- MATERIALES ¥ METODOS . et vt vt v enens ter e et esnaae S r e e e e 78
l1.- Materiales utilizados.......c:ovevvevoneens e ee e e 79
2.- Pacientes..... e utess et e reasttaasansracsasesnacsses 8l
3. MBtOAOS. . vt i v vnenecanestssoassnnssanenossssnansnness 85
3.1 .- Obtencidn de monoCitosS....u it eeentvonsnennn 85
3.2 .- Comprobacién de la capacidad de los
monocitos para liberar eicosancides........ 87
3.3 .= Relacién del nimero de células sembradas
con la produccién de LTB, ............ ceve.. B7
3.4 .- Estimulos empleados........... teeseasssassas B8
3.5 .- Método de adicién de estimulos en los
pacientes estudiados....ceeeeevenns ceresan. 20
3.6 .- Cuantificacién de eicosancides...... e e g1
3.6.1.- Leucotrieno B ..:vrverenenans e e st i ee e 92
3.6.2.- Leucotrieno C AN R T R 95
3.6.3.- Leucotrieno C especiflco (anticuerpo
monoclonal)................. ......... cee e 99
3.6.4.- Prostaglandina Dy.c.enen... teeae cr e 102
3.6.5.- Tromboxano Byeveoonnn s eneseron e ses e e 105
VIII.- RESULTADOS. i ittt et vessssesassasssanasssssnsa essesaseess 108
1.- Cuantificacién de eicosanoides tras los
distintos estimulosS....vevveneeonenns s e e 109
2.— C8lculo estadisticoO.. ... inereecannoces s e 110

3.- Diferencias estadisticamente significativas
entre la basal de cada grupoc y los estimulos
EMPleadoS. i criacessaressccsscoasssenasacnens 111
4.~ Comparacidén de la produccidédn de eicosancides
tras el estimulo con ionéforo de calcio y

tras BAAS + ionéforo de calCiO..veeeeesocenacnns 114
5.- Comparacién entre el grupo A (controles sanos)
Y los restantes gruposS....ceesecenessvoasas ees. 115

IX = DISCUSION. ..t taetnessoscsnsnossasesasanassasenssaonesses 117

1.- Hallazgos en la produccién basal de

eicosanoides de individuos sanos....... e 118
2.- Analisis de la respuesta a los estimulos

en todos 10S QGruUpPOS. .ccierecccacecsocsssasassasns 120
3.~ Comparacidén con los datos de la llteratura ..... 130
4.- Actuacidn del ac. acetilsalicilico en la

liberacidn de eicosanocides....... ceenas e ee e 132

iii



X
XTI

o= CONCLUSIONES . ¢ e taesvnsceennsossssneasossssanoanaans ceese e
.=~ INDICE DE FIGURAS. ... ceuvvesvessannonss Cettacensanantens
Fig. 1 .- Esquema del proceso de membrana para
liberacién de mediadores gquimicos.......
Fig, 2 .- Representacién esquemdtica de los
fosfolipidoS..ceaeveeraenans ceraeas seens
Fig. 3 .- Via de generacidén del ac. araquidénico
a partir de fosfatidilinositol..........
Fig. 4 .- Restmen de las vias metabdlicas del ac.
AraguidOnicCo...iveieieeriececrserncnansnnns
Fig. 5 .- Mecanismos de biosintesis de
prostaglandinas y tromboXanos...........
Fig. 6 .- Formacidn de leucotriencs....... cesen e
Fig. 7 .- Formacidédn de lipoxinas..... Ceceanan e
Fig. 8 .- Produccidédn de eicosanoides por las
distintas células......cee0es e naasee e
Fig. 9 .- Modelo tedrico de receptor de
eicosanoides...... cecseraneana s eraras
Fig. 10.- Antes y después de la centrifugacién....
Fig. 11.=~ Produccidén de LTB, en relacién con.
el ntmerc de células tras el estimulo
con ionéforoc de calcio A-23187..... e
Fig. 12.=- Estudio del estimulo con diluciones
de anti-IgE en la produccién de LTB,....
Fig. 13.- Comprobacién de diluyentes en la
produccidn de LTB, en Sanos............ .
Fig. 14.- Esquema tedrico del ralolnmunoensayo
para cuantificar eicosanoides...... ese
Fig. 15.- Representacidén de la curva standard
para la cuantificacién de LTB,..........
Fig. 16.- Representacién de la curva standard
para la cuantificacién de LTC,/D,/E,....
Fig. 17.- Representacidén de la curva standard
para la cuantificacién de LTC,
(anticuerpo monoclonal)....... ......... .
Fig. 18.- Representacidén de la curva standard
para la cuantificacién de PGD,..........
Fig. 19.- Representacién de la curva standard
para la cuantificacién de TXBy........s .
Fig. 20.~ Representacién de las dlferen01as

estadisticas del FEV, entre el grupo

138
143

144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157

158

159

160
16l

162

iv



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

21.~
22.-
?3.-
24.-
25.-
26.-
27.-
28.-
29.-

30.-

Ay losgrupos B, C, D, ¥ E.vcriniennnns 163
Grupo A: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccién de

LTB,, basal y tras los diferentes
EeStEIMUlOS. . iititteeereeerssncsnonasannens 164
Grupo A: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de
LTC,/D,/E,, basal y tras los diferentes
esStiImUloS. . vttt eneansccorsvsenansnsans .. 165
Grupo A: representacidn de las medias

y D.S8, de los log. de la produccién de

PGD,, basal y tras los diferentes
estImuloS. . it vintereearnassanctnancneonn 166
Grupo A: representacidn de las medias

y D.S. de los log. de la produccién de

TxB,, basal y tras los diferentes
estimulos. .. e rieitintieenannenans ... 167
Grupo B: representacién de las medlas

y D.S. de los log. de la produccidn de

LTB,, basal y tras los diferentes
eStIMUloS. . e vnesennencasscnsonnsasansans 168
Grupo B: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de
LTC,/D,/E,, basal y tras los diferentes

Y= ol 1111 I o e 169
Grupo B: representacidn de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de

PGD,, basal y tras los diferentes
eStIMUlOS. . coeovenssoessnssassnsasnnsass 170
Grupo B: representac1on de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de

TxB,, basal y tras los diferentes
estIMuloS...ceereereennrronannanas cesan 171
Grupo C: representacidén de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de

LTB,, basal y tras los diferentes

eStimuUloS. ceeeenseoencoscnnsacoansnassenans 172
Grupo C: representaciédn de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de
LTC,/D,/E,, basal y tras los diferentes
estimuloS..iceiiensenccncrananans ceseeas 173



Fig.

Fiqg.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fiqg.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

32.-

33.-

34.-

35.~-

36.-

38'-

Grupo C: representacidén de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de

PGD,, basal y tras los diferentes-
estimulos..... ..... crrrassacesesssrsaces 174
Grupo C: representac1on de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de

TxB,, basal y tras los diferentes
estimilos....c.cieveennrenecnsannasnscs e« 175
Grupo D: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de

LTB,, basal y tras los diferentes
estimulos..... Gt et et et aea et e e 176
Grupo D: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de
LTC,/D,/E,, basal y tras los diferentes
estimaulos....... cesecerssensenasrranenserl7
Grupeo D: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de

PGD,, basal y tras los diferentes
estimulos...... ........................ 178
Grupo D: representac1on de las medias

y D.S. de los log. de la produccidén de

TxB,, basal y tras los diferentes
esStimulosS. . iveiiienrracaareesaans caseaesal79
Grupo E: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccién de

LTB,, basal y tras los diferentes

estimulos. ..... crtesevenasassreenesan ++..180
Grupo E: representac16n de las medias

y D.S. de los log. de la produccién de
LTC,/D,/E,, basal y tras los diferentes
estimuilos....... S r e es et erastaaeseteane e 181
Grupo E: representa01on de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de

PGD,, basal t tras los diferentes
estIimulos. . .civierecanernacasvnonnn ceeese-.182
Grupo E: representacién de las medias

y D.S. de los log. de la produccidn de

TxB,, basal y tras los diferentes
eSEImMUlOS. .. vt iceeessannnserasasnannsean 183
Grupo A: representacién de las medias

vi



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

42.~

43 .~

44 .-

45, ~

46.-

47 .-

48 .-

50.-

y D.S. de los log. de la produccidn de

los distintos eicosancides tras el

estimulo con iondéforo de calcio (I) vy

AAS + ionéforo de calcio (AAS+I)......... 184
Grupo B: representacidén de las medias

y D.S. de los log. de la produccién de

los distintos eicosanoides tras el

estimulo con ionéforo de calcio (I) y

AAS + iondfaro de calcio (AAS+I)......... 185
Grupo C: representacidn de las medias

Yy D.S. de los log. de la produccidén de

los distintos eicosanoides tras el
estimulo con ionéforo de calcio (I) y

AAS + iondforo de calcio (AAS+I)......... 186
Grupo D: representacién de las medias

Y D.S. de los log. de la produccién de

los distintos eicosanoides tras el

estimulo con ionéforo de calcio (I) y

AAS + ionéforo de calcio (AAS+I)....... .. 187
Grupo E: representacidén de las medias

y D.5. de los log. de la produccidén de

los distintos eicosanocides tras el

estimulo con ionéforo de calcio (I) y

AAS + iondéforo de calcio (AAS+I)......... 188
Produccién de LTB,. Comparacién del '
grupo control A con los grupos B, C, D,

y E, basal y tras los distintos

estimulos Gt et esseer e et et esaess ey s 189
Produccién de LTCA/DA/E Compara01on

del grupo control A con los grupos B,

C, D, vy E, basal y tras los dlStlntOS
estimulos................................190
Produccidén de PGD,. Comparacién del

grupo control A con los grupos B, C. D,

y E, basal y tras los distintos
ESEIMULOS. .ttt ittt ettt acnnacoonanonens 191
Produccidén de TxB,. Comparacién del

grupo control A con los grupos B, C, D,

y E, basal y tras los distintos

eStEImMUlOS. .ottt crivsasnecsnnnnnnnas 192
Comparacién de la produccidn de

vii



eicosanoides entre el grupo A (controles
sanos) y el grupo B (asma polinico).
Diferencias significativas...... creeeaees 193

Fig. 51.- Comparacidén de la produccidén de
eicosanoides entre el grupo A (controles
sanos) y el grupo C (asma intrinseco
moderado) . Diferencias significativas.... 194
Fig. 52.- Comparacidén de la produccién de
eicosanoides entre el grupo A (controles
sanos) y el grupo D (asma intrinseco
severo). Diferencias significativas...... 195
Fig. 53.- Comparacidén de la produccidn de
eicosanoides entre el grupo A (controles
sanos) y el grupo E (asma intrinseco
con intolerancia a A.I.N.E.). Diferencias
significativas..... teeeseesecr et naaraaes 196
XII .~INDICE DE TABLAS. . i v esasnsanoscsncas te e e st e aaaaan 197
Tabla I .- Mediadores activos sobre vasos y
misculo 1iS0. .. ierencanronanos eseessaa. 198
Tabla II .- Mediadores enzimaticos.......c.veieeunnn. 200
Tabla III.- Mediadores quimiotdcticos..... Cesaeaanaas 201
Tabla IV .- Mediadores implicados en la patogénesis
del asma humana. .. ...cceeeeeoeerocensasass 204
Tabla V .- Protocolo empleado para el dlagnostlco
de intolerancia a A.I.N.E....cvotveuss... 205
Tabla VI .- Eicosanoides encontrados en tejidos y
Células humanasS. .. s eveeonsesasss ceernss. 207
Tabla VII.- Factores liberados por macrdfagos y
monocitos gue pueden influir en el asma.. 208
Tabla VIII- Actividades de los metabolitos del A.A.
producidos por la via ciclooxigenasa..... 209
Tabla IX .- Actividades de los metabolitos del A.A.
producidos por la via lipooxigenasa...... 210
Tabla X - Eicosancides encontrados en enfermedades
alérgicas humanas....c.ceeeesecssssoccecss 212
Tabla XI .- Caracteristicas clinicas de los pacientes
del grupo A (SANOS) et vt eveevecenansn sesas 213
Tabla XII.- Caracteristicas clinicas de los pacientes
del grupo B (polinicCosS)..eevecscesnrnonns 214
Tabla XIII- Caracteristicas clinicas de los pacientes

viii



Tabla

Tabla

Tabla
Tabla

Tabla

Tabla
Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

XIV.-

XV .-

XVI.-

XVII.

XVIII.

XIX.-

XX .-

XX1.-

XXII-

XXIII.

XXIV-

del grupo C (asma intrinseco moderado)}... 215
Caracteristicas clinicas de los pacientes
del grupo D (asma intrinseco severo)..... 216
Caracteristicas clinicas de los pacientes
del grupo E (asma intrinseco con

intolerancia a A.I.N.E.) ..t vnnnnn eees 217
Provocaciones con A.I.N.E. en los

pacientes del grupo E. .. vivviveinenannnn . 218
Comprobacién de la capacidad de los
monocitos para liberar eicosanocides...... 219

Nimero de células sembradas por pocillo

en cada uno de los pacientes de los
Cincogrupos....coeeevencnesns creesesnnsaas 220
Niveles de eicosanoides obtenidos en

€l grUPO AL ivivensrnscacnnasnasnasaacavsass 221
Niveles de eicosanoides obtenidos en

el grupo B. ..ttt i in s resesesee 222
Niveles de eicosanoides obtenidos en
€l grUPO C. it vvesvecssansnocsncsnsanse enes 223
Niveles de eicosanoides obtenidos en
el grupo D.es vt errnsrssosnannens sesevees 224
Niveles de eicosanoides obtenidos en
elgrupo E....... e e s et st s e eess 225

Incremento en la produccién de

eicosanoides respecto a la basal en los
diferentes grupos, tras los estimulos
empleados. Diferencias significativas.... 226

XXV.- Restmen de la significacién estadistica

de la produccidédn de eicosanoides tras

el estimulo con ionéforo de calcio y

AAS + iondforo de calcio en los distintos
GrUPOS. ot s cvvsnsanssnoens cecenas cereaaees 227

XIIO-BIBLIOGRAFIAOI..U..--l.-.....'l..l.l..l.‘ -------- @ 8 8 & 8 8 228

ix



ITI.- DEDICATORIA



A MI MADRE Y HERMANA

A MI PADRE "in memoriam"

xi



IIXI.- AGRADECIMIENTOS

xii



Esta Tesis gue se presenta para optar al grado de Doctora
en Medicina es fruto, en primer lugar, de una experiencia clinica
adquirida a leo largo de muchos afios de trabajo en la Seccidn de
Alergologia del Hospital General Gregorio Maraiién de Madrid, en los
que he aprendido de todos los compafieros con los que he compartido
dicho trabajo, y en segundo lugar, de la experiencia y ensefianza
recibida de los miembros del Departamento de Medicina Experimental
del mismo Hospital. A todos quiero expresar mi agradecimiento, y
desearia no olvidar a ninguno de ellos:

- Prof. Dr. D. Angel Ortega Nifiez, amigo y maestro en todos
los campos de la Medicina y codirector de esta Tesis.

- Prof. Dr. D. Amador Schiiller Pérez, de guien he recibido
lecciones magistrales, codirector de esta Tesis,

- Dr. D. Pedro Garcia Barreno, que me facilitdé el trabajo
en el Depertamento de Medicina Experimental.

- Dr. D. Jorge Moscat Guillén, sin cuya eficaz guia no
hubiese podido realizarlo.

-~ Todos 1los médicos de la Seccién de Alergologia del
Hospital General Gregorio Marafién de Madrid, por su constanta
apoyo, amistad y magnifica colaboracién laboral.

- Dr. D. Juan Francisco del Cafiizo Lépez, asesor constante
del estudio estadistico.

- Por Gltimo, al Fondo de Investigaciones Sanitarias de la
Seguridad Social, por la concesiétn de la Beca 89/0007 que ha
posibilitado la realizacidén del presente trabajo.

xiii



IV.- ABREVIATURAS EMPLEADAS

xiv



LBA
LTB,
LTC,
LTD,
LTE,
LTs
LXA

Acido Araquiddnico

Acido acetilsalicilico

Antiinflamatorios no esteroideos
Acetilglicerilfosforilcolina

Adenosin monofosfato

Adenosin monofosfato ciclico

Adenosin trifosfato

Fragmento 1 del complemento

Fragmento 2 del complemento

Fragmentc 3 del complemento

Anafilotoxina del fragmento 3 del complemento
Fraccidn b del fragmento 3 del complemento
Fragmento 4 del complemento

Anafilotoxina del fragmento 5 del complemento
Cromoglicato disédico

Capacidad hemolitica del complemento al 50%
Cuentas por minuto

Célula cebada del tejido conectivo
1,2~diacilglicerol

Dihidroalprenolol

Dimetilsulféxido .

Factor guimiotéctico de los eosinéfilos de la
anafilaxia

Proteina catidnica del eosindéfilo

Etanol

Flujo expiratoric maximo

Voldmen expiratorio forzado en el primer segundo
Capacidad vital forzada

Unidad de campo centrifugo relativo
Hiperreactividad bronguial

Solucidn salina balanceada de Hank

Acido hidroxieicosatetraenoico

Acido hidroperoxieicosatetraenoico

Factor inflamatorio de la anafilaxia
Inmunoglobulina E

Fragmento € de la inmunoglcbulina E
Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina G, subclase 4

Ionéforo de calcio A-23187

Inositol trifosfato

Lavadoc broncoalveolar

Leucotrieno B,

Leucotrieno C,

Leucotrieno D,

Leucotrieno E,

Leucotrienos

Lipoxina A

xv



LXB Lipoxina B

MMC Célula cebada de mucosa

MMEF Maxime flujo medio expiratorio

NANC Actividad inhibitoria no adrenérgica, no
colinérgica

NCF Factor quimiotactico de neutrdéfilos

NCF~-HMW Factor quimiotactico de neutrdfilos de alto peso
molecular

PAF Factor agregante de plaquetas

PBM Proteina bédsica mayor del eosindfilo

PBS Buffer fosfato salino

PGD, Prostaglandina D,

PGE, Prostaglandina E,

PGF,, Prostaglandina F, alfa

PGI, Prostaglandina I,

PGs . Prostaglandinas

PI Fosfolinositidos

rpm Revoluciones por minuto

SRS-A Sustancia de reaccidén lenta de la anafilaxia

TxA, Tromboxano A,

TxB, Tromboxano B,

Txs Tromboxanos

VIP Péptido intestinal vasoactivo

VRS Virus respiratorio sincitial

xvi



V.- INTRODUCCION

Revisiones Bibliogriaficas



ASMA BRONQUIAT..
1.-DEFINICION.

A pesar de que el término asma como designacién de una
enfermedad disneica fué utilizado por los griegos, no existe en
la actualidad una definicién satisfactoria de esta enfermedad,
debido fundamentalmente a que tampoco se conoce su fisiopatologia
a la perfeccidédn. Las definiciones mis recientes se extienden en
una serie de  explicaciones, que sblo traducen este
desconocimiento. Las mAs satisfactorias son las siguientes:

En 1962 (1) el Comité@ de Estandarizacién Diagnéstica de la
Sociedad Tordcica Americana la define como:

"Asma es una enfermedad caracterizada por un incremento de
la respuesta de la traquea y bronquios frente a una variedad de
estimulos, manifestada por extenso estrechamiento de las vias
aéreas que cambia en severidad bien espontidneamente © como
resultado del tratamiento. El término asma no es apropiadc para
el estrechamiento bronquial que resulta de infeccidén bronguial
(bronquitis aguda o crdénica), de enfermedad obstructiva pulmonar
{(enfisema) o de alteraciones cardiovasculares". El asma, como es
definido aqui, puede ocurrir en sujetos con otras enfermedades
broncopulmonares o cardiovasculares, pero en estas circunstancias
la obstruccidén de las vias aéreas no estd relacionada de forma
causal con estas enfermedades.

Sin embargo, esta definicién no fué aceptada por el grupo
de la Fundacidén Ciba, porque la define como "enfermedad".

Mas recientmente un grupo de expertos de la Fundacidén de

Alergia de América ha elaborado estas definiciones y propone una



serie de criterios diagnésticos. (2}:

"El asma se define como episodios recurrentes de sibilancias
o disnea, caracterizados por un incremento significativo en la
resistencia al flujo aéreo. Bien espontaneamente o mediante
tratamiento, se alcanzan periodos de remisién completa o casi
completa de sintomas acompafiados de una disminucidén sustancial
de la resistencia al flujo aéreo".

Una persona se dirad gque padece asma cuando se encuentran los
siguientes criterios:

- Episodios recurrentes de sibilancias o disnea.

-~ Demostracidn cbjetiva mediante pruebas de funcién pulmonar
de aumento significativo de la resistencia al flujo aéreo durante
los episodios, y de mejoria cuando el paciente esta libre de
sintomas espontinemaente o mediante tratamiento. Son aceptables
varias medidas del flujo aéreo: capacidad vital forzada (FvC),
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV,), flujo
espiratorio medio (FEM), o maximo flujo meso espiratorio (MMEF).

Se adopta de forma tentativa la siguiente estandarizacién:
la medida del flujo debe ser menor de 50% del valor tedrico
normal durante un episodio asmatico, mientras debe mejorar a mas
del 80% del tedrico normal cuando el paciente esta asintoméatico.
Durante el tiempo en que el paciente estad asintomatioco se debe
utilizar la provocacidén con exposicidén al alergeno, metacoclina
o ejercicio para demostrar la reduccidn requerida en la medida
del flujo.

Estos criterios son los preferentes, pero cuando no se
realizan pruebas funcionales respiratorias o los resultados no

corresponden con los criterios estandares se pueden utilizar los



siguientes para un diagnéstico presuntivo de asma:

1. Episodios recurrentes de sibilancias o disnea, mas uno
o mids de los criterios sigquientes:

2. Durante los episodios, la existencia de dos o mis signos
diferentes de las pruebas de funcién pulmonar de incremento de
la resistencia de vias aéreas, tales como respiracién
dificultosa, jadeo inspiratorio y espiratorio, retracciones
inspiratorias, espiracién forzada prolongada o uso de 1los
misculos respiratorios accesorios, con desaparicién de tales
signos cuando el paciente esta asintomidtico, bien espontaneamente
o bajo un tratamiento éptimo.

3. Recuento total de eosindéfilos sanguineos sobre 400/an
durante el tiempo en que el paciente presenta sintomas y no esta
siendo tratado con corticoides.

4.A. Historia de episodios inducidos o agravados al menos
en dos ocasiones por exposicién a un material alergénico
reconocido, aparicién o empeoramiento estacional de los sintomas,
como en primavera, verano al menos durante dos afios.

4.B. Pruebas cutdneas con aparicién de péapula y eritema con
una dilucién apropiada y un extracto del material alergénico
apropiado a la exposicién especifica o estacional (el término
dilucidén apropiada se puede Adefinir sb6lo a través de 1la
experiencia de un extracto particular).

Se puede utilizar el término de probable asma cuando estan
presentes los criterios 1 y 4.A o cuando estdn presentes el 1 y
4.B, perc el criterio 4.A se ha encontrado sdlo en una ocasién
o sd6lo durante un afo.

Se puede utilizar el término de posible asma cuando esta



presente el criterio 1 y la historia sugiere que el criterio 2
se puede encontrar durante un episodio, pero dicho episodio no
ha sido presenciado por un médico.

A continuacién la Fundacién de Alergia de América cita una
lista de posibles alergenos.

En 1981 (3) un Comité de la S8ociedad Tordcica Americana
ha propuesto la siquiente definicién modificada de la dada en
1962:

"La caracteristica primaria de los individuos asméaticos es
la obstruccidn reversible y episdédica de las vias aéreas".

El término reversible se refiere a :

~ En el momento de la obstruccidén el sujeto deberia mostrar
mejoria de los test utilizados para medir la reversibilidad de
md&s de dos desviaciones estéandar.

~ Se deben utilizar corticoides como prueba antes de llegar
a la conclusién de que la obstruccién es irreversible.

La obstruccién de las vias aéreas:

- Se puede manifestar como tos periédica, opresién toracica,
sibilancias o disnea o practicamente sin sintomas.

~ Se asocia con aumento de la respuesta de la traquea y
brongquios a varios estimulos, mediados por sustancias tales como
metacelina o histamina.

- Estd asociado con cambios en la severidad gque puede
ocurrir tanto de forma espontdnea como tras tratamiento.

Vuelven a insistir en que la palabra asma no es apropiada
para indicar el estrechamiento brongquial que resulta sdlo de
infeccién bronquial o enfermedad cardiovascular. El asma se puede

presentar en pacientes con otras enfermedades broncopulmonares



o cardiovasculares, perc en estos casos la obstruccidn de las
vias aéreas no estd relacionada de forma causal con estas
enfermedades.

El defecto basico del asma parece ser una alteracién en el
huésped que periédicamente conduce a una contraccién excesiva del
misculo liso e hipersecrecidédn de moco en el arbol bronquial y a
edema de la mucosa. En algunas circunstancias el defecto del
huésped parece estar claramente relacionado con un estado
inmunolégico alterado que afecta a la IgE (reaginas) o incluso
IgG, pero en otros la causa subyacente del defecto no puede ser
determinada. Puede servir de ayuda en la identificacidén del asma
alérgico la historia personal o familiar de manifestaciones
alérgicas.

Varios estimulos pueden iniciar la obstruccidén de las vias
aéreas en sujetos susceptibles. La obstruccién puede resultar de
inhalacién de alergenos, ingestidén de alimentos o drogas, o
inyecciones. A veces parecen iniciar o exacerbar el episodio las
infecciones agudas del tracto respiratorio superior, o reacciones
emocionales, y otras veces parecen ser responsables dos ¢ mas de
estos factores conjuntamente. En otras ocasiones no se pueden
descubrir los estimulos iniciadores de algunos episodios.

Se debe diferenciar del asma un estado transitorio de
hiperreactividad, que es inducido por factores temporales tales
como la administracién de vacunas viricas, bronquiolitis o
agentes sensibilizantes especificos en un tiempo concreto.

En conclusidén, el asma es una enfermedad de obstruccién
difusa, no uniforme de las vias aéreas gue varia ampliamente en

severidad, tanto de forma espontadnea como mediante tratamiento.



Los pacientes con asma tienen eosinofilia en sangre o esputo
cuando la enfermedad es activa.

Este concepto de asma sirve como definicién descriptiva y
operacional, sin especificar causa o patogénesis. En un simposium
de expertos, al cabo de tres dias de discusién, concluyeron que

no se puede definir el asma con los conocimientos actuales.

2.~ FISIOPATOLOGIA.

Tradicionalmente, se ha concedido la mayor importancia como
factor primordial del asma a la contraccién del midsculo liso
brongquial, el broncospasmo, palabra gue incluso ha sido
utilizada como sinénimo de asma, y a la hiperreactividad
bronquial (los bronquios de los asmiticos son extremadamente
sensibles a determinados estimulos, mucho mds que los de las
personas "normales"). Sin embargo, en los Gltimos afios se esta
destacando la importancia del componente inflamatorio de 1la
obstruccién brongquial, y del papel de los eosinéfilos como
contribuyentes a esta inflamacién.

El asma se traduce a nivel anatomo patolégico por 1los
siguientes componentes: broncoespasmo, edema de la mucosa,
infiltrados celulares, secrecidén de moco, descamacién de las
células epiteliales, engrosamiento de 1la membrana basal, e
hiperplasia de la mucosa (4). A esta situacién se puede llegar
a partir de 1la clasica reaccidén IgE-antigenc (mecanismo
inmunolégico), o desde otras vias capaces de producir la

contraccién del misculo liso bronguial e inflamacién.



2.1-MECANISMOB INMUNOLOGICOSB

Clinicamente se traduce por la produccidn de una disminucién
del FEV,, al menos en un 20-25% sobre el valor basal, tras la
inhalacién del antigeno al que el individuo estad sensibilizado.
Esta disminucién tiene 1lugar a 1los pocos minutos de 1la
inhalacidn, es maximo a los treinta minutos y se recupera
espontidneamente a las dos horas. Con mucha frecuencia esta pimera
reaccién se sigque de una nueva caida del FEV,, que comienza a las
tres o cuatro horas de la inhalacidén, es m&xima a las seis u ocho
horas y puede persistir durante veinticuatro o cuarenta y ocho
horas o mds, sin que en ninglin momento se acompafie de sintomas
sistémicos. Esta segunda fase de la reaccidén fué observada en
1917 y 1922 (5), aunque no ha sido reconocida hasta 1973-1976 (6-
7). A la primera disminucién del FEV, se conoce con el nombre de

fase inmediata, y a la segunda, fase tardia de la reaccidn

alergica inmediata o anafilictica de la clasificacién clasica.

Esta reaccién clasica inmediata o anafildctica se inicia por
la unién de un antigeno a dos moléculas de IgE unidas a la
superficie de la ¢élula cebada o de baséfiles. Esta unién induce
activacidén de enzimas asociados a la membrana, que produce la
entrada de Calcio extracelular, y liberacién subsecuente de
histamina y otras sustancias denominadas mediadores quimicos.
Este proceso, sumamente complejo (fig 1), se puede resumir de la
siguiente forma:

La unién del antigeno a dos moléculas de IgE activa los
receptores de esta inmunoglobulina (8) que a su vez activa a una
serie de enzimas asociados a la membrana, tales comc serin-

proteasa, 2 fosfolipasa €, metiltransferasas, y adenilato



ciclasa. La estimulacidén del turnover de fosfoinositidos (PI)
resulta en una acumulacién de 1,2-diacilglicercl (DAG) en la
membrana plasmatica y la liberacidén de inositol trifosfato (IP;)
en el citoplasma. El IP; puede producir movilizacidn de calcio
intracelular, y a su vez, el DAG activa la proteinguinasa C. El
incremento del «calcio intracelular y del DAG produce 1la
activacién de 1la fosfolipasa A, y de la DGA-lipasa,
respectivamente. A través de la activacién de la fosfolipasa A,
, Se generan acidos grasos libres (la mayoria de los cuales es
dcido araquidénico), y lisofosfatidilcolina. Mediante 1la
activacién de la fosfolipasa C y de la DAG-lipasa, se liberan
Ac. araquidénico libre, monoacilglicerol y ac.lisofofatidico.
Todos estos productos son activos fuségenos de membrana, que
pueden facilitar la fusién de la membrana de los granulos de las
células cebadas a la membrana celular, y la liberacidén de los
mediadores quimicos (9).

En este proceso también se activa otra enzima, la adenilato
ciclasa. La activacidén de los receptores de IgE induce un
incremento transitorio en el AMP ciclico intracelular, gque
alcanza un maximo a los 15-30 segundos (10,11). Se ha demostrado
la activacidén simultanea de las metiltransferasas y del AMP en
la membrana plasmadtica aislada (12). A su vez, la adenilato
cilcasa activa a una proteinquinasa. Se ha demostrado por muchos
investiqgadores que el incremento intracelular de AMP ciclico
inhibe la liberacidén de histamina inducida por antigeno (13,14).

Podemos ver en las tablas I, II, y III, la accidén resumida
de los mediadores quimicos producidos en esta reaccidn inmediata

(15) . Repasaremos a continuacidn aquellos que se han encontrado



implicados en el asma humano (tabla IV).

Se puede comprobar la produccién de estos mediadores a nivel
humano mediante 1la induccién experimental de asma, tras la
provocacién con el antigenc al que el sujeto esti sensibilizado.
En muchos casos es dificil comprobar la presencia de estos
mediadores bien por problemas técnicos, o por la labilidad de los
mismos. Es posible que este asma experimental no se desarrolle
exactamente igual que el asma "natural", pero resulta Gtil para
estudiar la secuencia de liberaciédn de mediadores, su relacidn
con las manifestaciones clinicas y la alteracién que produce en
la funcién pulmonar.

Mediante esta técnica se ha podido precisar que en las
crisis asmaticas se produce un aumento de 1los niveles de
histamina (16,17) y un incremento serico de NCF-HMW, paralelo al
grado de broncoespasmo inducido (18), inicidndose entre uno y
cinco minutos después de la provocacién. El1 nivel de NC-HMW
alcanza un pico de actividad maxima entre los cinco a quince
minutos, aunque su accidn persiste durante horas tras el estimulo
(18) . Asociado a su liberacién se produce leucocitosis vy
neutrofilia transitoria e igual secuencia se encuentra tras la
inhalacién de agua destilada (19), en el asma inducida por el
ejercicio (20) y tras 1la ingesta de aspirina (21). Este
incremento en NCF-HMW y de leucocitos no se produce tras el
broncoespasmo inducido por metacolina (18,22) indicando con ello
que no es consecuencia de la broncoconstriccién.

También se ha comprobado que paralelamente al incremento de
NCF-HMW se sigue un incremento de los receptores para C;b en los

neutré6filos y monocitos circulantes (23), fendmeno que no se
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objetiva en el broncoespasmo inducido por la histamina, pero si
en el broncoespasmo inducido por el ejercicic (20).

Se ha demostrado que en el asma inducido por la inhalacidn
de antigeno no se producen alteraciones de C; ni ¢, ni hay
incremento en el nivel de complejos inmunes circulantes (18).
Recientemente se ha demostrado aumento de PAF en sangre venosa
a las 6 h. de la provocacidén inhalativa (24).

La accidén de estos mediadores y de los restantes, de cuya
liberacidén se tiene evidencia indirecta, conduce a una reaccidén
alérgica "clasica" que aparece en minutos, persiste de treinta
a sesenta minutos, y se sigue de una fase tardia inflamatoria,
que ocurre a las cuatro-ocho horas (reaccidédn dual). Parece que
en esta fase tiene importancia el AGEP o PAF (25) y se detecta
un segundo pico de NCF-HMW (18,26,27). Esta respuesta tardia ha
podido ser estudiada histolégicamente a nivel cutaneo, infiriendo
sus resultados a lo que sucede en el pulmdn humano, donde es
dificil poder objetivarlo. En la fase tardia es mas patente la
inflamacién con aflujo de eosindfilos, neutréfilos, linfocitos,
bas6filos y monocitos (28). La proporcién relativa de cada tipo
celular depende del estimulo empleado y el tiempo transcurrido.
A nivel vascular se observa vasodilatacién e infiltrado
perivascular, hializacién del endotelio y a veces discreta
hemorragia y necrosis, pero nunca con la intensidad con que
ocurre con la reaccién de tipo Arthus (29). El infiltrado celular
probablemente responde a la liberacién de mediadores ECF-A
(30,31) NCF (27) IF-A (32) LTB, y otros derivados del A&cido
araquidénico (A.A) (33),

La produccién de bronconstriccidén inmediata y tardia tras
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la provocacidén inhalativa puede ser bloqueada mediante medicacién
con CGDS (34) considerando como estabilizador de la membrana del
mastocito. Este resultado implica que la célula cebada participa
en el desarrollo de ambas fases de la respuesta pulmonar dual .
Por el contrario, los corticoides no tienen efecto sobre la fase
inmediata pero si blogquean el desarrollo de la tardia (34) lo que
parece sugerir el papel que desarrollan los derivados del AA en
esta fase. Este componente tardio no responde con igual eficacia
a los broncodilatadores agonistas beta adrenérgicos como la fase
inicial.

A nivel tedrico se postula la siguiente secuencia de
acontecimientos en la produccién de 1la reaccién dual: la
degranulacidn de células cebadas conduce a la liberacidén répida
de una variedad de mediadores, incluyendo histamina, derivados
de AA, bradiquinina y factores quimiotdcticos, que producen
vasodilatacidén, aumento de la permeabilidad vascular y atraccién
inicial de polimorfonucleares. Los granulcos de la matriz de las
células cebadas proporcionan una fuente adicional continua de
mediadores, que aparecen a los largo de horas. Es de gran interés
un mediador asociado a los granulos, el factor inflamatorio de
la anafilaxia (IF-A), que se ha demostrado induce el infiltrado
celular caracteristico de la fase tardia de la reaccién. Y en
esta fase tardia se destaca el papel importante que puede
desarrollar el eosinéfilo, atraido por el PAF y otros mediadores,
que libera proteina basica mayor(PBM) capaz de lesionar el
epitellio, bién por si misma o interfiriendo en la accién del

factor relajante derivado del epitelio (35),

12



2.1.1- Células implicadas.

Determinadas células poseen receptores para el fragmento Fc
de la IgE, como las células cebadas, baséfilos, macréfagos
(36,37), monocitos (38), eosinéfilos (39), 1linfocitos (38) vy
plaquetas (40). Las células cebadas y los baséfilos poseen
receptores de alta afinidad (41,42), en tantoc que a los de las
otras células son de baja afinidad.

Las células cebadas y los baséfilos son miembros de una
familia heterogénea de células, con importantes caracteristicas
comunes. Dentro de las células cebadas se distingue en 1la
actualidad dos subpoblaciones, estudiadas fundamentalmente en
animales de experimentacién: las células cebadas de la mucosa
(MMC) y las del tejido conectivo (CTMC) (43,44). En el hombre se
ha podido estudiar a nivel de tejidos, donde parece que existe
también estas diferencias (45,46), aunque no se conoce muy bién
su situacién. En una primera evaluacidn se ha considerado que a
nivel de pulmén predominan las células semejantes a las MMC en
el epitelio y parénquima, asi como en la lamina propia, en tanto
gque en la submucosa predominan las CTMC en proporcidén 2/1 (47).
Ademéas de existir diferencias en el contenido de mediadores, se
comportan de forma diferente frente a los farmacos.

También dentro de los basdéfilos humanos parece existir dos
subpoblaciones, con diferente contenido en histamina (48),

En el caso de los macréfagos el puenteo de dimeros de IgE
unidos a su superficie induce la liberacidén de su contenido en
enzimas lisosomales, anidn superéxido, otros radicales oxigeno
altamente destructivos, segrega interleuquina 1, y productos del

metabolismo del &cido araquidénico, en general leucotrienos (49)-
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Tantoe los macréfagos pulmonares como los peritoneales son ricos
productores de LTC,.

Al igual que ocurre con los macrbéfagos, el receptor de IgE
del eosindéfilo es de baja afinidad. La intervencién de esta
célula en la produccién y/o modulaciédn de la inflamacidn en el
asma es Iimportante. Por un lado, se ha demostrado gque los
caracteristicos cristales de Charcot-Leyden, que se encuentran
en el esputo de los asmaticos, estan formados por lisofosfolipasa
(50), enzima que se localiza en la membrana del esosindéfilo (51).
Por otro lado, se ha demostrado que la proteina b&sica mayor
(PBM) del eosinéfilo, que es muy téxica para el epitelio de la
via aérea (52) produciendo lesiones similares a las encontradas
en el asma, ha sido detectada en el esputo y en la membrana basal
de los bronquios de pacientes asméticos fallecidos en status
(53). También se ha detectado otra enzima, la ECP (proteina
catiénica del eosindéfilo), que se encuentra aumentada en el suero
de los asmidticos, tras la provocacidén bronguial (54). Ademds, el
eosinéfilo produce LTC, sugiriendo este hecho que puede inducir
broncoespasmo directamente (55).

Las plaguetas parecen tener receptores de baja afinidad para
IgE. Estas células son atraidas al lugar de la reaccién por al
PAF, que las agrega, y en virtud de su agregacién y de la unién
de la IgE ligada a su pared con el antigeno, liberan serotonina
y factor plaquetario IV (43).

Todas estas células, especialmente las células cebadas y los
baséfilos, van a liberar los mediadores quimicos, tras realizarse
la unidn IgE-antigeno. Existe evidencia de que la IgG, puede

mediar la degranulacién de las células cebadas, aungue
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probablemente con menos eficacia que la IgE (56).

En la actualidad se estd comprobando la presencia y accidn
de algunas de estas células en el pulmén de pacientes asmaticos,
tras la provocacién con el antigenoc al que estén sensibilizados.
Asi, bhaciendo lavados broncoalveolares (LBA) se ha visto la
presencia de eosindéfilos , contados antes de la provocacién
inhalativa y, tras ésta, o tras la instilacién local de antigeno
y se observa que los eosingfilos se encuentran degranulados (57),
adem&s de encontrarse aumentados en su recuento con respecto a
los controles sanos. También se encuentran incrementados hasta
cinco veces el nimero de células cebadas (58) que son capaces de
liberar sus mediadores frente a diversos estimulos con mayor
facilidad que los mastocitos de sujetos normales.

Y, por supuesto, en el pulmén se encuentran macréfagos ,
alveolares y vasculares intersticiales. Los macréfagos alveolares
constituyen el 90% de todas las células del LBA de individuos
sanos, Ademds de su intervencidén en fagocitosis , en la expresidn
de mediadores , y procesamiento de antigenos, su posicién
anatémica les hace ocupar un lugar preeminente en la superficie
de interfase del pulmén humano (59). Aunque se acepte
generalmente que la reaccién de hipersensibilidad inmediata se
inicia en el pulmén por la interaccidén antigeno-IgE unida a las
células cebadas, menos del 1% de las células de la luz bronguial
humana son células cebadas (60). La naturaleza predominante de
los macrdéfagos alveolares en las vias aéreas sugiere que estas
células tienen una implicacién precoz gque conduce a la activacidn
de las células cebadas.

Aunque no contienen receptores para IgE, estd actualmeente
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en debate la participacién de las células epiteliales brongquiales
en el asma. Se ha comprobado mediante biopsias y en estudio
postmorten que el epitelio estd erosionado, encontrandose células
epiteliales desprendidas. Se estima hoy que este efecto se
produce por accién de la PBM del eosinéfilo (35). Pero es también
importante conocer que estas c¢élulas producen un factor/s
relajante sobre la musculatura lisa (61) cuyo papel puede ser
importante en el mantenimiento fisiol6gico del calibre de las

vias aéreas.

2.2.~ OTRAS VIAS.

Existen numerosos casos de asma, especialmente entre los
adultos (asma intrinseco), en los que no es posible demostrar 1la
mediacién por IgE. Sin embargo, en estos casos, la
histopatologia, fisiologia y respuesta al tratamiento
farmacoldégico es totalmente indistinguible del asma extrinseco.
Es posible dque exista mecanismo de autoperpetuacién, de
desarrollo de hiperreactividad brongquial (HB) diferente a la
exposicidén antigénica. Y para explicarlo, se han emitido

diferentes hipétesis.

2.2.1~ Infecciones viricag.

Muches pacientes con asma intrinseco relatan el comienzo de
su enfermedad en relacién a una infeccidén respiratoria agquda.

La relacién entre infecciones virales e induccién de crisis
asmaticas comenzdé a ser estudiada en 1967 por Mc Intosh y
colaboradores (62) en nifios, comprobados por otros autores

(63,64) y ampliada a adultos (65). Los virus implicados son:
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virus respiratorio sincitial, rinovirus, influenza y el
micoplasma pneumoniae (66). La conclusién de estos estudios fué
gque las infecciones virales precipitan crisis asmaticas con mucha
mayor frecuencia en nifios menores de diez afios que en adultos,
en tanto que las infecciones bacterianas no guardan relacion.
Pero es posible que no solamente precipiten crisis asmaticas,
sino que las infecciones virales pueden ser causantes de la
iniciacién del asma. Este es el casoc de los nifios gque han
padecido bronguiolitis: una parte de ellos se recuperan
totalmente, peroc para el 30-50% de los nifios la bronquiolitis
inicial se sigue de episodios recurrentes de disnea con
infecciones viricas respiratorias subsiguientes. Los pacientes
mis susceptibles de episodios recurrentes de disnea tienen
antecedentes familiares de enfermedades alérgicas, sin gque se
sepa todavia la explicacién exacta de su patogénesis.

Para intentar aclararla se han llevado a cabo estudios en
sujetos sanos, a los que se le induce infecciones respiratorias
de vias superiores, siguiendo las posibles alteraciones que se
producen en su funcién pulmonar (67,68).

Empey y colaboradores (69) midieron las variaciones en la
hiperreactividad bronquial en de sujetos sanos infectados con
virus de vias respiratorias superiores, llegando a la conclusidn
gue un infeccién respiratoria virica comin produce un incremento
marcado en la hiperreactividad bronquial, que puede persistir en
algunos casos durante seis semanas. Esta experiencia ha sido
repetida , obteniéndose resultados similares (70). La produccidn
de esta hiperreactividad ha sido explicada por varias teorias.Una

de ellas es dque los virus respiratorios lesionan el epitelio
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bronquial y sensibilizan las fibras sensoriales del vago de
adaptacién rapida., cuyos receptores aferentes estan localizados
en el subepitelio de las vias aéreas mayores. Ello daria lugar
a que se desencadenase un reflejo vagal frente a cualquier
estimulo. Esta teoria parece avalada por el hecho que este tipo
de hiperreactividad puede ser prevenida por la administracién de
atropina (71).

Otra teoria es que la hiperreactividad inducida por virus
se produce por la liberacidén de mediadores quimicos, ya que se
ha comprobado gue se produce IgE especifica frente al virus
respiratorio sincitial (VRS) (71). En este estudio se encontrd
que los niveles de IgE especifica eran mayores en los casos en
los que la infeccidn cursaba con disnea. Ello induce a pensar gque
la reaccién IgE-VRS produce liberacién de mediadores vy
obstruccidén de las vias aéreas. Sin embargo, es sabido que para
gue haya broncoconstriccién es necesario algo mas que la sola
liberacién de mediadores, y en este caso concreto, este algo mas
es la inflamacién producida por el virus.

Pero también se ha atribuido el desarrcllo de
hiperreactividad por wvirus a la induccién de blogqueo beta-
adrenérgico, comoc se ha comprobado que se produce en 1los
granulocitos cultivados con virus respiratorios (72).

Otros autores (73) han comprobado "in vitro" que los virus
respiratorios producen un aumento en la liberacién de mediadores
quimicos por los leucocitos, especialmente por los basdéfilos.
Ademds de la liberacidon de mediadores broncomotores tendria lugar
también un aumento en 1la quimiotaxis (74), aumentandec 1la

inflamacién.

18



Asi pues, en el caso de la hiperreactividad inducida por
infecciones viricas existen varias teorias explicativas, todas
ellas avaladas por estudios experimentales y es probable gue

estos hechos sean complementarios, no excluyentes.

2.2.2- Teoria del bloqueo beta-adrenérgico.

Szentivany (75) propuso que una reduccidén en la funcién de
los receptores beta adrenérgicos de las vias aéreas de los
asmaticos podria explicar la mayoria de las caracteristicas del
asma, incluyendo 1la hiperreactividad bronquial inespecifica.
Sugiridé que esta depresidén de la funcidn beta disminuiria la
efectividad de 1los reflejos parasimpidticos que usualmente
producen broncodilatacién compensadora y esta anomalia tenia como
resultado que las vias aéreas fueran hiperreactivas a los agentes
broncoconstrictores.

Esta teoria ha dado lugar a miltiples trabajos
experimentales, tanto en animales como en el hombre. Utilizando
animales no se ha conseguido demostrarlo (76,77), pues parece gue
la actividad de los reflejos simpaticos enddgenos bronguiales
varian ampliamente segfin las distintas especies. Adem&s no se ha
observado que se produzca hiperreactividad permanente en los
animales utilizados normalmente como modelos de asma (78).

En el hombre se han realizado diversos estudios sobre los
receptores beta que poseen los linfocitos y neutréfilos . Parker
y Smith (79) demostraron gque tanto los cultivos linfocitarios
como los cultivos mixtos linfocitos-neutréfilos de los asmaticos
generaban menor cantidad de AMP en respuesta a la isoprenalina

que los sujetos normales; ademds, este fendémeno estaba mas
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acentuado en los pacientes con asma crénico severo, y la
respuesta se hacia practicamente normal cuando el asma mejoraba.
Sin embargo, otros investigadores han demostrado gque la
exposicién repetida a los agonistas beta en los sujetos no
asmiticos hacia disminuir la respuesta de los receptores beta en
los leucocitos (80) por lo que se puede deducir que los hallazgos
de Parker y Smith pueden ser atribuibles tanto a la terapia con
beta agonistas comc a la enfermedad en si (81,82).

Se han realizado estudios similares utilizando
3dihidroalprenolol (DHA), que se une a los receptores beta de
forma especifica. Con esta técnica se ha encontrado que los
receptores de la membrana de los linfocitos estaban disminuidos
en los asmiaticos que no recibian tratamientoc con beta agonistas
(83,84). Ademas se ha hallado que la densidad de los receptores
beta de los linfocitos disminuye en proporcién directa con 1la
severidad de la obstruccidén de las vias aéreas en pacientes gque
no recibian terapia beta agonista (84). Pero es posible que esta
disminucidn pueda ser debida a otros tratamiento como corticoides
y teofilinas.

Otros autores como Galant y colaboraderes (85) han
encontrado que los sujetos normales y los asintomaticos gue no
reciben tratamiento con beta agonistas tienen receptores beta en
densidad normal, mientras que los que han sido sometidos a
medicacidén tienen una reduccién mayor del 70%, en tanto que las
constantes de disociacién para la unién con DHA son similares en
los tres grupos. Estos autores propusieron la idea de que la
terapia con beta agonistas produce una "down regulation" de los

receptores beta. Asi mismoc (86) encontraron que la densidad de
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los receptores beta volvia a la normalidad una semana después de
suspender el tratamiento, por lo gque afiadieron a su concepto
primitivo la idea de que la "down regulation" de los receptores
beta era reversible, y se producia mids como resultado de la
terapia que como car&cter intrinseco de la enfermedad.

Sin embargo a estos hallazgos se pueden oponer otros
conceptos, igualmente ciertos en apariencia, como es el hecho de
que los pacientes que reciben tratamiento con beta agonistas
presentan obstruccidén mas severa de las vias aéreas que los que
no la reciben. Y por otra parte, es posible gue no sean
superponibles los estudios realizados en leucocitos con los
hechos en las vias aéreas. Por ejemplo, el tratamiento con
terbutalina durante dos semanas causa una reduccién del 85% de
los lugares de unién del DHA con 1los receptores de 1los
leucocitos, pero el tratamiento crénico con esta droga, gue
conduce a exposicién crénica de los receptores beta bronguiales,
no parece alterar de forma significativa la funcidén de las vias
aéreas. (87)

También se han esgrimido razones histolégicas en contra de
esta teoria. Patterson y colaboradores (88) no encontraron
evidencia de hiperreactividad en el misculc bronquial aislado de
pacientes asmaticos "post mortem”, obteniendo iguales resultados
en los que estaban sometidos a tratamiento con beta adrenérgicos
como los que no lo estaban. E igual ocurre con preparaciones de
traguea aislada de «cobayas con asma inducido de forma
experimental.

En otros estudios se ha intentado reproducir la disfuncién

de los receptores beta administrando propanolol a sujetos sanos
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sin consequirlo (89), por lo dque se llegd a la conclusidén de que
no es ésta la causa mas importante de hiperreactividad bronguial
inespecifica, aunque es posible que las dosis y vias de
administracién del propanolol que utilizaron en este estudio no
hayan sido las suficientes ni las adecuadas.

También se ha pensado gue la disminucién de receptores beta
podria ser debida a la presencia de autoanticuerpos para los
receptores beta. Sin embargo, los estudios realizados para
comprocbar esta teoria solamente han encontrade dichos
autoanticuerpos en un 9% de los casos, que quizd sean secundarios
a la propia enfermedad, y se correlacionan con la gravedad de la

misma (90).

2.2.3 = Alteraciédn de la actividad inhjbitoria no adrenérgica,
no colinérgica (NANC).

Se conoce desde hace tiempo la existencia de este sistema
inhibidor no adrenérgico en el tracto grastrointestinal, sistema
que cuando es estimulado produce la relajacién del misculo liso.
A nivel intestinal se considera que la ausencia de este sistema
estd asociado a la enfermedad de Hirschprung.

Estudios recientes sugieren que en las vias aéreas,
incluidas las del hombre, existe un sistema similar que puede ser
el responsable principal de la produccién de la broncodilatacién
Yy su ausencia podria conducir al broncoespasmo (91).

Aunque no se han identificade completamente los
neurotransmisores del sistema NANC parece existir evidencia de
gue son neurcpéptidos, de los cuales se estédn describiendo un

creciente nimero (92). El péptido presente en mayor concentracién

22



en las vias aéreas humanas, determinado por radioinmunoensayo,
es el VIP {93) gue parece ser el neurotransmisor de los nervios
inhibidores no adrenérgicos. Incluso parece que es capaz de
regular la secrecidn de mediadores por las células cebadas (94).
Este péptido de 28 aminodcidos se ha localizado tanto en pulmén
de animales de experimentacidén como en humanos, en las neuronas
y terminaciones nerviosas del misculo liso de las vias aéreas,
especialmente en las superiores, alrededor de 1las glandulas
mucosas, cerca de las células epiteliales de las vias aéreas y
en los vasos bronquiales y pulmonares (93,95). La estimulacidn
de los receptores de VIP activa la adenilato ciclasa, aumentando
el contenido de AMP de los pulmones y la traquea (96), con efecto
similar a la activacién por beta agonistas, por lo que se ha
postulado que una deficiencia de los receptores VIP en las vias
aéreas de los pacientes asmaticos puede ser uno de los mecanismos
de produccién de asma. En los animales de experimentacidén el VIP
protege frente a la broncoconstriccién inducida por histamina
(97,98) pero en el hombre, administrado por via inhalatoria, no
tiene este efecto (99). Si se administra por via i.v. protege
relativamente poco (100) frente a estos estimulos en pacientes
asmdticos. Ademds su efecto broncodilatador en el asma severa es
menos marcado que el de los beta agonistas (101). Por estas
razones existen dudas de gque realmente Jjuegue algln papel
importante en el asma.

Los nervios excitadores no colinérgicos parece que estdn
mediados por el neurotransmisor sustancia P. Este sistema produce
broncocosntriccidén "in vitro", que no es inhibida por la atropina

(102), pero parece que su actividad es minima a nivel humano.
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2.2.4 =-Alteracién_ _en la requlacién de la _concentracidn

intracelular de Calcijio.

Son numerosos los estudios que han establecido el importante
papel que tiene el calcio como mensajero intracelular para la
respuesta de muchos tipos de cé&lulas frente a diversos estimulos.
En el caso que nos ocupa, se consideran fenémenos dependientes
de calcioc la contraccién del misculo 1liso, la liberacién de
mediadores por las células cebadas y basdédfilos, la secrecién
mucesa, la iniciacién y conduccién del impulsc nervioso, el
movimiento de 1las células inflamatorias y la secrecidn de
sustancias proinflamatorias por los macréfagos activados y los
neutréfilos.

La teoria de que una posible alteracidén de la homeostasis
del calcio juegue un papel importante en la patogénesis de la HB
fué descrita por primera vez por Weiss y Viswanath en 1979 (103).
La base de esta hipétesis fué el hallazgo de una sensibilidad
incrementada al calcio extracelular de la tensidn isométrica de
reposo que sigue a la anafilaxia "in vitro" de la traquea del
cobaya. Segin esta teoria, el fenénemo final unitario de la HB
seria una regulacidén alterada del control de la concentracién del
calcio 1libre intracelular, gue haria gque todas las células
implicadas en la patogénesis del asma fuesen hiperreactivas al
estimulo dependiente del calcio (104). Los estudios "“in vitro“
llevados a cabo en este sentido parecen ligar el efecto del
calcio al de los mediadores de la reaccidén anafilactica (105).

Para comprobar esta teoria se han realizado estudios en
pacientes asmaticos utilizando la accidén de los blogqueantes de

los canales de calcio, verapamil y nifedipina, sobre la respuesta
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a histamina, metacolina y antigeno, y en animales de
experimentacidén. En animales si ha sido posible ocbtener una buena
respuesta protectora con nifedipina (106). En el hombre, Catrina
y colaboradores (107) han descrito la capacidad de la nifedipina
para prevenir el broncoespasmo inducido por el ejercicio. Otros
autores sélo han consequido demostrar que este farmaco
proporciona proteccién parcial en la broncoconstriccidén inducida
por el aire frio (108) e histamina (109) y para otros, la
proteccién obtenida es muy débil frente a histamina y metacolina
(110,111) . También se ha objetivado que ejerce proteccién frente
al descenso nocturno del FEM (112). Pero los resultados han sido
discordantes en 1la proteccidén frente a 1la provocacidén con
antigeno (113,114).

En conclusidén, los efectos demostrados de estos blogueantes
de los canales de calcio son limitados, y en muchos casos las
dosis necesarias para producir cambios en la contraccién del
misculo liso o la inhibicién de mediadores son muy elevadas y
sobrepasa los limites de utilizacién clinica. Es posible que los

productos que se utilizan no sean los adecuados.

2.2.5 -Inflamaci6én y liberacidédn de mediadores.

Es posible que los mediadores de la inflamacidén puedan jugar
un papel importante en el desencadenamiento de la HB. Esta
hipétesis es sugerida por el hecho de que estimulos gque producen
hiperreactividad bronquial, como son la exposicidén al ozono,
fumar, infecciones virales y la inhalacién de antigenos, también
produce un cierto grade de inflamacidén de las vias aéreas.

Ademds, el esputo de los pacientes con asma contiene a menudo
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grupos de células epiteliales de las vias aéreas y neutrdéfilos,
sugiriendo la presencia de una respuesta inflamatoria que afecta
al menos a estos dos tipos celulares.

Los datos de los que disponemos en este momento son
indirectos y basados sobre todo en la hiperreactividad inducida
de forma experimental. Uno de estos modelos experimentales es el
producido por la exposicidn al ozono, gue causa inflamaciodén de
las vias aéreas caracterizadas por lesidn epitelial y aflujo de
neutréfilos (115). Es interesante sefialar que la hiperreactividaad
inducida por este método es reversible en poco tiempo.

Se han 1llevado a <cabo estudios en perros con
hiperreactividad inducida por ozono (116) a 1los que se les
practicaba lavados broncoalveolares. Se encontrd un aumento en
el niamero de células epiteliales de vias aéreas y de los
neutrdéfilos, sin que ocurriesen cambios significativos en
macréfagos, linfocitos o eosindéfilos (117). Se ha investigado la
secuencia de la liberacidén de mediadores requeridos para el
desarrollo de inflamacién e HB. El perfil de liberacién de los
preductos de la via lipooxigenasa dque hallaron (118) fué en
mayores cantidades de LTB, (potente quimiotdctico de neutrdfilos)
y 15-HETE, junto con pequefias cantidades de otros HETE y LTC,. En
los perros tratados con ozono, y a los que previamente se les
habia inducido neutropenia con hidroxiurea, se desarrollaba un
minimo grado de HB, en comparacién con los que no habian sido
depleccionados de neutrdéfilos (119). Esta serie de experiencias
ha llevado a postular gue el dafic epitelial es un acontecimiento
inicial tras el tratamiento con ozono, y que esta lesién es

independiente de los neutréfilos (119). Pero para que desarrolle
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HB en este modelo animal es necesario que los neutréfilos sean
activados y emigren al epitelio de la via aérea (120). Se podria
imaginar que tras la exposicién a un estimulo inflamatorio se
produce, en primer lugar, activacién de las células epiteliales
en la superficie de las vias aéreas; en segundo lugar, liberacidn
de metabolitos del acido araquidénico por la via lipooxigenasa
a partir de estas células epiteliales; tercero, estimulacidén de
los neutréfilos por estos metabolitos, produciendo aflujo de
neutr6filos al epitelio de la via aérea y, finalmente, liberacién
de prostaglandinas o tromboxanos por los neutréfilos, que actdan
sobre el misculo liso bronquial o sus terminaciones nerviosas
para producir aumento de la reactividad (121). Se han obtenido
hallazgos similares en cobayas utilizando diisocianato de tolueno
{122).

También se han realizado estudios similares en el hombre,
en los que se produce hiperreactividad (123) y han confirmado la
asocliacién entre el aflujo selectivo de neutrdfilos en las vias
aéreas y el desarrollo de hiperreactividad (124). Sin embargo,
a diferencia de 1lo sucedido en los perros, el 1lavado
broncoalveolar no contenia aumento de células epiteliales. Es
posible que esto represente diferencias entre especies, como se
ha comprobado que existen en el perro y el cobaya (125).

Se ha demostrado la existencia de hiperreactividad bronquial
en el hombre en los casos de asma inducide por alergenos cuando
existe respuesta dual (fase inmediata y tardia) y no en los que
s6lo representan respuesta inmediata (126). El componente tardio
esta asociado con la liberacidn de mediadores (27) y la fase

celular de la reaccidén inflamatoria (127) lo gQue sugiere que es
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necesaria la inflamacién para que se presente tanto la respuesta
tardia como la hiperreactividad. Ademds, es un hecho comprobado
gque la liberacidén de mediadores modula, de alguna forma, la HB.
Asi, los pacientes con asma estacional por sensibilizacién al
polen muestran marcado incremento de la hiperreactividad
bronguial durante la estacién polinica, que persiste durante
varias semanas (127). Y este hecho se ha comprobado gque sucede
tras la inhalacidén de otros antigenos, como dcaros y epitelios
de gato. En cuanto a los mediadores potencialmente
intervinientes, el hecho de que la respuesta asmatica tardia
inducida por alergeno sea inhibida por la indometacina, sugiere
gue pueden estar implicados los productos derivados del &cido
aragquidénico por la via de la ciclooxigenasa (128).

Ademds, la administracién de dosis subliminales de PGF,a y
PGD, pueden incrementar la respuesta de las vias aéreas a
inhalaciones subsiguientes de histamina (129). Esto hace suponer
que las PGs pueden potenciar la accidtn de otros mediadores, como
los LTs.

Todos estos hechos han llevado a considerar que el asma
puede ser una enfermedad gue se inicia en el epitelio bronquial
(130). La rotura del epitelic y de sus uniones intercelulares,
bién por estimulacién fisicoguimica (ozono), inflamacién (LTB,
histamina, PBM del eosinéfilo) o fuerzas posiblemente osmdticas,
pueden exponer o alterar el umbral de los receptores aferentes
para reflejos irritantes, (130) y cambios en la osmolaridad del
entorno de las células cebadas luminales pueden tener importantes

consecuencias para la activacidn de estas células (131,132,133).
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Es posible que esta hipdtesis no sea una explicacién
universal de la HB, pero parece explicar muchos de los cambios

fisiopatolégicos asociados a las vias aéreas asmaticas.
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3 — ASMA E INTOLERANCIA A AINE

El asma asociada a intolerancia a antiinflamatoriocs no
esteroideos (AINE) se caracteriza por ser un asma de evolucién
severa, en general, que sufre fuertes exacerbaciones cuando el
paciente ingiere aspirina u otros AINE. Se suele observar la
asociacidén con rino-sinupatia hiperpléasica (poliposis) con mucha
mayor frecuencia que en otros tipos de asma. Se han empleado
diversos sindnimos para definir el cuadro c¢linico, el mas
frecuente de los cuales es el de AAS triada (asma-poliposis-
intolerancia al &c. acetilsalicilico). Se utiliza también la
denominacién de idiosincrasia por aspirina, asma inducido por
aspirina, asma con intolerancia aspirina, reaccién pseudoalérgica
por aspirina. Esta preoliferacién de denominaciones se debe al
desconocimiento de su patogenia.

Clinicamente cursa como un asma intrinseco que suele
comenzar por encima de los 40 afios, afecta predominantemente a
mujeres en edad cercana a la menopausia, con evolucién a la
corticodependencia en la mayoria de los casos, aunque el paciente
no tome ningun AINE (134), y con eosinofilia elevada en sangre
y esputo. La rinitis que lo acompafia suele ser también severa,
eosinofilica, productora de anosmia, y bastante resistente al
tratamiento, pues sélo responde a dosis elevadas de esteroides,
més altas que las necesarias para controlar el asma. También se
acompafia en ocasiones de la presencia de un flush rojo-vinoso
facial, que sbélo sucede tras la ingesta de Ac. acetilsalicilico
(AAS) .

La frecuencia de intclerancia a la aspirina en pacientes

asmaticos es distinta segin que el diagndéstico se establezca por
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anamnesis o mediante prueba de provocacidén. Si el diagnéstico se
hace por anamnesis, se situa entre el 1,9% y el 19,8%, mientras
que si se hace por provocacién oscila entre el 16% y el 30-40%
seglin los diversos autores (135).

No existe otra forma de diagnosticar la intolerancia a AINE
mas que la prueba de provocacién, es decir, la administracién de
pequefias dosis crecientes de AAS, comprobando el descenso del
FEV1l, mediante espirometria (igual o superior al 20% respecto a
la basal), o del F.E.M. {(en medidas similares). No se ha
encontrado ninguna prueba de laboratorio que nos permita realizar
el diagnéstico, por lo que, desafortunadamente, hemos de someter
a los pacientes a esta prueba de riesgo. Existen, no obstante,
unas premisas de exclusién de esta prueba, como son : 12 que el
paciente presente una obstruccién fija, severa, del arbol
bronquial, y cuyc mejor FEV1l sea menor de 1,5 1,; 292 aquellos
pacientes que rechazan el tratamientoc con corticoides sistémicos
(136); 32 pacientes con sinusitis purulenta o con asma infecciosa
gque son relativamente refractarias al tratamiento con corticoides
durante las exacerbaciones infeccionsas de su asma (136,137); 49
pacientes con enfermedades psiquiatricas que interfieren con su
aceptacion voluntaria de esta prueba; 52 pacientes con vias
aéreas inestables, cuyo FEV1 cambia mis del 20% en la provocacidn
con placebo (138,136)

Los principios que rigen la provocacién oral son los
siguientes: 12 el tiempo transcurrido desde la ingestidn de AAS
hasta el comienzo de los sintomas respiratorios oscila entre los
30 minutos y 4 horas (134,139); 22 cuanto m&s irritable es el

drbol traquec bronquial, mas probabilidades hay de que se
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presente una respuesta asmidtica severa (138); 32 cuanto menores
son las dosis de AAS, menor serd la respuesta asmatica vy
viceversa, sugiriendo un fenémeno dosis-respuesta (140,141);
42las reacciones respiratorias a los AINE ocurren incluso en
pacientes pretratados con teofilina y corticoides (142); 52 tras
la provocacién positiva se produce un periodo gque oscila entre
2 y 5 dias en el que el &arbol bronquial del paciente es
refractario a una nueva prueba de provocacién (142).

No existe ningin protocclo de provocacién absolutamente
recomendado, sino que cada grupo de trabajo establece el suyo.
En la tabkla V gueda reflejado-el gue actualmente se sigue en la
Seccidén de Alergia del Hospital General "Gregorioc Marafién". El
paciente debe estar en situacidén estable, por lo gque, si es
necesario, se ajustard previamente el tratamiento con

corticoides.

3.1 -Reactividad cruzada

Las primeras reacciones adversas a la aspirina fueron
comunicadas por Hirschberg en 1902 (143), y consistieron en
angioedema, urticaria y disnea. Con la introduccién de nuevos
AINE fueron apareciendo reacciones de intolerancia a los mismos,
y asi, Storn Van Leeuwen en 1928 (144) la describid frente a
aminopirina, antipirina y luminal. Van Selow (145), Giraldo (146)
y Santer (147) describieron la intolerancia a la indometacina,
Yy mas tarde otros autores encontraron reacciones frente a la
mayoria de AINE de posterior aparicién.

La estructura quimica de estos medicamentos son muy dispares

entre si, por lo que la reactividad cruzada entre los mismos no
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parece ser de cardcter inmunolégico.

3.2 -TEORIAS PATOGENICAS.

Se han barajado diversas hipétesis para tratar de explicar
el asma inducido por AINE, y ninguna de las cuales ha obtenido
plena demostracién. A continuacién se exponen las mas

importantes:

3.2.1 ~-Mecanismo inmunolégico.

Dado que el cuadro clinico es muy parecido al del asma
desarrollado por reaccidén antigeno -IgE, se tratd de demostrar
que la aspirina actuaria de igual manera. Sin embargo, todos los
datos obtenidos aparecen contrarios a este mecanismo. En primer
lugar, las pruebas cut&neas han sido sistemdticamente negativas,
tanto empleando aspirina (148,149) aspirilpolisina (150,151),
suero con elevado contenido de aspirina (152,153), conjugados de
caseina o de seralbimina humana mas aspirina (154,155); no se ha
podido transferir pasivamente sensibilidad a 1la aspirina a
primates (156); la prueba de degranulacién de los baséfilos
frente al complejo aspirina-alblmina sérica humana es negativa
en estos pacientes ((157); y finalmente, los pacientes con este
sindrome de intolerancia a AAS muestran la misma reaccidn cuando
se les provoca con una amplia serie de AINE no relaciondos

guimicamente, como se indicd antes.

3.2.2 -Hipotesis de la acgtivacién del complemento.

Yurchack (155) sugirié que la aspirina activa directamente

el sistema del complemento, con formacién de las anafilotoxinas
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C;, ¥ Cs,y Que a su vez, podrdn estimular la liberacién de
mediadores quimicos a partir de las células cebadas. Ademas
podrian tener también un papel relevante en el desencadenamiento
de este proceso inflamatorio otras actividades dependientes de
la activacién del complemento, como la guimiotaxis leucocitaria
Yy la degranulacidén (158). En efecto, autores comc Van 0ss y cols
(159) demostraron que la aspirina tenia un papel
anticomplementario in vitro ; Aroyave y cols (160) encontraron
que se producia un descenso de los valores del CH;, mayor del 20%
sobre los basales en 3 de 7 pacientes intolerantes al AAS
durante la prueba de provocacidén con aspirina ; Voigtlander y
cols. (161) detectaron un pequefio descenso transitorio en los
valores del CH g, C,, C;, Y C; tras la administracidn de 1 g. de
aspirina en voluntarios sanos. Sin embargo, el trabajo méas
reciente de Pleskow y cols. (162), que midié la cifra de CHg, y
la actividad de C, por inmunoelectroforesis en cohete para C,,,
y de C;,en sangre venosa Y arterial en 16 intolerantes a AAS, no
pudo demostrar que se produjeran cambios significativeos, ni
durante ni después de la produccidn de broncoespasmo por aspirina

en estos enfermos.

3.2.3 -Teoria genética,

En general, este tipo de asma se presenta de forma
esporddica dentro de la poblacién, aunque se ha publicado 1la
existencia de cuatro familias en las que aparece una alta
prevalencia de asma inducido por aspirina. Pero no es sugestivo
que la enfermedad se deba a una herencia simple. De hecheo, 1la

expresién fenotipica de esta enfermedad requiere la herencia de
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varios defectos genéticos, como son : la predisposicién al asma,
una deficiencia enzimdtica en un mediador de 1la cascada
inflamatoria, y la exposicidén a farmacos gque bloqueen algln
factor o enzima del metabolismo del A.A. u otro mediador en
células selecciocnadas (163). En este sentido, Mullarkey y cols.
(164) han encontrado una prevalencia altamente significativa del
locus HLA-DQW2 en el 65% de' los asmiticos intolerantes,
prevalencia que no se halla en los individuos sanos ni en
asmaticos tolerantes. El hecho de gue no se halle en todos los
intolerantes puede explicarse, bien porque haya mas de un defecto
genético,bien porque este defecto no resida estrictamente en
dicho locus, sino que vaya asociado a él. O bien, que sea sdlo

un hallazgo no relacionado con la enfermedad.

3.2.4 -Liberacién de mediadores por las células
cebadas/baséfilos.

Algunos autores han propuesto la teoria de que la aspirina

y otros A.I.N.E. (0o bien sus metabolitos), pueden alterar 1la
superficie de las membranas de alguna o todas las células cebadas
del aparato respiratorio, o de los bas6éfilos circulantes, de
manera gue prodchan liberacién de mediadores inflamatorios. Tal
teoria presupone que una Gnica poblacién de células cebadas , que
s6lo existiria en los indivuduos asmaticos intolerantes a la
aspirina, son susceptibles a los A.I.N.E.. 0  bien,
alternativamente, que los A.I.N.E. estimulan selectivamente, y
sé6lo en los pacientes intolerantes, la formacidén de
anafilotoxinas o de 15-HETE, que a su vez, inician la liberacién

de mediadores quimicos de estas células.
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Para tratar de demostrar esta teoria se han realizado
determinaciones de los mediadores liberados durante la prueba de
provocacién positiva. Asi, Stevenson y cols. (165) encontraron
elevacién de la concentracién de histamina en sangre venosa
periférica de estos pacientes, pero también se producia el mismo
resultado en pacientes con prueba de provocacién negativa.Otro
estudio similar , relizado por Wasserman y cols. (166) no pudo
demostrar la existencia de este incremento. En un reciente
estudio multicéntrico (167) en el que se determinaba histamina,
factor plaquetarioc 4 , y factor quimiotactico de los neutrédfilos
en sangre y orina, no se ha encontrado que se produzca ningtn
cambio significativo, aunque en otros estudios si se ha podido
demostrar que se produce un incremento del factor quimiotactico
de los neutrdéfilos durante la crisis asmética inducida por
aspirina, gque no se produce con la administracién de placebo, ni
en asmaticos tolerantes cuando se les administra AAS (168, 169).

Otro punto que podria corroborar esta teoria fué el hallazgo
por Basomba y cols. (170) de la inhibicién del broncoespasmo
cuando al paciente se le hacia inhalar cromoglicato disdédico
(CGDS) (estabilizador de la membrana del mastocito) previamente
a la provocacidén con aspirina. Sin embargo, este estudio se
realizé antes de conocer que la provocacidn con aspirina positiva
induce un periodo refractario entre 2 y 5 dias, y en
consecuencia, la falta de reaccidén al AAS en la segunda
provocacidén podria haber sido causada por este periodo de
tolerancia . Cuando este periodo es tenido en cuenta, el
pretratamiento con 40 mg de CGDS no previene la reaccidén asmdtica

(171) . Otro hecho en contra de esta teoria es la existencia del
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periodo refractario tras una primera provocacidén, y la
posibilidad de realizar "desensibilizacién" con aspirina. En este
caso, no existe explicacién plausible de cdémo se inhibiria 1la

liberacién de mediadores.

3.2.5 -Intervencién de los eosinéfiles.

Dado que los eosindfilos estan muy elevados tanto en sangre
como en esputo y exudado nasal en los pacientes con intolerancia
a A.I.N.E. (172, 173), seria légico pensar gue estas células
pueden tener un papel predominante en el desencadenamiento de
este tipo de asma. Sin embargo,los eosinéfilos son sumamente
sensibles a la accidén de los corticoides , en su funcionamiento
Y en su migracidén, y como sabemos que el pretratamiento con
corticoides no inhibe el desencadenamiento del asma por
administracién de aspirina, se hace dificil admitir que sea esta

célula la primordialmente afectada.

3.2.6 -Intervepnciépn de las plaquetas.

Varios grupos de autores (174,175) han demostrado 1la
produccidn de una sustancia broncoconstrictora en el sobrenadante
de las plaquetas activadas. Se podria pensar que en los pacientes
intolerantes existiera un defecto gue afectara a estas células,
en virtud del cual se alterard la liberacidén de este factor
broncoconstrictor. Sin embargo, no hay ningGn trabajo que 1lo

demuestre como se vera después.
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3.2.7 - Accién de los A.I.N.E sobre el metabolismo del &cido
araquiddnico.

En 1971 Vane publicd que la aspirina y otros A.I.N.E.
inhiben la sintesis de las prostaglandinas in vitro (176, 177),
accidén que posteriormente fué comprobada en numerosas especies
de animales y en diversos tejidos (178). También se ha demostrado
esta accién en casi todas las c¢células humanas, con dosis
terapelticas de estos farmacos, inhibiendo la ciclooxigenasa. En
1975 Szczeklik y cols. (179) demostraron gue todos los farmacos
que presentan reactividad cruzada con el AAS inhiben igualmente
la ciclooxigenasa. A partir de estos trabajos surgid la teoria
de que el asma desencadenado por la aspirina se producia por un
bloqueo o© alteracién de esta via, tan importante en el
desencadenamiento de la cascada inflamatoria (180).

Parece confirmar esta teoria el hecho de que los farmacos
que producen mayor inhibicién del enzima sefialado (aspirina,
indometacina, 4&c. flufenadmico etc.) son 1los que inducen
broncoespasmo en los paciente con asma desencadenado por
aspirina, mientras gque los que no la inhiben (salicilamida,
paracetamol, benzidamida, cloroquina), se toleran. La
fenilbutazona (179) es menos potente inhibidor que el resto de
los A.I.N.E., y parece gue ésta es la explicacidédn de su mejor
tolerancia en estos pacientes. Por otra parte, la induccién de
tolerancia a la aspirina hace que se toleren otros A.I.N.E., y
viceversa (181, 182, 183).

La produccién de broncoespasmo inducido por la aspirina se
podria explicar de dos maneras :

-A través de una alteracién de la proporcidn relativa de las
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prostaglandinas broncoconstrictoras, F,alfa, y broncodilatadoras,
E,, con predominio de las primeras.

-0 bien por desviacién del metabolismo del a&c. araquidénico
hacia la via de la lipooxigenasa, con el consiguiente aumento de
produccién de leucotrienos broncoconstrictores.

Llegados a este punto, y dado que es motivo de esta tesis,
parece oportunc realizar un restGmen del metabolismo del ac.
araguidénico, la produccién de sus metabolitos por las diferentes
células que pueden actuar en el asma, la participacién de los
eicosanoides en la patogenia del asma, y los trabajos realizados

en este sentido en los intolerantes a aspirina.
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4 -METABOLISMOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

El Acido araquidénico (A.A.) es un Acido graso
poliinsaturado de 20 &tomos de carbono (4c. 5,8,11,14-cis-
eicosatetraenocico), que es un constituyente normal de los
fosfolipidos que forman muchas membranas biolégicas.Se sintetiza
a partir del &ac. linoleico, que se trsnforma en dihomo-gamma-
linoleico, y este en 4c. araquidénico (184). La liberacién del
A.A. de las membranas celulares puede ser estimulada por una
variedad de seflales bioldgicas, incluyendo activacién del
receptor especifico, interaccién antigeno-anticuerpo, estimulos
fisicos tales como el frio, o alteraciones iénicas del medio
(185).

No se encuentra libre en las membranas, sino que estéa
esterificado en lipidos complejos, habitualmente fosfolipidos,
que son un grupc de bases de fosfoglicéridos, sobre todo
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, y
se halla situado en la posicién 2 del esqueleto del glicerol
(Fig. 2).

Aunque la mayoria de las células presumiblemente liberan
A.A. a partir de los fosfolipidos por accidén de la fosfolipasa
A2 (fig. 1), la accidn secuencial de la fosfolipasa C, seguida
por una diglicérido lipasa, puede tambien liberar A.A. (186)
(fig. 3).

En las figuras 4, 5, 6 y 7 se expone de forma resumida el
metabolismo del A.A. a través de sus dos vias principales,
ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Es dudoso gue se produzca la via
epoxigenasa in vivo.

La c¢iclooxigenasa es un complejo enzimdtico asociado al
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grupo heme, que cataliza la incorporacién de oxigeno molecular
en la molécula del A.A., seguido de cierre del anillo, gue
produce los endoperdxidos intermedios PGG, y PGH,, éste Gltimo
por accidn de una peroxidasa. La ciclooxigenasa y la peroxidasa
se encuentran en casi todos los tipos de células (187), pero el
paso siguiente a prostaglandinas y tromboxanos s6lo lo hacen
células altamente especializadas.

Las lipooxigenasas son una familia de enzimas citosdélicas
con importante especificidad de cé&lula. Las tres enzimas mas
importantes de la lipooxigenacidén de los mamiferos son las 5, 12,
y 15 lipooxigenasas, en las dque el ndmero indica el nimero del
Atomo de carbono donde se introduce una molécula de oxigeno,
formandose producteos inestables, el 5, 12 , 15 HPETE, dque
rapidamente se transforman , por via enzimdtica y por un
mecanismo de reduccién no enzimatico, en los correspondientes 5,
12, 15 HETE (188). Es la 5 Llipooxigenasa la gque actda en
neutré6filos, monocitos, macréfagos y células cebadas (189); la
via 12 lipooxigenasa se forma primordialmente en plagquetas (190),
y la 15 lipooxigenasa en eosinéfilos, células endoteliales vy
células epiteliales (191, 192). Posteriormente, en todas las
vias, se forman andlogos de los leucotrienos A, B, ¢, D, ¥ E,
(193). Los tres QUltimos constituyen la antigua sustancia de
reaccién lenta de la anafilaxia (SRS-A), Y se conocen tambien con
el nombre de Cé6 leucotrienos sulfidopéptidos, siendo la porcién
peptidica glutation para el leucotrieno C, (LTC,) ,
cisteinilglicina para el leucotrieno D, (LTD,) Yy gamma-
glutamilcisteina para el leucotrieno E, (LTE,) (188).

En 1984 se describieron en los neutrdéfilos una serie de
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compuestos derivados de trihidroxitetraenos, que han sido
llamados lipoxinas, y de los que se conocen dos, la lipoxina A
(LXA) y la lipoxina B (LXB) (194).

Aunque todas las células humanas due se han examinado
expresan actividad ciclooxigenasa y una o més actividades
lipooxigenasas, s6lo 1las células cebadas, varios tipos de
leucocitos, plaquetas y células endoteliales y epiteliales de
diversos ©6rganos generan y secretan cantidades suficientes de
estos mediadores para influir a otras células en la reaccién

alérgica (188) (fig. 8).

4,1 ~Produccidén de eicosancides en tejidos y células.

En la tabla VI se muestra la produccidén de metabolitos del
A.A. por tejidos y células humanas (195). Repasaremos brevemente
aquellos que nos interesan en este trabajo.

19~Pulmdn

El tejido pulmonar de una gran variedad de especies animales
tiene capacidad metabélica para producir prostaglandinas (PGs),
tromboxanos (Txs), LTB,, y sulfidopéptido leucotrienos, aunque
puede variar su proporcidn entre especies y entre los diferentes
tejidos pulmonares estudiados dentro de una especie. Asi, en las
tiras de pulmdén de cobaya se ha visto que el LTA, se transforma
en LTB,, C,, D,, ¥ E,, mientras que en el tejido traqueal aislado
s6lo se produce LTB, (196). En cambio, el tejido bronquial
central y periférico puede convertir el LTC, exégeno en LTD, y E,
(196, 197). Las tiras del parénguima pulmonar humano pueden
tambien catalizar la conversidén de LTC, a LTE, y D, (198). Las

células epiteliales de traquea humana producen solamente PGE, y
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PGF,alfa (199).

La produccidén in vitro de leucotrienos por el tejido
pulmonar puede ser especifica de estimulos (200). Cuando se
estimula parénquima humanoc con ionéforo de Calcio A 23187 se
produce predominantemente sulfidopéptido leucotrienos, que se
presentan como LTE, y menores cantidades de PGD,. Pero cuando el
tejido es sensibilizado con IgE y estimulado con anti-IgE, el
metabolito predominante es PGD,. Tambien se ha demostrado que el
parénquima pulmonar produce prostaciclina (PGI,) y su metabolito
6-ceto-PGF, alfa, y en menores cantidades, PGF,alfa, TxB,, Yy PGE,
(201).

2¢9-Baséfilos y células cebadas pulmonares

Los baséfilos producen LTC,, que es metabolizado a D, Y E,
(202, 203), y pequefias cantidades de 5-HETE, y no producen PGD,.
Los mastocitos pulmonares producen predominantemente PGD, (204)
y pedquefias cantidades de TxB,, 6-ceto-PGF,alfa, PGE, y PGF,alfa
(205), y LTC, (202,203). Si se toman células cebadas pulmonares
aisladas y se estimulan con IgE-Fc, se produce predominantemente
PGD,, pero si estas células se incuban con fibroblastos de ratdn
3T3, al cabo de 7 dias el mismo estimulo produce cantidades
similares de LTC, y PGD, (206). Esto podria significar que, o
bien al aislar las células cebadas se altera la via de la 5-
lipooxigenasa, o bien gque la presencia de los fibroblastos
proporciona unos factores criticos similares a los que se pueden
producir en el pulmédn humano. Tal vez esté relacionado con este
experimento el hecho publicado de que los mastocitos con
caracteristicas de los 1llamados de mucosa elaboran grandes

cantidades de leucotrienos, en tanto que los llamados de tejido
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conectivo generan PGD, y parecen carecer de la via 5-
lipooxigenasa (207, 208).

32-Bosinéfilos

Los eosinéfilos humanos y de ratén, cuando son estimulados
con iondforo de Calcio y A.A. exbgeno, lo metabolizan
predominantemente hacia la via lipooxigenasa, siendo su producto
mayor el 15-HETE, junto con otros productos de 1la 15~
lipooxigenasa y 5-1lipooxigenasa (209, 210). Tambien producen LTC,
y LTD,, tanto en animales como en humanos, y tanto en individuos
sanos como en pacientes con eosinofilia (211, 212, 213).

42-Linfocitos

El principal metabolito del A.A. en los linfocitos T humanos
es el 15-HETE, con cantidades significativas de 11 y 5-HETE,
mientras que se detectan pequefias cantidades de LTB, (214).

S2-Plaquetas

Producen preferentemente TxA,, que se degrada a TxB,, 12~
HETE, y pequefas cantidades de PGD, (215, 216).

62-Neutrofiloes

Producen LTB, (217) y lipoxinas (194), asi como pequeiias
cantidades de TxB,, PGE,, y PGF,alfa (195).

72-Monocitos periféricos y macréfagos alveolares

Ambos tipos de células son parte de una familia de células
fagociticas mononucleares que se encuentran practicamente en
todos 1los drganos. Los macrbdfagos alveolares derivan de los
monocitos sanguineos (218). A nivel pulmonar se hallan en tres
localizaciones : en el alveolo, en el tejido intersticial, y en
la luz de las vias aereas (219). Como se sefiald antes, los

macréfagos alveolares son las células predominantes entre los
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leucocitos que se obtienen del lavado broncoalveolar.

Ambas son capaces de ejercer fagocitosis, procesar antigenos
y generar mediadores. Estd comprobada la activaciédn inmunoclégica
de los macréfafos por estimulos dependientes de los receptores
IgG-Fc (220). En este trabajo, no se entra a considerar las
funciones de fagocitosis, ni proceso de antigenos, ni secrecidn
de interleuquinas.

Los macré6fagos alveolares y monocitos sanguineos liberan un
amplio nimero de moléculas en respuesta a diversos estimulos,
muchos de los cuales Se suponen que juegan un papel importante
en la patogenia del asma bronquial.

En la tabla VII se exponen los mediadores liberados por
estas células con capacidad para intervenir en el asma bronquial
{221). Tambien se ha publicado que generan lipoxinas (222).

Posteriormente se expondran con amplitud los estudios
realizados en liberacién de PGs y LTs en relacidn con su posible

participacidén en el asma bronguial.

4.2 -Receptores tisulares de eicosanoides.

Una vez que los eicosanoides han sido elaborados por el
tejido pulmonar o por las células residentes en el pulmén,
ejercen sus efectos a través de receptores especificos tisulares.
La evidencia experimental demuestra que los leucotrienos se ligan
a los tejidos de forma reversible, saturable y con especificidad
estereoquimica.

Los datos acumulados hasta hoy sugieren la existencia de
receptores diferentes para LTB4, y LTD,, y posiblemente, para LTE,

(223) . Se han descrito receptores para LTC, en un amplio nimero
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de tejidos, como cerebro, higado, rifién, y pulmén, pero los
estudios realizados hasta ahora muestran que parece tener poca
especificidad (218). El receptor para LTD, s6lo se ha encontrado
en pulmdn (224) y parece espcifico y saturable. El receptor para
LTE, parece muy similar al de LTD, (225} y ambos parecen ser
glicoproteinas (224). El receptor para LTB, se ha detectado en la
membrana de polimorfonucleares (226,227).

También se han descrito receptores para los prostanoides
(228). Y existe una teoria, basada en miltiples estudios
experimentales, para explicar de forma conjunta la accién de
todos los eicosanoides a través de sus receptores. Segin Smith
(228) los eicosanoides actuarian a través de un receptor ligado
a la proteina G para producir sus efectos celulares (fig 9). Se
sabe que cuando diferentes proteinas G se activan por interaccidn
con sus ligandos apropiados, se producen cambios en la
concentracién de sequndos mensajeros (AMP ciclico, InsP;, InsP,,

#*), o de iones intracelulares (K' y/o quizas

diacilglicerol o Ca
Na' e H"), por estimulacién de la adenilato ciclasa, inihibicién
de la misma, activacién de la fosfolipasa C, apertura o cierre
de los canales de ca® o de K, o posiblemente, promoviendo
intercambio de Na'/H'. La multitud de efectos bioldgicos
porducidos por los eicosanoides pueden ser entendidos si
existieran varios tipos de receptores especificos para cada
eicosanoide, con cada receptor acoplado a diferentes proteinas
G, gque median diferentes acontecimientos bioquimicos. Pueden
incluso existir subtipos de receptores de eicosanoides acoplados

a la misma proteina G, como parece ser el caso con los receptores

beta y alfa, adrenérgicos.
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4.3 - Acciones fisiolégicas de los eicosanocides.

Los efectos de estos mediadores se ejercen directamente
sobre el misculo liso, vasos sanguineos, células epiteliales,
gladndulas, leucocitos y células del sistema nervioso. 5Sus
acciones resumidas se exponen en la Tabla VIII y IX (188).

En conjunto, los sulfidopéptidos leucotrienos (LTC,, D, y E,)
son mas potentes broncoconstrictores que los PGs y Txs. Cuando
se toma tejido pulmonar de pacientes con asma y se estimula con
el alergeno correspondiente, el curso y la intensidad de la
broncoconstriccién resultante son atribuibles a estos LTs puesto
que no se modifica por 1la adicién de inhibidores de la
ciclooxigenasa, ni por antihistaminicos, y se suprime por
inhibidores de la actividad 5-lipooxigenasa (229).

Los LTC,-D,~E, son de 200 a 20.000 veces mas potentes que la
histamina estimulando la contraccién de tejido pulmenar humano
Yy de cobaya (230). Sin embargo, estos leucotrienos presentan
solamente de 30 a 100 veces mayor potencia que la histamina en
producir contraccién de la trdquea humana y de cobaya. Esto
parece indicar que son mds activos sobre las vias aéreas pegqueiias
que sobre las grandes, y corresponde con estudios in vivo en el
cobaya (231). No obstante, esta diferencia de accién se ha puesto
en duda después de los trabajos de Smith y cols (232), en los que
obtienen, tras las inhalacién de los mismos LTs en humanos,
acciones equivalentes sobre las vias aéreas pegquefilas y grandes.

El LTE, y probablemente otros LTs sensibilizan a las vias
aéreas pulmonares para el efecto broncoconstrictor de otros
agonistas, por lo que son posibles candidatos como uno de los

productores de la hiperreactividad brongquial en el asma (233).
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Las prostaglandinas producidas por los pulmones humanos son

PGI,, PGF,alfa, PGE, y PGD,, en orden decreciente de cantidades,

2r
y tienen efectos opuestos sobre las vis aéreas. La actividad
broncoconstrictora del TxA,, PGF,alfa y PGD, es mucho mayor dque
la accién broncodillatadora de los PGE, y PGI,.

Nos interesa también conocer la actividad sobre leucocitos
y otras células implicadas en las enfermedades alérgicas. La
PGE,, PGI, y PGF,alfa son capaces de modular los acontecimientos
iniciales de la respuesta inmediata de hipersensibilidad. La PGE,
y PGI, inhiben 1la degranulacién de mastocitos elevando 1la
concentracidn de AMP-C, y contrariamente, la PGF,alfa aumenta la
degranulacién de las células cebadas elevando la concentracién
de GMP-C (234).

El LTB, estimula 1la quimiotaxis y quimioquinesis de
neutréfilos y eosindfilos, en potencia similar a la anafilotoxina
Cs, (235). Ademds de activar los neutrdfilos, hace que liberen
sus enzimas lisosonales y la generacidén de supedxido (236)}. Y ,
junto con el 5-HETE, aumenta la expresién de receptores para C;,
en neutréfilos y eosindéfilos, que conduce a la amplificacién de
la respuesta inflamatoria 1local (237).

Se han descrito numerocsas propiedades inmunoreguladoras para
los diferentes productos derivados de lipooxigenasa Yy
ciclooxigenasa, como se expone en las tablas VIII y IX, que no
es tema de este trabajo.

Respecto a las lipoximas, se ha descrito que la LXA, contrae
las tiras de parénguima pulmonar in vitro, con una curva dosis-

respuesta paralela a la producida por el LTD,, siendo unas 10.000

veces menos potente que el LTD,. Esta accidn no se afecta por
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inhibidores de la 5-lipooxigenasa, ni por la indometacina. La
LXA, no produce contraccidn en el tejido tragqueal, y la LXB, no
contrae parénquima ni traquea (238).

Ademas de estos efectos gue podriamos llamar primarios, se
han descrito otros efectos secundarios, principalmente de los
productos de la via lipooxigenasa. Se definen como aquellos
mediados por factores producidos en las células diana o tejido,
en respuesta a la introduccién de estimulos derivados de los
productos del A&Ac.araquidénico. Estos efectos se demuestran
funcionalmente cuando la respuesta se previene por inhibidores
farmacolégicos, o antogonistas de mediadores, gue actfian sobre
mediadores diferentes a los que originaron el estimulo. Por
ejemplo, el LTB, puede tener accién broncoconstrictora cuando se
administra intravenoso, por inducir formacién de TxA, en el
tejido pulmonar (239). También los LTC,~D, y E, aumentan la
adherencia de polimofornucleares a las superficies, y disminuyen
la adherencia de plaquetas a las superficies endoteliales
lesionadas, a través de la generacién secundaria y local de TxA,
y PGI, (240). Los efectos secundarios del LTB, produciendo
aumento de la permeabilidad de la microcirculacidén cuténea y la
produccidn de hiperalgesia son dependientes de neutréfilos
(241) .

Hay muchos de estos efectos secundarios. Los eicosanoides
de una célula pueden influenciar la produccién de eicosanoides
por otras células. Por ejemplo, el 15 HETE de eosindéfilos,
células epiteliales y endoteliales estimulan la actividad 5-
lipooxigenasa en algunas células cebadas, e inhiben la expresada

por macréfagos, neutrdofilos y linfocitos (242).
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La actividad de unos eicosanoides puede ser inhibida
competitivamente por otros eicosanoides. Asi la PGE, aumenta
significativamente la marginacién de neutréfilos en los tejidos,
que es iniciada por LTB, (243). La accidn broncodilatadora de la
PGE, en las vias aéreas del cobaya puede ser revertida
parcialmente por los efectos broncoconstrictores del LTC, (244).

Los eicosanoides también pueden modular los efectos de otros
mediadores no relacionados. Asi, si en el cobaya se administra
una minima cantidad de LTD, en aerosol, aumenta notablemente la
contraccién posterior inducida por histamina o por acetilcolina
(245) .Y de forma similar, se puede aumentar la hiperreactividad

brongquial en pacientes asmaticos.
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5 = EICOSANOIDES EN ENFERMEDADES ALERGICAS.

Se deduce due las acciones expuestas antes que los
metabolitos del AA pueden jugar un papel importante en 1la
patecgenia de las enfermedades alérgicas. Las células gue se
consideran importantes en estas enfermedades estadn situadas en
lugares en los que pueden entrar en contacto rdpidamente con los
agentes externos y con alergenos. Son prominentes en las
superficies de las mucosas, piel, tracto gastrointestinal vy
aparato respiratorio, y son potentes productoras de estos
metabolitos proinflamatorios.

No se conoce bién la forma en gue entran en contacto los
alergenos en las células consideradas como activadas de forma
primaria por mecanismo IgE dependiente: mastocitos, baséfilos,
y probablemente macrdfagos. Lo mismo ocurre respecto a otras
células gue son importantes en posteriores secuencias de 1la
reaccidn, como son eosinéfilos, neutrdéfilos y linfocitos.

Mientras gque los metabolitos de la ciclooxigenasa se pueden
dividir en metabolitos mds o© menos proinflamtorias vy
antiinflamtorias, los productos de la via lipooxigenasa tiene,
en general, sdlo propiedades proinflamatorias. Se supone que los
productos de la lipooxigenasa juegan un papel importante en estas
enfermedades, dado que tienen notables propiedades en este
sentido, como es la contraccién del msculo liso, estimulacién
de la quimiotaxis y quimioquinesis de neutréfilos y eosinéfilos,
activacién de los mismos, ademdas de presentar propiedades
inmunorreguladoras. Sin embargo, s6lo en situaciones aisladas se
han podido medir en los fluidos bioclégicos humanos de varias

enfermeddes alérgicas, cuyo restimen podemos ver en la tabla X
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(188,195).

5.1 - Eicosanocides y asma humano. Estudios sobre su posible

intervencidn.

Las acciones de 1los leucotrienos expuestas antes,
especialmente los de los constituyentes de la antigua SRS-A, su
liberacién por tejidos pulmonares Yy células tras diversos
estimulos, entre ellos el mediado por IgE, los hace ser firmes
candidatos a ocupar un puesto muy destacado en la patogénesis del
asma brongquial humano, aunque la demostracién definitiva de esta
teoria aGn no se ha logrado de forma concluyente (246). Si
aparece mas claro su participacién en numerosos trabajos
realizados en animales de experimentacién (247).

En cuanto a la implicacién de las prostaglandinas, esta atn
menos demostrado. Los estudios hechos en asmaticos extrinsecos,
en los que se pretende inhibir la via ciclooxigenasa mediante la
premedicacié4n con indometacina y la posterior inhalacidén del
antigeno adecuado muestran gque no se produce ninglin cambio
respecto a la provocacién sin premedicacién (248). Sin embargo,
en ningunc de los trabajos se ha demostrado que la dosis de
indometacina administrada produzca inhibicién de 1la via
ciclooxigenasa en el pulmén. Las acciones de la PGD, induce a
pensar que puede jugar algan papel en la complicada patogenia del
asma.

Se han querido equiparar los estudios realizados en rinitis
con el asma, dado que en la primera es mucho mds accesible la
recogida de exudados. Asi, se ha demostrado la produccién de LTC,

en el exudado nasal en voluntarios adultos alérgicos tras la
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inhalacién experimental de pdlenes (249), y tras la exposicién
al aire frio (250). También se ha comprobado que se produce
aumento significativo de los niveles de LTC, en la secrecién
nasofaringea de nifios alérgicos a pdlenes durante la estacién
polinica (251).

En el asma humano, el nfimero de trabajos significativos es
menor. Se ha demostrado que la inhalacidén de LTE, en pacientes
con asma aumenta la hiperreactividad bronquial a la histamina en
forma significativa respecto a los controles (252). De forma
indirecta, se deduce la participacidén de LTE, en el asma alérgico
al encontrar niveles incrementados del mismoc en orina tras 1la
provocacién inhalativa (253).

Mas demostrativos parecen los resultados de los estudios
realizados en 1liquido de 1lavade broncoalveolar (LBA), en
pacientes con asma moderado activo. En 1986 Murray y cols (254)
no encontraron leucotrienos en el liquido de LBA tras la
provocacidn inhalativa, pero si detectaron la presencia de PGD,
en hiveles elevados. Quiz&s la ausencia de LTs se deba a la
recogida precoz de las muestras, puesto que analizan el liguido
obtenido a los 9 minutos de la provocacidén. Posteriormente, Lam
y cols (255) demuestran gue se encuentra en dichc liguido un
metabolito del LTB,, el 20-OH-LTB,, asi como pequefias cantidades
de LTD, y LTE,. No consiguiercon detectar LTC,, quizis porque se
hubiese metabolizado rédpidamente a LTD, y E,. Por el contrario,
no se detecta ninguno de estos leucotrienos en los voluntarios
sanos que utilizan como control.

También detectan la presencia de leucotrienos en el liquido

de LBA Wardlaw y cols (256). Encuentran LTB, y LTC,, y menores
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cantidades de LTD, y LTE, en concentraciones incrementadas en
los sujetos con asma activo, pero no en los que tenian historia
de asma ¥y gue no presentaban sintomas en el momento de realizar
el estudio, ni los sujetos controles.

Utilizando técnica similar de provocacidn inhalativa con
alergeno, Wenzel Y cols (257) miden PGD,, Txs
(broncoconstrictores) Y PGE, b4 6-ceto~PGF,alfa
(broncodilatadores) a los 5 minutos de 1la provocacién, en
asmaticos alérgicos, asmiticos intrinsecos, sujetos atépicos no
asmaticos y sujetos sanos. Tras la provocacidn, en los asmaticos
extrinsecos se produce un incremento significativo de PGD, y Txs
sobre los restantes grupos; los atépicos no asmdticos tienen un
minimo incremento de estos mediadores, y no cambian en los
restantes grupos. No se produce ningtn cambio significativo en
los niveles de PGE, ni 6-ceto-PGF,alfa en ningGn grupo,
concluyendo que en los asmdticos alérgicos se produce un
incremento de hasta 5 veces en los prostanoides
broncoconstrictores, en tanto que no aumentan los
broncodilatadores, por lo que sugiere que este cambio puede ser
importante en la patogenesis del asma. No miden leucotrienos.

Parece, pues deducirse de estos estudios la participacién
de los lecucotrienos y PGD, en el asma activo.

Otra forma de estudiar la participacidn de estos mediadores
en el asma humano es empleando antagonistas de los mismo. Los
estudios realizados con un antagonista de los receptores para
LTD,, 1la sustancia llamada L-649,923, ha demostrado que es un
inhibidor débil del LTD, inhalado en el hombre (258), y que tiene

un pequefioc efecto inhibitorio en la broncoconstriccidén inmediata
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tras la inhalacién de antigenoc en sujetos con asma moderado
(259) . Empleando otro antagonista, el LY718813, antagonista de
LTD, ¥y E,, se ha encontrado que se reduce de forma significativa
la respuesta al ejercicio en pacientes con asma moderado (260),
y a la inhalacién de aire frio (261). Cuando se emplea en
provocacion inhalativa con antigeno, se obtiene una reduccién
pequefia, pero significativa, en la respuesta broncoconstrictora
inmediata, pero no en la tardia (262).

Otros autores (263) han tratado pacientes asmd&ticos con LY
171883 en doble «ciego durante 6 semanas, midiendo 1los
requerimientos de broncodilatadores, las variaciones del pico-
flujo expiratorio a diario, y realizando espirometrias semanales.
Tras el tratamiento con el antagonista, mejora el FEV, y se
reduce de forma moderada la utilizacion de broncocdilatadores.

En resumen, los estudios con liquido de lavado
broncoalveolar comienzan, pues, a comprobar la presencia de
eicosanoides en los pacientes con asma, aunque también se los
puede encontrar en otras enfermeddes pulmonares (256). Este
método puede ser el mids demostrativo, pero es dificil obtener un
nimero considerable de pacientes, sobre todo que padezcan asma
severo, Yy que noc estén sometidos a tratamiento, especialmente con
corticoides, a los que se les pueda realizar LBA, por lo gque los
pasos en este sentido seran lentos. Y respecto a los trabajos con
farmacos antagonistas, los resultados obtenidos no parecen
demasiado satisfactorios, quizas porgque los productos empleados
no son lo suficientemente potentes, o, lo gque parece méas
plausible, porque en la patogenia del asma intervienen otros

mediadores, ademids de los LTs.
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5.2 — Eicosanoides vy asma por intolerancia a AINE.

A pesar de que la teoria gque implica una alteracidn en el
metablismo del A&cido araguiddénico en la patogenia del asma
inducido por aspirina es la mds loégica, los estudios realizados
in wvivo muestran resultados poco concluyentes hasta la
actualidad. Reumirenos los mas significativos.

Seria interesante el estudio del metabolismo de los
eicosanoides en tejidos del tracto respiratorio de estos
pacientes, pero es dificil poder acceder a ello. Al ser mas
factible, se ha estudiado en tejido de pdlipos nasales de
pacientes asmaticos con y sin intolerancia a AAS. En ambos casos,
se produce una formacién incrementada de TxA, en los pdlipos, en
relacién al tejido nasal sano, mientras gque se detecta formaciédn
de PGE, en el mismo rango que en los controles sanos (264).

Otra forma de estudiar el metabolismo de los eicosanoides
es utilizando las células posiblemente implicadas en el asma.
Asi, Godard y cols (265) han encontrado que los macréfagos
alveolares obtenidos por LBA de pacientes con asma intolerantes
a la aspirina liberan menores cantidades de PGE,, PGF,a y TXB, que
los macrdéfagos de sujetos normales y de pacientes con asma
extrinseco, apuntando la posible existencia de un defecto
intrinseco en el metabolismo del &c. araquiddnico en pacientes
intolerantes. No realizaron determinaciones de LTs.

Dado que una posible alteracién podria residir en la accidn
de los TxA,, TXB,, broncoconstrictores, se ha administradec un
inhibidor especifico de la tromboxano sintetasa a pacientes con

intolerancia a AINE. Se comprobd que no altera la sintomatologia
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de estos pacientes, aunque si se demostrd gque inhibe la
generacién de TxA, en las plaquetas de los mismos (266).

Goetzl y cols (267) utilizan los basdfilos circulantes para
la medicidn de eicosanoides liberados en asmaticos intolerantes,
asmaticos tolerantes y controles sancos y miden la liberacién
basal de PGE, y LTD, con estimulo de anti IgE humana, y su
posible alteracidén al afiadir aspirina. Encuentran que se produce
una supresién mayor en la generacién de PGE, al afiadir aspirina
en los baséfilos de asmaticos intolerantes, mientras que la
generacién de LTD, se inhibe discretamente por la adicidén de
aspirina en 1los sanos y en los asmidticos extrinsecos, vy
practicamente no se inhibe en los asmiticos intolerantes.

Capron ha dguerido implicar a 1las plaquetas en esta
enfermedad. Ha realizado trabajos en los gue demuestra que las
plaquetas humanas, que contienen receptores para IgE, cuando se
sensibilizan de forma pasiva y se estimulan con el antigeno
adecuado o con anti IgE humano, producen un proceso de activacién
plaquetaria selectivo, en virtud del cual liberan metabolitos de
6xigeno citotéxicos, capaces de matar a las larvas del
squistosoma mansoni (268). Estudian mediante esta técnica las
plaquetas de asmaticos intolerantes, asmidticos tolerantes vy
controles sanos, que se comportan por igual en todos los grupos,
en condiciones basales. Tras la administracién in vitro de AAS,
indometacina y flurbiprofen, se induce una mis intensa activacién
en las plaquetas de los intolerantes que en las de los restantes
grupos (269). Utilizan la misma técnica empleando monocitos
periféricos de los mismos grupos de pacientes (los monocitos

también producen mediadores capaces de matar parasitos (270)),
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sin que encuentren que se produzca un fenémeno similar. Concluyen
que las plaquetas de los asmaticos intolerantes a la aspirina se
caracterizan por presentar una respuesta funcional, selectiva,
frente a los farmacos inhibidores de la ciclooxigenasa, expresada
por la generacidn de mediadores citotéxicos.

Se ha dado un paso adelante en estos estudios utilizando a
los pacientes, tratadndolos con diversos productos que inhiban
alguno de 1los pasos metabélicos del A.A. y provocandolos
posteriormente con aspirina. Basandose en los trabajos de Kuehl
(271) que encuentran, in vitro, que la PGE, Yy la PGI, inhiben las
etapas iniciales en la formacidn de LTs, y en los de Mugridge y
cols (272), en los que la PGI, contrarresta la accién
broncoconstrictora de los leucotrienos en el miasculo liso de
cobaya, Nizankowska y cols (273) tratan a un grupo de asmaticos
inteolerantes con perfusién endovenosa de prostaciclina y con
placebo, provocandolos a continuacidén con aspirina. En ambos
casos, tratamiento con placebo y con PGI,, no se produce ninguna
proteccién frente a la provocacién. Al mismo tiempo, determinan
la activacién de las plaquetas en estos pacientes, gue es
inhibida por la dosis de PGI, administrada. De este trabajo
deducen que la prostaciclina no ejerce ningiin efecto regulador
en los bronguios de los asmd&ticos intolerantes a la aspirina, y
por otra parte, que la inhibicién de la activacidn de 1las
plagquetas por este producto, (a pesar de lo cual se produce
broncoespasmc tras la provocacién), hacen dificilmente creible
la teoria de Capron expuesta antes.

El mismo grupo de autores (273) estudian de igual forma el

posible efecto protector gque el Piriprost (U60,257), potente
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inhibidor de 1la sintesis de leucotrienos por ser inhibidor
especifico de la S5-lipooxigenasa, deberia tener en el asma
inducido por aspirina. Encuentran que la administracién de este
inhibidor por via inhalatoria no protege frente a la provocacidn
con aspirina, conluyendo que, o bién este fa&rmaco no es Ilo
suficientemeﬁte eficaz in vivo, o bién que los leucotrienos no
son los principales responsables de la broncoconstriccidn
inducida por AAS, apuntanto la posibilidad de que los mediadores
causales sean otros eicosanoides, quizés las lipoximas u otros
metabolitos todavia no concocidos.

Sin embargo, a pesar de estos lGltimos trabajos, todavia no
se puede descartar la participaciédn de los eicosanoides en este
tipo de asma, a la luz de otros hallazgos. Asi, Ferreri y cols
(274) han cuantificado los niveles de PGE,, LTB, y LTC, en la
secrecidn nasal de los siguientes grupos de pacientes: rinitis-
asma por AAS, asma sin rinitis por AAS, rinitis-asma por
intolerancia a AAS desensibilizado, asmaticos tolerantes vy
controles sanos. Tras la provocacién con AAS encuentran aumento
en el nivel de LTC, solamente en el grupo rinitis-asma inducido
por aspirina, y no en los restantes grupos, ni siquiera en el que
padece asma por aspirina de forma exclusiva. No detectan
alteraciones en la produccién de PGE, ni de LTB, en ninguno de
los grupos tras la administracién de una pequefia dosis de AAS
(100mgrs), pero si se administran dosis elevadas (650 mgrs),
disminuye la produccién de PGE, en sanos, asmaticos tolerantes y
en asmiticos intolerantes desensibilizados (no administraron
esta dosis a los asmaticos intolerantes no desensibilizados por

razones obvias).
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En otro estudio realizado por Arni y cols (275) miden la
hiperreactividad bronquial con histamina y LTE, en sujetos con
asma por intolerancia a AAS y con asma tolerantes. Se produce un
marcado y selectivo incremento en la hiperreactividad por LTE, en
los intolerantes, incremento  que disminuye de forma
siginificativa cuando los sujetos intolerantes son sometidos a
"desensibilizacién" con aspirina, y concluyen en 1la posible
existencia de una “disregqulacién™ de los receptores para LTE, en
las vias aéreas de los asmidticos por aspirina.

Y recientemente Christie y cols (276) han medido 1la
concentracién de LTE, en orina en pacientes con Yy sin
intolerancia a AINE. Existe una concentracién basal incrementada
en los asmaticos intolerantes, produciéndose un mayor aumento
tras la provocaciédn con AAS. La validez de la determinacién de
LTE, en orina viene avalada por los estudios de Maltby y cols
(277) .

En conclusidn, todavia no se ha definido cual o cuales
puedan ser las alteraciones en el metabolismo de los eicosanoides
en los asmaticos intolerantes a 1la aspirina, si es que se
producen, ni cual o cuales son las células diana de estas

posibles alteraciones.
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6.- PAPEL DE LOS MACROFAGOS ALVEOLARES Y MONOCITOS PERIFERICOS
EN EL ASMA BRONQUIAL.

Es indudable que células como los eosinéfilos y las células
cebadas tienen un papel fundamental en la patogenia del asma
bronquial. Peroc es muy probable que también intervengan otras
células.

Una razon importante para pensar en la intervencién de los
macréfagos alveolares en el asma bronquial es el hecho de que
posean receptores de baja afinidad para IgE (278). La activacion
de los macr6fagos por la uniédn antigeno-IgE, ¢ por la unién con
IgG-anti IgE demuestra que se produce el mismo mecanismo de
puenteoc del receptor que se requiere para la activacién de los
mastocitos (279). Aproximadamente el 10% de 1los monocitos
periféricos y de los macréfagos alveolares humanos de sujetos no
atépicos portan receptores para IgE (280). El1 nGmero de estos
receptores se incrementan en los sujetos atdpicos, comparados con
los normales, y asi, Melerwicz y cols (280) encontraron que el
80% de los monocitos periféricos de los pacientes con dermatitis
atdopica severa contienen estos receptores, y que los pacientes
con asma severo y con dermatitis atépica tratada con corticoides
tienen el porcentaje m&s bajo encontrado dé estos receptores.
Otros estudios revelan que el 20% de los macrdéfagos alveolares
de pacientes asma atdpico moderado contienen receptores para IgE
(281).

Adem&s de esta razdén, una relacidén potencial entre los
fagocitos mononucleares y el asma atdpico consisten en 1la
posibilidad de gque estas células orguesten o participen en la

respuesta inflamatoria que se lleva a cabo en las vias aéreas de
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los sujetos con asma atépico o extrinseco. Con los macréfagos
apropiadamente posicionados para contactar con los alergenos
inhalados cuando llegan al epitelio de las vias aéreas, es
plausible pensar gque los macréfagos pueden liberar factores
quimotéacticos que son responsables de la migracidén directa de los
neutréfilos y eosinéfilos de las vias aéreas. A este respecto,
es importante destacar que los macrdfagos son capaces de liberar
al menos 6 factores quimiotacticos para neutréfilos, como son:
LTB, (282), PAF (283), factor de necrosis de tumores (284), Cg,
(285), factor de crecimiento derivado de plaguetas (286), y una
molécula de Pm 10.000, gue alin no ha sido completamente
caracterizada (287). Es interesante sefilalar que la PGD, (285)
(supuestamente liberada por los macrdfagos), potencia 1la
quimiotaxis inducida por LTB,, pero que no es por si misma, un
guimotéctico significativo para los neutréfilos. Ademés, los
macréfagos son modificadores potenciales de la participacidn de
los eosindfilos en el asma, y de la secrecidén de mediadores por
estas células, pues liberan al menos dos sustancias gque afectan
directamente al eosindéfilo, como son el LTB,, potente
quimotactico para eosinéfilos (288), y el PAF (289%). Elsas y col
{(290) han publicado que los monocitos periféricos humanos liberan
factores que aumentan dos funciones de los eosindfilos
bioclégicamente importantes: la toxicidad para helmintos y 1la
generacidén de productos de la 5-lipooxigenacién. Otros autores
han informado de la influencia de los monocitos como reguladores
del metabolismo enddgeno del dc. araquidénico en los eosinéfilos
(291,292). Recientemente se ha identificado un producto derivado

de los macrdéfagos alveolares de asmaticos, que incrementa la
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generacién de LTC, por los eosinéfilos humanos, como un factor
estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos. Este factor
no se ha encontrado usando macréfagos alveolares de individuos
sanos (293).

Estos hechos hablan a favor de la interaccidén entre estos
dos tipos de células como contribuyentes a la inflamacidén que se
produce en las vias aéreas de los asmaticos.

Otro aspecto importante del asma es la obstruccibén de la via
aérea por moco. De los miltiples factores gue pueden favorecer
este fendémeno, dos de ellos, el LTB,, Yy el A&cido 5-
hidroxieicosatatraenoico, son producidos por 1los macrdfagos.
Ademds, sintetizan y 1liberan productos gque influyen en la
liberacién de histamina por los baséfilos (294) y por los
mastocitos (295).

Existen numerosas experiencias que avalan la produccidn de
estos mediadores proinflamatorios indicados antes en animales de
experimentacién. En 1978 R.Patterson (296) demostrd que las
células broncoalveclares obtenidas por LBA en monos
sensibilizados, al ser inyectados en la traguea de monos
singénicos no sensibilizados, eran capaces de producir asma
bronquial tras la provocacién inhalativa especifica. Puesto que
los macréfagos alveolares forman el 90-95% de las células
obtenidas por LBA, se puede sugerir que los macréfagos alveolares
tienen un papel potencial en la patogenia del asma bronguial.

Dessaint y cols (297) demostraron la liberacién de enzimas
lisosomales y anién superdxido por los macrdéfagos peritoneales
de rata activados por complejos IgE-antigeno; Bach y cols (289)

han publicado gque los macrdéfagos peritoneales de ratén son
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capaces de liberar LTC,. Moscat y cols (299) demuestran la
produccién de LTC,, LTB,, S5-HETE, PGF,alfa, PGE,, PGD,, en
macréfagos peritoneales de ratén tras diversos estimulos. Rankin
y cols han observado la liberacién de LTB, (300) y LTC, (301) por
los macréfagos alveolares de ratas normales activadas por IgE
monoclonal unida a su antigeno especifico, en forma de dosis
dependiente.

Varios laboratorios han demostrado que los fagocitos
mononucleares pueden tener un papel importante en las
enfermedaddes humanas mediadas por IgE, a través de experimentos
que examinan la activacidén de los monocitos periféricos humanos
o de macrdéfagos alveolares en sujetos no atdpicos, por mecanismo
IgE dependiente. Asi, Ferrari y cols (302) estimularon monocitos
periféricos sanguineos de sujetos normales con agregados quimicos
de IgE, y encontraron que estas células liberaban pequefias
cantidades de LTB,, LTC, y PGE,. Fuller y cols (303) estimularon
macréfagos alveolares de pacientes con diversas enfermedades
pulmonares no atdpicas, con IgE-anti IgE, y observaron que estas
células liberaban LTB,, PGF,alfa, TxB, y beta-glucoronidasa.
Posteriormente, cuando los macréfagos alveolares de individuos
normales se incuban bié&n con IgE y después se estimulan con anti
IgE, o con suero de paciente atdpicos y el alergenoc especifico,
o con anti IgE solamente, se observa liberacidn de enzimas
lisosomales, tales como proteasas neutras y beta glucuronidasa
(304).

También se han estudiado fagocitos mononucleares de
pacientes atdpicos. Un estudio preliminar revela la liberacién

de PAF tras la estimulacién in vitro con antigenc (305). Ademas,
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los macréfagos alveolares de pacientes con asma atdépico liberan
enzimas lisosomales en respuesta al estimulo con antigeno
especifico o con anti IgE (304). Es muy interesante sefialar que
los datos obtenidos en estos estudios sugieren que los macréfagos
de sujetos con o sin asma no difieren a este respecto (304). Sin
embargo, otros resultados revelan diferencias entre los
macréfagos pulmonares de estos dos grupos de pacientes. Asi, en
primer lugar, Goddart y cols (306) observaron que los macréfagos
alveolares de sujetos con asma atdépico eran menos viables y
fagocitaban Zimosan peor que las células de los sujetos controles
no atopicos. Estos autores observaron también que existia una
correlacién positiva entre este déficit y el porcentaje de
eosinéfilos en el LBA de sus pacientes, sugiriendeo que los
eosinéfilos o bien sus productos de secrecibén, puedan afectar de
forma adversa a las capacidades funcionales de los macréfagos.
En segundo lugar, se ha visto gue los macréfagos pulmonares
de sujetos con asma atépico actuan peor comoc célula supresora,
actividad determinada por su habilidad disminuida para modular
ls respuestas linfoproliferativas frente a mitégenos de las
células T policlonales, comparadas con los sujetos controles
(307). En tercer lugar, la explosidn respiratoria de los
macré6fagos cultivados in vitro de sujetos con asma, en reposo y
tras la estimulacién, se incrementa al compararlo con lo
observado en macréfagos de sujetos normales (308). Y por dltimo,
Carrol y cols (309) observaron que el namero de monocitos
sanguineos periféricos que forman rosetas con hematies unidos a
complemento se incrementa en pacientes tras la proveocacién

inhalativa con alergeno, peroc no tras la broncoconstriccién
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inducida por histamina.

Mas recientemente se han realizado estudios in vivo con
humanos, gque apuntan a gque los macréfagos tienen un papel
importante en el asma. Se ha medido 1la cantidad de
betaglucuronidasa en el liquido de LBA y en los macréfagos
obtenidos en un grupo de pacientes con asma y sensibilidad a
dcaros, Y en los que un segmento del pulmén fué estimulado con
el antigeno de &caros, instilado directamente con un broncoscopio
de fibra éptica colocado en las vias aéreas periféricas. El nivel
de beta-glucuronidasa en el liquido estaba elevado, y los niveles
intracelulares de esta sustancia estaban disminuidos en los
macréfagos, comparando con los obtenidos mediante la misma
técnica en los sujetos controles. Estos hechos sugieren que el
proceso secretor de los macréfagos estaba activado por el
alergeno (310), Se han estudiado con técnicas similares los
metabolitos del &cido araquidénico (311). Se encontré PGD,,
potente broncoconstrictor, en el liquido de LBA en limites 150
veces superior al encontrado antes de la instilacién de antigeno.
La PGD, es un producto de mastocitos (312), y puede ser liberado
también por los macréfagos alveolares (313). Es posible, pero ain
no se ha probado, que este mediador se origine, al menos en
parte, en los macrdfagos presentes en el pulmédn y vias aéreas de
estos pacientes. Usando la misma técnica de instilacidn local del
antigeno, Metzger y cols (314) encontraron que el nimero de
fagocitos mononucleares presente en el liquido de LBA se
incrementa a las 48-96 h. tras el estimulo, sugiriendo que los
macrdfagos pueden tener un  papel importante en los

acontecimientos de la fase tardia del asma.
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Todos estos estudios son muy importantes, pero también es
cierto que existen productos secretores de otras células gue
regqulan las funciones de los macrdéfagos, entre ellos el
interferon gamma, que influye sobre la generacién y liberacién
de mediadores por los macréfagos pulmonares humanos. E1
interferon gamma es una glicoproteina producida por los
linfocitos en respuesta a varios estimulos (315). Rankin y cols
han observado que esta linfoquina prima a los macrdfagos humanos
obtenidos por LBA para la liberacién de LTB, en respuesta a
estimulo IgG (316), en forma dosis dependiente. El1 interferon
gamma parece actuar, al menos en parte, incrementando el nimero,
pero no la afinidad, de los receptores IgG en la superficie del
macrdfage, y es una respuesta especifica para el interferon
gamma, que no se obtiene con el alfa ni con el beta. Asi pues,
parece que la capacidad de los macrdfagos para la sintesis de
LTB, puede ser requlada por, al menos, un producto linfocitario.

Se deduce de todos estos trabajos que los macréfagos
alveolares pueden Jjugar un papel en la patogenia del asmnma.
Ademds, se deben considerar otros aspectos. Las células cebadas
que se encuentran en las vias aéreas son escasas €en namero,
comparadas con los macrdfagos alveolares, y dificilmente pueden
llegar a tener contactco directo con los alergenos las que se
encuentran en la mucosa y submucosa, a menos gque el alergeno
penetrase a través de la barrera epitelial. Esto es una razdn mas
para considerar el papel privilegiado que los macrdéfagos
alveolares puedan jugar en la patogenesis del asma extrinseco,
dada su posicién en la interfase aire/tejido.

Los monocitos periféricos humanos, al igual que los
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macrdfagos alveolares, tienen las mismas propiedades de respuesta
cuando son estimulados por ionoforo de calcio, particulas
opsonizadas con C Y zimosan no opsonizadeo (317). La importancia
de su participacién en la patogenia del asma se pone de
manifiesto en un trabajo de Kay (318) sobre  asma
corticorresistente in vivo, y por el de Wyllie y cols (319) en
los que demuestran diferencias significativas en el
comportamiento de los monocitos periféricos entre los pacientes
con asma corticoresistente y corticosensibles,

El hecho de dgque los monocitos periféricos y macréfagos
produzcan los mismos mediadores, los trabajos referidos mas
arriba y el conocido equilibrio existente entre monocitos
periféricos y macréfagos alveolares (320) hace pensar que se
pueden realizar estudios en los monocitos periféricos, dque

reflejen la actividad de los macrdfagos alveolares .
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Vi.- HIPOTESEIS8 DE TRABAJOQ
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De lo expuesto con anterioridad se deduce que desconocemos
con exactitud la secuencia de liberacién y grado de intensidad
de la participacién de los mediadores guimicos en la patogenia
del asma. La mayoria de los trabajos de investigacién se ha hecho
en animales de experimentacién sensibilizados, y en humanos, en
el asma extrinseco, generalmente tras provocacidén inhalativa.
Seria deseable poder determinar los niveles de los mediadores en
sangre periférica en los pacientes con asma activo, y asi se ha
hecho con la histamina (16, 17), factor quimiotactico de los
neutrd6filos (18), y PAF (321), encontridndolos incrementados tras
la provocacién inhalativa. Sin embargo, otros mediadores, como
son los eicosanocides, no son aptos para este tipo de
determinacidén, dado su rédpido metabolismo e inactivacién, por lo
que se piensa hoy gque actian como hormonas locales que son
rapidamente inactivadas.

La idea del papel predominante que los eicosanocides puedan
jugar en el asma es antigua. Desde que se describidé la sustancia
de reaccién lenta de la anafilaxia (SRS-A) en 1938 (322), ha
sido un firme candidatoc como mediador principal en el asma
humanc, aungue en la actualidad se le hayan afadido otros. La
identificacién de esta sustancia con los leucotrienos C,-D,-E,
(322), realizada entre 1979 y 1980, condujo a una serie de
estudios que han destacado sus acciones como importante mediador
de la hipersensibilidad inmediata en el hombre, por sus
actividades broncoconstrictoras, principalmente. Esto, junto con
las actividades quimiotacticas del LTB,, broncoconstrictoras
(entre otras) del TxB2,, PGD,, PGF, alfa, broncodilatadoras de la

PGE, y PGI,, sus actividades sobre vasos sanguineos, capaces de
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producir edema, y sus amplios efectos secundarios, confiere a los
eicosanoides un especial protagonismo en la complicada patogenia
del asma. No obstante, es indudable que no serid la actuacidn de
ellos sdlos lo que conduce a la enfermedad, sino imbricados en
la actuacién de los restantes mediadores descritos.

El hecho de que sean liberados por un amplio nGmero de
células intervinientes en el asma, y los hallazgos efectuados
hasta ahora en animales de experimentaci®én asi lo avalan.

Por las razones apuntadas antes, no es posible determinarlos
en sangre periférica de los pacientes, por lo que se ha recurrido
a otros estudios para demostrar su participacién. En este
sentido, es destacable la medicidn de LTE, efectuada en orina de
pacientes con asma extrinseco tras la provocacién inhalativa
(253), ¥y en el asma con intolerancia a AAS (276). Se han hecho
tambien determinaciones en el liquido de LBA tras la provocacién
inhalativa y tras la ingesta de aspirina, en 1los trabajos
referidos antes, generalmente en la fase inmediata del asma, en
los que se muestran resultados poco definitivos.

Es menos conocido el papel gque puedan tener en el asma
intrinseco, aunque se asuma gque sea similar. Dado dgque se
desconocen las causas de este tipo de asma, es dificil encontrar
un animal de experimentacién que lo simule. Se ha estudiado
experimentalmente en la hiperreactividad bronguial inducida por
ozono, destacando la liberacidén de LTB, comc primer mediador
aislado (117, 118, 119).

Otra posibilidad de estudio es la de medir la liberacidédn de
mediadores por las células efectoras implicadas en el asma, como

se estd haciendo el la actualidad.

71



Las células implicadas son mdltiples, desde la conocida
desde m&s antiguo y primitiva protagonista Gnica del asma, la
célula cebada, a los eosinéfilos, de gran importancia patogénica,
macréfagos alveolares, neutréfilos, y recientemente, plaquetas.
Es destacable que todas estas células, excepto los neutréfilos,
son portadoras de receptores para IgE, de mayor o menor afinidad.
Es muy probable que en la patogenia del asma extrinseco los
acontecimientos se inicien con la reaccién antigeno-mastocito,
liberador de practicamente todos los miltiples e importantes
mediadores Iimplicados (324), Qque a su vez pondrian en
"movimiento"a las otras c¢élulas, cuya accidén combinada,
liberacién de otros mediadores , etc., daria lugar a la aparicién
de inflamacidén-fase tardia, y c¢comoc consecuencia, a la
hiperreactividad bronquial inespecifica. A su vez, estas células
se influyen en su comportamientc unas a otras, sin olvidar 1la
presencia de linfocitos, predominantemente de tipo T, helper
(325), que modularia a muchas de ellas.

En este trabajo se pretende estudiar la participacidn de
una de estas células, los monocitos sanguineos, en la patogenia
del asma, mediante la determinacién de algunos de los mediadores
mas importantes, los metabolitos del A.A., cuando son sometidos
a diversos estimulos.

El hecho de elegir a los monocitos periféricos como células
de trabajo se debe a la importancia que tienen los macréfagos
alveolares como célula predominante en el liquido de lavado
broncoalveolar en sanos, su hallazgo incrementadc en el LBA de
asmaticos, sobre todo en la fase tardia (314) (en estado de

activacién (310)), y a su probable implicacidén en las fases
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inmediata y tardia del asma, ademds de su actuacidén como células
presentadoras de antigeno. La similitud entre macréfagos
alveolares y monocitos periféricos (318,319,320), hace que se
puedan estudiar a estos lUltimos de forma menos lesiva para el
paciente. Ademds, la inclusién en este trabajo de pacientes con
asma severo, como se vera después, dificultaria la practica de
LBA, ya que esta técnica esta sdlo bien establecida en pacientes
con asma moderado.

En cuanto a los eicosanoides estudiados, se han elegido para
su cuantificacién los que tienen propiedades broncoconstrictoras
mds acusadas, los LTC,-D,-E,, la PGD,, y el TxB,. Y tambien el
LTB,, potente quimiotéctico, que puede atraer a otras células al
lugar de la reaccién.

Ya se ha comentado sobradamente las caracteristicas de los
leucotrienos sulfidopéptidos y su hallazgo en el liquido de LBA
(254, 255, 256, 257), asi como su posible implicacidn en 1la
produccidén de la hierreactividad bronguial.

La eleccidn de la PGD, viene avalada por los siguientes
hechos: fué inicialmente considerada como producto exclusivo de
los mastocitos, pero en la actualidad se ha demostrado que es
producida por 1los macréfagos peritoneales de ratdén (299) vy
probablemente por los macréfagos alveolares humanos (285), y en
una minima cantidad, por las plagquetas (216). Y en este trabajo
se pretende saber si se produce tambien por los monocitos humanos
periféricos.

El TxB, se considera hoy de importancia en la produccién de
hiperreactividad bronquial (326), dado su caracter

broncoconstrictor y la cantidad en que se produce.
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En cuanto a la seleccidn de los grupos de pacientes, se ha
querido considerar tanto el asma extrinseco comoc el intrinseco.
El extrinseco es mas facil de conocer mediante experimentacién
en animales y humanos, como se seflalé antes. Para este trabaijo
se ha elegido el asma extrinseco por antonomasia, el producido
por sensibilidad a pélenes, y se ha estudiado en la fase inactiva
de la enfermedad, fuera de la época primaveral, para conocer su
situacidén basal.

El asma intrinseco constituye un campo patogénico casi
totalmente desconocido, y se ha querido comprobar aqui si hay
alguna diferencia en la liberacién de mediadores entre este tipo
de asma, el extrinseco y los sanos. Dentro del asma intrinseco
se han considerado tres grupos, el asma moderado y el asma
severo, cérticodependiente, de evolucidn mas grave. Y finalmente,
dentro de este tipo de asma, se incluye el intrinseco con
intolerancia a AINE. La patogenia de este asma constituye hoy dia
un desafio cientifico. La ldgica nos dice gque la intolerancia se
debe producir por alteraciones en el metabolismo de los
eicosancides, al ser modificada la via ciclooxigenasa por la
ingesta de AINE. Si fuese asi, y la inhibicién de 1la via
ciclooxigenasa condujese a la desviacién del metabolismo del A.A.
a la formacidn incrementada de leucotriencs, como se ha dicho,
todos los asmi&ticos deberian empeorar tras la ingesta de AAS,
cosa que no sucede, es mias, una minima proporcién de ellos
mejoran tras la administracién de AINE (327). Quizds la
alteracidén sea secundaria a alguna otra via de activacién, por
ejemplo, una produccién alterada de tromboxanos . No se sabe. De

todas formas, debe ser una anomalia afladida posteriormente al
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desencadenamientoc del asma, puesto gue los pacientes toleran AINE
durante mas o menos tiempo, hasta gue un dia inician 1la
intolerancia, con episcdios de agudizaciones asmaticas gue en
ocasiones los lleva a la UVI,

Por las razones antes apuntadas, los estudios sobre esta
teoria se deben realizar en las células efectoras. Se ha
estudiado en baséfilos periféricos (267) como célula equivalente
a los mastocitos, aungque no totalmente, puesto que no producen
PGD,, y la diversidad ectualmente conocida de mastocitos hace méas
dificil su equivalencia. En este trabajo se estudian en
monocitos, otra posible cé&lula efectora, en gran parte
equivalente a macréfagos alveolares.

Y se ha guerido estudiar la liberacidn de eisocanoides en
los primeros 30 minutos tras los estimulos, tanto en la reaccidn
por alergeno como en la posible inhibicién por aspirina, pues es
en este tiempo en el gue se producen las crisis de asma, tanto
en el asma extrinseca (fase inmediata), como en la provocacidn
por aspirina.

Los estimuilos empleados son los siguientes:

12, IgG anti IgE, como estimulo de los receptores IgE de los
monocitos.

292, Ionoforo de calcio A.23187, que al abrir los canales de
calcio libera los mediadores contenidos en las c&lulas al maximo.

32, Zimosan opsonizado como estimulo de los receptores Cy,
de los monocitos, para estudiar otra forma de estimulacidén
inmunolégica diferente a la IgE.

42, Inhibicién de la liberacién inespecifica producida por

el ionéforo de calcio <con AAS, inhibidor de 1la via
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ciclooxigenasa.

Con estas bases se pretende investigar 1los puntos que
siguen:

12 Si los monocitos periféricos humanos son productores de
PGD,.

22 Si existe una diferencia significativa en la produccién
basal de eicosanoides por 1los monocitos circulantes en los
distintos tipos de asma, en comparacién con el grupo control.

32 Si el comportamiento tras el estimulo con anti IgE es
diferente entre el grupo control y el grupo con asma extrinseco
{los enfermos atdpicos portan ma&s receptores para IgE que los
sanos), en cuanto a la cantidad de eicosancides o a algin tipo
de ellos.

42 Si existe diferencia con este estimulo entre el asma
extrinseco y el intrinseco (no se ha publicado si los monocitos
de los asmaticos intrinsecos tienen més receptores para IgE),
tanto en la cantidad de cada uno de los eicosanoides como en el
predominic de alguno de ellos.

52 Si el estimulo con ionéforo de calcio induce diferencias
en las cantidades de eicosanoides liberados por los distintos
tipos de asma y por los sanos.

62 Estudiar los mismos puntos tras la liberacidén por
estimulo de los receptores de complemento.

72 Si 1la inhibicién de 1la via ciclooxigenasa produce
diferencias entre los monocitos de intolerantes y de los otros
grupos de asmaticos, intentanto probar si es cierta la teoria de
mayor produccidén de leucotrienos en estos casos, o si se produce

alguna otra anomalia.
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Todo ello nos puede conducir a conocer mejor la forma
de participacién de los monocitos en el asma, en general, y en

los distintos grupos estudiados, en particular.
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VII.~- MATERIALES Y METODOS.
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1.- MATERIALES UTILIZADOS.

- Suero fisioldgico estéril (Lab.Brown)

- Lymphoprep: Metrizoato sédico (9,6% p/v) y Ficoll (5,6% p/v)
(Lab. Nycomed AS)

~ Solucién salina blanceada de Hank (HBSS) modificada con 0,35

g/l de bicarbonato (Lab. Flow)

- Medio de cultivo RPMI 1640 con buffer 20 mM HEPES pH 7,4 (Lab.

Flow)

Suero de ternera fetal (Lab.Seralab)

- L-glutamina estéril (Lab.Flow)

Antibibético (Penicilina 5000 UI/ml + Estreptomicina 5000 pg/ml)

estéril (Lab.Flow)

Medio de cultivo RPMI completo: contiene RPMI 1640 con buffer
20 mM HEPES pH 7,4 + antibié6tico al 4% + L glutamina al 2% +

suero de ternera fetal al 10%

Buffer fosfato salino (PBS) con CA® y MG®

- Dimetilsulféxido (DMSO) (Lab.Merck)

- Etanol (Lab.Merck)

- Iondéforo de Calcic A 23187, 10 mg/ml en DMSO (Lab.Calbiochem)
- Ac.Acetilsalicilico (Lab.Sigma)

- Zimosan (Lab.Sigma)

- Pool de sueros humanos

- IgG de <cabra anti IgE huamana policlonal, 700 ug/ml
(Lab. Serotec)

- Liquido de centelleo, Cocktail 22 Normascent (Lab.Scharlau)
- Acido araquidénico (H3) Amersahan 1 uCi/ml

- Tubos de ensayo

- Contenedores de plastico de 25 ml con tapén, estériles
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Tubos de poliestireno de 100 x 16 mm estériles con tapédn

(Lab.Flow)

Tubos de poliestireno de 13 x 75 mm con tapdén (Lab.Soria

Greiner)

Tubos de microcentrifuga de polipropileno Eppendorf de 1,5

ml (Lab AMS)

Tubos de microcentrifuga de polipropileno Eppendorf de 3
ml (Lab. AMS)
- Tubos para centelleo 4 ml (Lab.Beeckman)
Pipetas (Tecnoramma)
Placas Costar 3406 con 6 pocillos de 35 mm. de diametro, de
plastico (Costar)
Camara de Neubauer
Pipetas graduadas estériles de 1 ml, 10 ml, 25 ml. (Costar)
Pipetas Glison de 10, 20, 100, 1000 ul
Puntas desechables para estas pipetas
Pipetas Pasteur de plastico estériles
Pipetus
Pipetas Pasteur de cristal
Filtro milipore 0,2 u (Lab Flow)
Centrifuga Sorvall GLC -2B
Centrifuga Sorvall RC-S, refrigerada
Camara de flujo laminar Talstar
Estufa para cultivos Heraeus
Contador beta LKB Wallac - 1217 Racketa
Agitador magnético (Selectra)

"Vortex" (Fisson)
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2.- PACIENTES

Han sido estudiados cinco grupos de pacientes asmaticos y
un grupo de controles sanos, con la siguijente distribucién:

- Grupo A: constituido por 6 controles sanos

- Grupo B: formado por 6 pacientes con asma extrinseco por

sensibilizacion a pdlenes

Grupo C: integrado por 6 pacientes con asma intrinseco

moderado

Grupo D: incluye a 6 pacientes con asma intrinseco severo

Grupo E: formado por 6 pacientes con asma intrinseco con
intolerancia a AINE.

El diagndéstico de asma se hizo siguiendo los criterios dados
en 1981 por el Comité de la Sociedad Toracica Americana (3).

Los pacientes asmdticos presentaban rinitis asociada.

En todos los sujetos estudiados se realizd espirometria
basal. Ninguno era alérgico a penicilina ni estreptomicina.

Las caracteristicas clinicas de cada grupo son las
siguientes:
Grupo A

Las caracteristicas de edad, sexo y FEV, constan en la tabla
XI. En ninguno de los individuos existian antecedentes personales
o familiares de atopia. No estaban sometides a ningdn
tratamiento.
Grupo B

En la tabla XII constan las caracteristicas clinicas de
edad, sexo, afios de evolucidén de su enfermedad, niveles de IgE,
eosinofilia en sangre y exudado nasal, Yy FEV,. No estaban

sometidos a tratamiento al estar libres de sintomas, pues fueron
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estudiados fuera de la estacidn de polinizacién. Es por ello que
los niveles de IgE estaban discretamente incrementados en la
mayoria de ellos, y no existia eosinofilia en sangre periférica
ni en exudado nasal. Asi mismo, las cifras de FEV, estaban dentro
de los limites normales. Todos ellos tenian pruebas cutédneas y
RAST positivo a pdlenes de gramineas, y en dos de ellos también
a polen de ©olivo, siendo negativas a los restantes
neumoalergenos. Ninguno habia sido previamente tratado con
hiposensibilizacién.
Grupo C

Se muestra en 1la tabla XIII la edad, sexo, afios de
evolucidén, tratamiento, niveles de 1IgE, eosinofilia en sangre
periférica y en esputo/exudado nasal, y las cifras de FEV, basal.
En todos fueron negativas las pruebas cutdneas a 15
neumoalergenos (polvo, &acaros, pdlenes de arboles, malezas y
gramineas, hongos ambientales y epitelios de perro y gato). En
todos, excepto en uno, los niveles de IgE estaban dentro de
limites normales. Todos estaban sometidos a tratamiento con
teofilina retardada, broncodilatadores beta adrenérgicos en
inhalacién y corticoides inhalados (budesonida © beclometasona).

Han sido clasificados como asma moderado en el sentido de
su evolucidn clinica, la no necesidad de corticoides sistémicos
para el mantenimiento de una situacién estable y el no haber
presentado mas de 2-~3 agudizaciones importantes al afio.

Las extracciones de sangre para el estudio se hicieron
previa supresidén de teofilinas retardadas desde 24 h. antes y de

inhaladores beta y corticoides 12 horas antes.
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Grupc D

Sus parametros clinicos aparecen reflejados en la tabla XIV.

Se realizaron las mismas determinaciones que en los grupos
anteriores. Las pruebas cut&neas a 15 neumoalergencs fueron
negativas.

Se clasificaron como asma severo al requerir corticoides
sistémicos para el mantenimiento de una situwacidn clinica
relativamente estable, y sufrieron mds de 6 agudizaciones
importantes al afio, que requerian incremento de las dosis de
corticoides sistémicos administrados, y en alguna ocasidn,
ingreso hospitalario. De ellos, 4 pacientes tomaban 6 metil-
prednisolona en dias alternos, y 2 a diario. La extraccidén de
sangre se realizd en el dia gque no tomaban corticoides (los gue
tenian dosificacidén en dias alternos), y en los otros dos, en
horas previas a la toma correspondiente. Se suspendid la
administracién de teofilina retardada 24 horas antes, pero no se
pudo suspender la 1inhalcidon de beta adrenérgicos ni de
corticoides inhalados.

Grupc E

Fueron estudiados los mismos parametros que en los grupos
anteriores {(tabla XV). No se incluyeron pacientes asmaticos que
habian tenido pruebas cutdneas positivas previas a la iniciacién
de intolerancia a AINE. Las pruebas cutdneas a 15 neumoalergenos
fueron negativas,

E1l diagnéstico de intolerancia a AINE se hizo siguiendo los
criterios que parecen en la tabla V, con los resultados que se
muestran en la tabla XVI,. destacando que, de forma habitual, se

suspenden las provocaciones con 1los AINE potencialmente
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peligrosos cuanto tenemos provocaciones positivas a dos AINE,
comprobando también tolerancia a antiinflamatorios "menores",
habitualmenmte bién tolerados. Se incluye como provocacidn
positiva en la paciente ne¢ 1 la toma de pirazolonas de motu
propioc, que requirié ingreso en la UVI, y gque no le fué
administrado posteriormente.

Es de destacar que el tratamiento de este grupo de pacientes
no es tan homogéneo como en l1os grupos anteriores. Una paciente,
n? 6, no se administraba ningtn farmaco de forma habitual, sdlo
inhaladores beta adrenérgicos esporddicos, pues sus sintomas
bronquiales eran minimos, destacando en ella los motivados por
rinitis y poliposis nasal, que trataba con esteroides tépicos.
La paciente ne 2 sélo se administraba de forma habitual
budesonida inhalada, y utilizaba los broncodilatadores beta dos
de forma esporadica, no a diario.

Entre los que tomaban corticoides sitémicos, una mantenia
ingesta diaria de 6 metil-prednisolona (n2? 3), y los restantes
lo tomaban en dias alternos. Los criterios de supresidén de la
medicacién fueron los mismos que en los grupos anteriores, segin

los farmacos que tomaban.
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3.- METODOS

3.1.~ Obtencidén de monocitos.

En todos los sujetos estudiados se realizd extraccidn de 40
ml. de sangre venosa heparinizada, en condiciones estériles. Los
pasos siguientes se realizaron en campana de flujo laminar
Talstar 1. Se afade a la sangre 40 ml de suero fisiolégico
estéril para conseqguir dilucidén de células. Seguidamente se
procedid a la separacién de células monocitoides utilizando
gradiente de Lymphoprep de la siquiente forma: se depositan 4 ml
de Lymphoprep en la base de cada uno de 20 tubos de poliestireno
de 100 x 16 mm. estériles. Sobre ello, se depositan otros 4 ml.
de la solucidén sangre-suero fisiolégico, dejandolo escurrir por
las paredes del tubo para que no se mezcle con el Lymphoprep.
Para ello se utilizaron pipetas graduadas estériles de 10 y 25
ml, con Pipetus.

Una vez cerrados, estos 20 tubos se centrifugan durante 30
minutos a 2000 rpm en centrifuga Sorwall GLC-2B. Se obtiene
depdsito de las células hematicas, excepto los monocitoides, en
la base del tubo, sobre ello Lymphoprep, seguido de un anillo de
células monocitoides, y por encima, plasma (fig 10).

A continuacién se toma la interfase o anillo de células
monocitoides con una pipeta estéril Pasteur de pléastico, y se
deposita en 6 contenedores de plastico de 25 ml. estériles, con
tapén. Se afiade 15 ml de HBSS en cada uno y se centrifuga durante
12 min a 2000 rpm, en centrifuga Sorwall GLC-2B. Una vez obtenido
el pellet celular, se decanta el sobrenadante, y se procede a la
adicidén de otros 15 ml. de HBSS, siguiendo el método anterior,

y repitiendo la operacién hasta 3 veces. Una vez finalizados los
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lavados, se reducen todos los pellets a uno, se afiade 10 ml. de
HBSS. y se procede a contar el nGmero de células monocitoides en
cdmara de Neubauer. Para ello se utiliza la solucién siguiente:

100 pl de la solucidn celular

700 ul de PBS

200 ul de Azul Tripan

De esta mezcla, se toman 10 ul gque se colocan en la camara
de Neubauer. Se comprueba la viabilidad de las células, que es
de un 90% por término medio, y se cuentan las células, Una vez
obtenido este nGmero, se calculan las contenidas en los 10 ml.
primitivos.

Tras nuevo centrifugado a 2000 rpm durante 12 min en la
misma centrifuga, se afiaden 20 ml de RPMI-completo, se homogeniza
la mezcla, y se depositan 2 ml de la misma en cada uno de 10
pocillos de placas de cultivo Costar 3046 ( se utilizan 2
placas), para aplicacidn posterior de 5 estimulos por duplicado.

Tras incubacién durante 20 h. a 372C en estufa Heraeus para
que los monocitos se adhieran al fondo de los pocillos, se
procede a aspirar el sobrenadante y se lavan por tres veces con

2 y Mg®. Estos pasos ya no se realizan en

1 ml de PBS con Ca
condiciones de esterilidad. Las cé&lulas adheridas al fondo de los
pocillos son monocitos, en tanto que los linfocitos han sido

eliminados con los lavado. Seguidamente se procede a la adicién

de estimulos, que se indicaran mas tarde.
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3.2.- Comprobacién de la capacidad de los monocitos para liberar

eicosanoides.

Se realizdé el siguiente experimento, utilizando sangre de
individuos sanos: tras la obtencién de los monocitos adheridos
a la placa, se marcaron las células con Ac. araquidénico (H;)
3pCi/ml, y se dejd incubar a 379C en estufa Heraeus durante toda
la noche. Al dia siguiente se procedid a afiadir estimulos por
duplicade con 1 ml de RPMI 1640, considerado como blanco, zimosan
opsonizado (Zim-op) 160 pl en 1 ml de RPMI 1640, e ionéforo de
calcio A 23187, 10 pM en 1 ml de RPMI 1640. Se incubaron durante
30 minutos en estufa a 379C, y se detuvo la reaccidén mediante
frio. Sequidamente se aspird el sobrenadante, se centrifugé a
2000 rpm a 4°C en centrifuga refrigerada Sorvall RC-S, y se
procedid® a contar la radicactividad de una alicuota de 50 ul en
contador beta.

Paralelamente, se procedid al raspado de las células
adheridas a los pocillos, con 500 gl de Triton X100, contanto 50
14l del liquido obtenido en contador beta. Los resultados en dpm
y el porcentaje de liberacién se pueden ver en la tabla XVII.

Se comprueba gque el porcentaje de liberacidn tras 1los
estimulos con Ionéforo de Calcio y Zimosadn opsonizado es

significativamente superior a la liberacién basal.

3.3.- Relacidén del nimero de células sembradas con la produccidn
de LIB,

A fin de conocer si se podia relacionar la cantidad de
eicosanoides producidos con el niamero de células sembradas,

seprocedid al siguiente experimento, utilizando sangre de un
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individuo sano:

Una vez obtenido el pellet de células monocitoides, se
distribuyeron en 4 pocillos por duplicado, a concentraciones
crecientes de las células. Tras la correspondiente incubacién y
lavados indicados antes, se estimularon todos los pocillos con
ionéforo de calcio A 23187, 10 uM en 1 ml de RPMI-1640. Se
incubaron a 372C durante 30 minutos, se obtuvo el sobrenadante,
se centrifugd a 2000 rpm durante 12 min en centrifuga
refrigerada Sorvall RC-S, a 49C, y se procedid a la determinacién
de la cantidad de LTB, liberado en cada pocillo, siguiendo el
protocolo que se describira posteriormente. Los resultados
obtenidos se exponen en la fig 11 y muestran una relacién lineal
entre el numero de cé&lulas sembradas y la cantidad de LTB,
liberado. Por ello, 1los resultados finales del estudic se
presentan expresados en la cantidad de eicosanoide liberadoc por

1 millén de células, en 1 ml (vdlumen del estimulo).

3.4.- Estimulos empleados

Se busca en primer lugar la produccidén basal de eicosanoides
por las células, y para ello se afiadieron a dos pocillos el
liquido de cultivo, RPMI 1640 descrito en materiales, a volumen
de 1 ml. Las alteraciones encontradas con otros estimulos se
referirdn a éste, denominado blanco o produccién basal.

La seleccidén de los siguientes estimulos se hizo segGn la
experiencia previa de Moscat y cols (299) en el caso de ionéforo
de calcio A 23187 y de Zimos&in opscnizado, y seglin Goetzl y cols
(267) para la concentracidén de acido acetilsalicilico.

Para conocer la concentracidén idénea de IgG anti IgE, se
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llevd a cabo el siguiente experimento, utilizando sangre de una
paciente con asma por sensibilizacién a pdlenes:

Se sigquieron los pasos descritos hasta la obtencidén de
monocitos adheridos a la placa, y se procedid a estimularlos, por
duplicado, con concentraciones decrecientes de la solucién basal
conteniendo 700 jpg/ml de anti IgE: 10 pl;1 ul; 0,1 pl; 0,01 ul;
0,001 ul, todas las diluciones en 1 ml de RPMI 1640 como vollmen
final, cuantificindose la produccién de LTB,. Los resultados

obtenidos fueron:

Blanco —-—«———-w——e-- 10,1 pg/lo6 cels/1 ml.

10 ul anti IgE —--~-- 8,6 pg/lo6 cels/1 ml.

1 pl anti IGE =~----- 14,4 pg/10° cels/1 ml.

0,1 pul ——=—=—mmmo 15,2 pg/10® cels/1 ml.

0,01 ul —===m—==w——- 20,2 pg/lO6 cels/1 ml.

0,001 jl —==——me———- 40,5 pg/10® cels/1 ml.
(fig 12).

Se eligidé la dltima concentracién para el estudio (0,001 ul)

También se comprobd el efecto que los diluyentes empleados
en otros estimulos, (etanol para el ac. acetilsalicilico, y DMSO
para el ionéforo de calcio), pudieran tener sobre la liberacién
de eicosancides. Para ello, se realizd un cultivo similar a los
anteriores, utilizando sangre de un individuo sano, y se
prepararon los estimulos a las mismas concentraciones utilizadas
para preparar la solucién de acido acetilsalicilico, ionéforo de
calcio, ademas del estimulo con ionéforo de calcio 10 uM, y de
dcido acetil salicilico 5.10°% M con posterior adicién de
ionéforo, siempre en RPMI-1640, 1 ml. Se cuantificé la produccién

de LTB4, obteniéndose los siguientes resultados:
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Blanco --—————=—- 1,7 pg/lo6 cels/ml

Etanol ---=-=————- 7.7 pg/l0° cels/ml
DMSO —=———=———m——em 2,2 pg/10® cels/ml
Ionof.Ca ——=——=w-- 65,5 pg/lo6 cels/ml

AAS+Ionof.Ca ---—- 52,2 pg/lo6 cels/ml
(fig 13)

Se comprueba que el estimulo con DMSO es minimo, y con
etanocl es algo mayor, como estda descrito (299), aunque
practicamente no significativo en la produccién con el estimulo
de aspirina.

En base a todo ello, los estimulos que se utilizan en este
trabajo son los siguientes:

= Blance o basal: 1 ml RPMI-1640

- IgG anti IgE: solucidén de 0,001 il en 1 ml de RPMI-1640

- Iondforo de Ca 23187, diluido en DMSO, 10 uM en 1 ml de
RPMI-1640

- Zimosan opsonizado, conteniendo 160 ug en 1iml de RPMI-
1640,

- Solucién de AAS8 5.10° M en 1 ml de RPMI-1640, con

posterior adicién de Iondforo de Ca 23187, 10 uM

3.5.- Método de adicién de estimulos en los pacientes estudiados.

Una vez obtenidos los monocitos adheridos a la placa de
cultivo, se procede a afiadir los estimulos antes indicados: en
la primera placa, se afide 1 ml de RPMI 1640 en los pocillos
marcados 1 y 2; en los marcados 3 y 4, se afiade la solucidn de

anti IgE; el iondéforoc de Ca 23187 se afiade en el 5 y 6. En la 2¢
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placa , en el 7 y 8 solucién de AAS 5.10° M; en el 9 y 10,
zimosan opsonizado.

Se incuba a 379C en estufa Heraeus durante 30 minutos, y se
extraen las placas. La 12 placa se coloca en hielo para detener
la reaccion, procediéndose a la extraccién del sobrenadante por
aspiracidén, y depositéndeolo en los correspondientes tubos de
polistereno de 13 x 75 mm, gque se mantienen en frio. Estos tubos
se centrifugan a 42C en centrifuga refrigerada de Sorvall RC-S
a 2000 rpm durante 12 minutos, para separar los posibles restos
celulares gue se hubiesen podido arrastrar al aspirar la placa,
Y se vuelve a aspirar el sobrenadante.

En la placa 28 se procede a la adicién de Ionéforo de Ca en
los pocillos 7 y 8, en la misma proporcidén que en los 5y 6, ¥y
se procede a una nueva incubacidn de la placa durante 30 minutos
en estufa Heraeus a 372C. Seguidamente se procede como con la
placa 12 para la extraccién del sobrenadante.

A continuacién, los liquidos sobrenadantes se alicuotan en
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y se almacenan a -202C hasta

qgue se procede a la cuantificaciédn de eicosanoides.

3.6.- Cuantificacidén de eicosanoides

Para la determinacién de eicosancides se utilizaron kits
comerciales de radioinmuncensayo, siguiendo las indicaciones del
fabricante, Amershan Internacional (UK).

En todos, el ensayo estd basado en la competicién entre el
eicosancide a estudiar, no marcado, y una cantidad fija de
eicosanoide marcada con tritio, para unirse a una cantidad

limitada de un anticuerpo, que tiene alta afinidad vy
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especificidad para el eicosanoide a determinar. La cantidad de
ligando radiocactivo unido al anticuerpo sera inversamente
proporcional a la concentracidén de ligando no radiactivo afiadido.
La medida de 1la radioactividad 1ligada a proteina permite
cuantificar la cantidad de eicosancide en la muestra a
determinar.

La separacién del eicosanoide ligado a proteina del ligquido
no unido se consigue por absorcién del eicosancide 1libre a
dextrano-carbon activado, seguida de centrifugacién. La medida
de radioactividad en el sobrenadante cuantifica la cantidad de
ligando radicactivo unido a anticuerpo. La concentracién del
eicosanoide a determinar en la muestra se calcula mediante una
curva standard. (fig 14)

Seguidamente se detallan los protocolos seguidos para la

determinacién de cada eicosanoide.

3.6.1- Leucotrieno B,
El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la
construccién de una curva standard (11 tubos por duplicado) y
para cuantificar 50 muestras por duplicado.
Los reactivos a utilizar son los siguientes:
- LTB, standard, 10 ng, liofilizado.
- LTB, (Hh~.18,5 KBg~ 0,5 pCi en 250 ul de metanol: agua:
dc.acético (60:40:0.01), ph 5,6.

- Antisuero LTB, liofilizado.

- Buffer de ensayo; liofilizado que en reconstitucién
contiene buffer tris HCl 0,05 M, pH 8,6, conteniendo 0,1%

p/v de gelatina.
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- Dextrano recubierta de carbén activado: liofilizado que
tras la reconstitucién contiene 2% p/v de suspensidén de
carbdén activado con 0,4% p/v de dextrano en buffer tris
HCl 0,05 M, ph 8,8, conteniendo 0,1% p/v de gelatina.

La reconstitucidén de 1los reactivos se hace con agua
destilada (buffer de ensayo, dextrano-carbén activado) y con
buffer de ensayo para LTB, Uﬁ), antisuero y standards, siguiendo
las instrucciones del fabricante.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Dia 1¢

12 Se preparan las diluciones de standard de LTB, con buffer
de ensayo en tubos de microcentrifuga de polipropileno de
1,5 ml, obtenié&ndose las cantidadees de 1,6 pg; 3,1 pg; 6,2 pg;
12,5 pg; 25 pg; 50 pg; 100 pg; y 200 pg. Se deben preparar una
hora antes de realizar el radioinmunoensayo para minimizar
cualquier efecto de absorcién del LTB, a las paredes de los
tubos.

292 Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga
de peolipropileno de 3 ml come cuentas totales (TC), tubos de
unién no especifica (NSB), tubos cero standard (Bo), los
standards indicados en el punto 12 y las muestras a determinar,
se depositan 200 ul del buffer de ensayo en los tubos NSB y TC,
y 100 xl en los marcados Bo.

32 Se pipetean 100 ul de cada dilucidén de standards en
los tubos apropiados, y 100 pl de cada muestra a determinar en
los tubos apropiados.

42 Se ahaden 100 pl de LTB, (H’) en todos los tubos.

52 Seguidamente se pipetean 100 ul del antigeno en todos los
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tubos, excepto en los marcados NSB y TC.

62 Se agitan todos los tubos en U“vortex"™ durante 2-5
segundos para mezclar los reactivos y se dejan incubar durante
toda la noche a 4¢9C.

Dia 2¢

72 Se agita el dextrano-carbdén activade durante 10 minutos,
utilizando un agitador magnético.

82 Se depositan 200 ul del buffer de ensayo en los tubos
marcados TC.

9¢ Mientras se sigue agitando la solucidn de dextrano-carbén
activado, se pipetean 200 ul del mismo en todos los tubos,
excepto en los marcados TC.

102 Se agita cada tubo inmediatamente después de la adicién
del dextrano-carbén activado al {ltimo tubo.

119 Se centrifugan todos los tubos a 2000 g. durante 10
minutos, a 492C en centrifugas refrigeradoc Sorvall RC-S.

122 Inmediatamente después de la centrifugacién, se decanta
el sobrenadante en tubos de centelleo, cuidando no alterar el
pellet de dextrano-carbdn activado.

132 Se afiade a cada tubo el liquido de centelleo y se
cuentan en contador 8.

El calculo de los resultados se lleva a cabo utilizando 1la
media de cuentas por minuto (cpm) de cada pareja de tubos . Se
calcula el porcentaje normalizade ligado de cada standard y
muestra utilizando la siguiente ecuacidn:

(cpm de estandar o muestra - cpm NSB)

B/By% = x 100
(cpm B, - cpm NSB)
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La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje
normalizado obtenido, como funcién del Log ,, de la concentrcién
de LTB,, para lo que se utiliza papel semilogaritmico,
colocandolo en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada
standard en el eje de abscisas. Los pg de LTB, contenidos en cada
muestra se calculan scbre esta curva (fig.15).

La especificidad del antisuero frente a LTB, es la

siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento 50%
B/By)

LTB == ===== == m—m e mm e e e 100
20-OH~=LTB ~-====~—==mmu————— 0,4
6-trans LTB —~—-———=—====—===== 0,4
LTC === mmm e m e e < 0,05
LTD,~——==————=e———mo———m— < 0,05
5 = HETE-—=—-———c———me—emm < 0.05
12 = HETE-==c-—=emmmmeeemmee < 0,05
T, By=======——mmm— e < 0,05
PGF,, ¢y~= === =mm~—m e < 0,05
A, A ——m———me e < 0,05

3.6.2.~ Leucotrieno c./D./E,

El kit contiene cantidades de reactivo suficientes para la
construccién de una curva standard (10 tubos por duplicado) y
para cuantificar 52 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

- LTC, standard, 50 ng en 250 ul de buffer fosfato 0,05 M,
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ph 6,9:etanol (2:,1)
- LTCAUP)-18,5 k Bg~0,5 puCi en etanol: agua: ac.acético
(60:40:0,1) ph 6,9

~ Antisuero especifico peptido-leucotrieno liofilizado.

- Buffer de ensayo: solucidén compuesta de buffer fosfato
0,05 M ph 7,4, conteniendoc ClNa 0,14 M y gelatina 0,01%

- Dextrano recubierto de carbén activado: solucién
conteniendo carbdén activado 1,6% y dextrano 0,32% en buffer de
ensayo.

La reconstitucién de los reactivos se hace con buffer de

ensayo.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Dia 1¢

12 Se preparan las diluciones de standard de LTC, con buffer
de ensayo, en tubos de microcentrifuga de polipropilenc de 1,5
ml, obteniéndose las cantidades 12,5 pg; 25 pg; 50 py; 100 pg;
200 pg; 400 pg vy 800 pg. Se deben preparar 1 hora antes de
realizar el radiocinmunoensayo, como se indica en el protocolo de
LTB,.

22 Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga
de polipropileno por duplicado (Eppendorf) de 3 ml como cuentas
totales (TC), tubos de unidén no especifica (NSB), tubos cero
standard (By), los standards indicados en el punto 19, y las
muestras a determinar, se depositan 100 gl de cada standard en
los tubos apropiados, y 100 pl de cada muestra en los tubos
apropiados.

32 Se pipetean 100 ul de LTCAUE) en todos los tubos

42 Se pipetean 100 ul de antisuero en todos los tubos,
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excepto en los marcados NSB

52 Se pipetean 100 ul de buffer de ensayo en los tubos que
contienen standars y muestras, 200 ul en los tubos TC y By, y 300
£l en los tubos NSB

62 Se agitan todos los tubos en el "vortex" y se incuban
toda la noche a 492C
Dia 2¢

72 Se colocan todos los tubos en bafios de agua con hielo y
se dejan equilibrar durante 15 minutos

82 Al mismo tiempo, se coloca el frasco de dextrano-carbdn
activado en bafio de agua-hielo y se agita durante 10 minutos
usando un agitador magnético

92 Se pipetean 250 ul de buffer de ensayc en los tubos TC

102 Se pipetean 250 ul de la suspensidn dextrano-carbdn
activado, mientras se agita, en todos los tubos, excepto en los
TC

112 Se agita cada tubo en el "vortex" inmediatamente después
de la adicién del dextrano-carbdén activado en el dltimo tubo

122 Se dejan reposar todos los tubos en bafio de agua-hielo
durante 15 minutos

132 Se centrifugan todos los tubos a 2000 g durante 15
minutos a 49 C en centrifuga refrigerada Sorval RC-S

1492 Tras centrifugacién, se colocan todos los tubos en bafio
de agua-hielo e inmediatamente se decanta el sobrenadante en
tubos de centelleo, cuidando no alterar el pellet dextrano-
carbén activado.

152 Se afiade a cada tubo el ligquido de centelleo y se cuenta

en contador B.
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El cdlculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la
media de cuentas obtenidas por minuto (cpm) de cada pareja de
tubos.

Se calcula el porcentaje normalizadec ligado de cada standard
y muestra utilizando la siguiente ecuacidn:

(cpm de estandar o muestra - cpm NSB)

B/By% = x 100
(cpm B, - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje
normalizadoe obtenido como funcién del Log,, de la concentracién

LTC,, para lo que se utiliza papel semilogaritmico, colocandolo

4
en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada standard en
el eje de abscisas. Los picogramos de LTC, contenidos en cada
muestra se calculan sobre esta curva (fig 16).

La especificidad del antisuero frente a LTC,/D,/E, es la

siguiente:
Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento
50%B/B,)

LTC, —====——m——m——m——mmmem e 100
LID, =-————=—=m—m———mm o 64
LTE, =—=====s—=e—————————mee 64
11-Trans LTD, ——rm=======--- 30
11-Trans LTE, -———-----==== 24
LTB, =—=======m———————eeme < 0,001
PGE, =mws———————m—mmm—moee < 0,001
TXB, —=————m———————=—————— < 0,001
AA mmmmme e < 0,001
glutation w==—=e———eeee—-- < 0,001
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3.6.3.- Leucotrieno ¢, especifico ganticuergo monoclonal)

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la
construccién de una curva standard (10 tubos por duplicado} y
para cuantificar 39 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

- LTC, standard, 50 ng/ml en buffer fosfato 0,05 M, ph 6,9:

etanol (2:1)
- LTC, Uﬁ)n437 k Bg~1,0 p Ci en etanol: agua : acético
(60:40:0,01) ph 6,9.

- Antisuero especifico : conteniendce anticuerpo monoclonal

especifico para LTC, diluido en buffer de ensayo.

- Buffer de ensayo: solucién conteniendo buffer fosfato 0,1

M, ph 7,2, gelatina 0,1% y timerosal 0,001%.

- Dextrano recubierto de carbén activado en buffer de

ensayo.

La reconstitucidén de los reactivos, en este caso sélo de
LTC, (H’) se realiza con buffer de ensayo.

El protocolo de ensayo es como sigue:
Dia 1¢

19 Se preparan las diluciones de LTC, standard con buffer de
ensayo, en tubos de microcentrifuga de polipropileno de 1,5 ml,
obteniéndose las cantidades de 8 pg; 16 pg; 31 pg; 62 pg; 125 pg;
250 pg; y 500 pg. Se deben preparar 1 hora antes de realizar el
radioinmunoensayo, como se indica en el protocolo para LTB,.

29 Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga
de polipropileno de 3 ml por duplicado como cuentas totales (TC),

tubos de unidén no especifica (NSB), tubos cero standard (B,), los
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standards indicados en el punto 1 y las muestras a determinar,
se pipetean 500 ul de buffer de ensayo en los tubos marcados TC,
200 ul en los marcados NSB, y 100 ul en los marcados B,.

3¢ Se pipetean 100 pl de cada standard o muestra en los
tubos apropiados.

42 Se pipetean 100 ul de LTCauf) en todos los tubos.

52 Se pipetean 100 ul de antisuero en todos los tubos,
excepto en los marcados NSB.

62 Se agitan seguidamente todos los tubos en el "vortex" y
se incuban durante 16-20 horas a 2-82C
Dia 2¢

79‘Se colocan todos los tubos en bafio agua-hielo y se dejan
equilibrar durante 15 minutos.

82 Se coloca el frasco conteniendo el dextrano-carbén
activado en bafioc agua-hielo y se agitan durante 10 minutos
utilizando un agitador magnético.

92 Mientras se sigue agitando, se afiade 500 pl de dextrano-
carbén activado a todos los tubos, excepto los marcados TC, y
se mezclan en el "vortex".

102 Se incuban todos los tubos en el bafio de agua-hielo
durante 10 minutos y a continuacién se centrifugan a 2000 g
durante 10 minutos a 492C, en centrifuga refrigerada Sorvall RC-
S.

112 Tras la centrifugacidén, se decanta el sobrenadante en
los tubos de centelleo, inmediatamente, cuidando de no alterar
el pellet de dextrano-carbdn activado.

122 Se afiade liquido de centelleoc y se cuenta en contador

beta.
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El cdlculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la
media de cuentas por minutc (cpm) de cada pareja de tubos.
Se calcula el porcentaje normalizado ligado de cada standard
y muestra utilizando la sigquiente :
{cpm de estandar o muestra - cpm NSB)

B/BO% = x 100
(cpm B, — cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje
normalizado obtenido como funcidén del Log ,, de la concentracién
de LTC,, para lo que se utiliza papel semilogaritmico,
colocdndolo en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada
standard en el eje de abscisas. Los pg de LTC, contenidos en cada
muestra se calculan osbre esta curva (fig 17).

La especificidad del antigeno frente a LTC, es la siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento
50%B/B,)
LTC, ——=—======c—=——————- 100
LTD, ===———————m—m—mme 5,4
LTE, ===========———————c 0,5
li-trans LTD, ---—-=—==-- < 0,001
l1l1-trans LTE, --—--—---= < 0,001
LTB, —-=——=====m=——————- < 0,001
glutation --~ww=—e—e———- < 0,001
L cisteina —---—--w~rmome- < 0,001
PGE, ======—=—————ee——ao < 0,001
TXB, ——=========e——e———e < 0,001
PGD, —=—=====—==m——————- < 0,001
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3.6.4.- Prostaglandina D,

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la
construccidn de una curva standard (10 tubos por duplicado) y
para cuantificar 40 muestras por duplicado.

Los reactivos que se utilizan son los siguientes:

- PGD, standard: 3ng liofilizada

- PGDZUP)-37 k Bg~~1 nCi en metanol: agua: acetonitrilo

(3:2:1)

- Antisuero PGD,, liofilizado

- Buffer de ensayo: concentrado de fosfato que en dilucién
contiene aproximadamente 0,05 M de buffer fosfato, ph 7,3,
gelatina 0,1% y mertiolate 0,01%.

- Dextrano recubierto de carbén activado: conteniendo
aproximadamente 1% de Nort A (carbdn activado) y 0,05% de
dextrano T 70 en buffer fosfato 0,01 M, ph 7,2.

La reconstitucién de 1los reactivos se hace con agua
destilada (buffer de ensayo, antisuero, standard), y con buffer
de ensayo en el caso de PGDZUF), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Dia 1%

12 Se preparan las diluciones del standard de PGD, con
buffer de ensayo en tubos de microcentrifuga de polipropilenc de
1,5 ml obteniendo las cantidades de 3,1 pg; 6,2 pg; 12,5 pg; 25
Pg; 50 pg; 100 pg; 200 pg. Se deben preparar 1 hora antes de
comenzar el radioinmunocensayo, como se indica en el protocolo de
LTB,.

22 Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga
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de polipropileno de 3 ml por duplicado como cuentas totales (TC),
tubos de unidn no especifica (NSB), tubos cero standard (B,), los
standards indicados con el punto 12 y las muestras a determinar,
se depositan 100 ul de las diluciones standard en los tubos
apropiados, y 100 ul de las muestras a determinar en los tubos
apropiados.

32 Se aflade 100 ul de PGDzﬂP) en todos los tubos.

42 Se pipetean 100 ul de antisuero en todos los tubos,
excepto en los marcados NSB.

52 Se pipetean 100 pl de buffer de ensayo en los tubos
marcados standars y muestras, 200 4l en los marcados TC y B, Yy
300 41 en los marcados NSB.

62 Tras mezclar todos los tubos en el vortex, se procede a
incubar durante toda la noche a 4%C.

Dia 22

72 Se colocan todos los tubos en bafio de agua-hielo y se
dejan equilibrar durante 10 minutos, al tiempo que el
dextrano-carbén activado se mezcla en un agitador magnético.

82 Se pipetean 500 pl de buffer de ensayo en los tubos
marcados TC, y 500 pul de dextrano-carbdédn activado en todos los
restantes, mezclando cada tubo después de su'adicién,

92 Se dejan todos los tubos en reposo en el bafic de agua-
hielc durante 10 minutos.

102 Se centrifugan todos los tubos a 2000 g durante 10
minutos a 49 C en centrifuga Sorvall RC-S.

112 Inmediatamente después se decanta el sobrenadante en los
tubos de centelleo. Se ha de cuidar no alterar el pellet de

dextrano-carbén actiwvado.
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122 Se aflade a cada tubo liquido de centelleo y se cuenta
en un contador beta.
El cAlculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la
media de cuentas por minutos (cpm) de cada pareja de tubos.
Se calcula el porcentaje normalizado ligado de cada standard
y muestra utilizando la siguiente ecuacién:
(cpm de estandar c muestra - cpm HSB)

B/By% = x 100
{(cpm B; - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje
normalizado obtenido como funcidn del Log,, de la concentracién
de PGD,, para lo dque se wutiliza papel semilogaritmico,
colocandolo en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada
standard en el eje de abscisas. Los pg contenidos en cada muestra
se calculan sobre esta curva (fig 18).

La especificidad del antisuero frente a PGD es la siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento
50%B/B,)

PGD, —========m———————m 100

PGJ, ===——mmme—m—mm——— - 7

PGF,@ —==—————==————————e 0,04

PGE, ==—-—==———em————eo 0,002

TXB, —=======————ew—————— 0,3

AA ~emee e 0,002
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3.6.5.- Tromboxano B,

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la
construccidn de una curva standard (9 tubos por duplicado) y para
cuantificar 41 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

- Sandard A, conteniendo 3 ng/ml de TxB, en buffer de

ensayo.

- Sandard B, conteniendo 1,1 ng/ml de TxB, en buffer de

ensayo.

- Sandard C, conteniendo 0,4 ng/ml de TXB, en buffer de

ensayo.

- Standard D, conteniendo 0,13 ng/ml de TxB, en buffer de

ensayo.

- Standar E, conteniendo 0,05 ng/ml de TxB, en buffer de

ensayo.

Tszﬂf)~a37 kBgw 1 pCi en buffer den ensayo.

Antisuero especifico diluido en buffer de ensayo.

Buffer de ensayo, conteniendo buffer fosfato con gelatina
y timerosal.
- Dextrano recubierto de carbén activado en buffer de
ensayo.
En este caso, no es necesario reconstituir los reactivos.
El protocolo de ensayo es como sigue:
Dia 1
12 Se marcan tubos de microcentrifuga de polipropileno de
3 ml por duplicado como cuentas totales (TC), tubos de unidén no
especifica (NSB), tubos cero standard (B,), standards A a E y

muestras a determinar.
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22 Se pipetean 200 pl de buffer de ensayo en los tubos
marcados TC y NSB, y 100 ul en los marcados B,.

32 Se pipetean 100 pl de TxB,(H’) en todos los tubos.

4 Se pipetean 100 pl de cada standard de TxB, en los tubos
apropiados, y 100 ul de las muestras a determinar en los tubos
apropiados.

52 A continuacidn se pipetean 100 ul de antisuerc en los
tubos marcados B,, standards y muestras.

62 Se agitan todos los tubos y a continuacidén se centrifugan
durante 15 segundos a 1000 g, y de nuevo se mezcla el contenido
de cada tubo por agitacidén en "vortex".

72 Se incuban todos los tubos a temperatura ambiente durante
1 hora, y seguidamente a 49C durante 16-20 horas.

Dia 2¢

82 Se colocan todos los tubos en hielo y se pipetea 1 ml de
buffer de ensayo en los tubos marcados TC, se mezcla el
contenido con "vortex" y se decanta en tubo de centelleo.

92 Se transfiere el dextrano-carbén activado a un vaso de
vidrio, se coloca en hielo y se agita usando un agitador
magnético.

102 Se pipetea 1 ml de dextrano-carbén activado a cada tubo,
y posteriormente se mezcal el contenido con "vortex" cada 2
minutos, hasta completar la adicién. Posteriormente se agitan de
nuevo con el "vortex".

112 Se incuban los tubos a 02C durante 9 minutos.

122 Inmediatamente después se centrifugan a 1000 g durante
10 minutos, a 492C en centrifuga refrigerada Sorvall RC-S.

132 Se decanta el sobrenadante en tubos de centellec, y se
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afiade liquido de centelleo, llevandolos a contar en contador B.
El célculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la
media de cuentas por minute (cpm) de cada pareja de tubos.
Se calcula el porcentaje normalizado ligado de cada standard
y muestra usando la siguiente ecuacién:
{cpm de estandar o muestra - cpm NSB)

B/B,% = X 100
(cpm By - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el logaritmo
B/B,¥ en lugar del porcentaje normalizado, para lo cual se
utiliza papel logaritmico. El resultado B/B,% se coloca en el eje
de abscisas y los standard en el de ordenadas, resultando un
trazado lineal.

El valor obtenido de las muestras se calcula sobre esta
curva (fig. 19).

La especificidad del antisuero utilizado frente a TxB, es la

siguiente:
Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento
50%B/Bg)
TXB, w—=m———s——m———wa— e~ 100
PGD, =—====—===—mm———me— e 1,2
PGF,, —==~—=m———m———=———m— o 0,15
PGE, —====s—mmmemmem—e e 0,05
PGE, ======—=—mmm—m e 0,05
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VIII.- RESULTADOS
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Se muestra en la fig 20 el estudio estadistico en el
andlisis del FEV, de cada grupo estudiado. Se utilizd el test de
t de student para muestras independientes. Vemos en ella que no
existe diferencia estadisticamente significativa al comparar el
grupo A con en el B,pero si es significativa al comparar el grupo
A con el C (p<0,05), y con el D (p<0,005), en tanto no lo es con
el E.

Se confirma asi la situacidn clinica expuesta en materiales:
los asmaticos polinicos estan en situacidén asintomatica, el asma
intrinseco moderado y el asma intrinseco severo presenta
obstrucciédn de las vias aéreas, y el asma con intolerancia a AAS,
al ser un grupo mencos homogéneo en cuanto a su situacién clinica,
no parece tener obstruccidn brongquial. En realidad, observando
las cifras absolutas, solamente dos pacientes presentan dicha
obstruccidn, en el tiempo en que se realizd el estudio.

En la tabla XVIII se expone el namerc de células sembradas

por pocillo en cada unoc de los 30 sujetos estudiados.

1.- CUANTIFICACION DE EICOSANOIDES TRAS LOS DISTINTOS ESTIMULOCS.

En la tabla XIX‘se muestran las cantidadades obtenidas en
el grupo A; en la tabla XX, los resultados del grupo B; en la
tabla XXI, los del grupo C; en la tabla XXII, los del grupo D;
Yy en la tabla XXIITI los del grupo E. En el casoc de las
determinaciones de TxB,, se ha de resaltar que en la mayoria de
las ocasiones ha habido que recurrir a cuantificar diluciones del
sobrenadante obtenido del cultiveo, ya que la cuantificacidén del
sobrenadante como tal sobrepasaba los limites superiores de la

curva standard del sistema empleado.
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E]l resultado que se sefiala como indeterminado indica que
los niveles del eicosanoide correspondiente eran inferiores al
limite inferior de la curva standard del sistema empleado.

Dado que la determinacién de LTC,/D,/E, comprende todos los
leucotrienos sulfidopéptidos, se intenté calcular la cantidad
especifica de LTC, producida. Para ello se utilizd el kit
comercial con anticuerpo monoclonal especifico para LTC, descrito
en métodos. Los resultados del contaje de una serie de alicuotas
estudiadas mostraron que el anticuerpo especifico para LTC, no
reconcce su existencia en el sobrenadante de 1los cultivos
utilizados. Se puede explicar este resultado asumiento que las
cantidades medidas con el anticuerpo para LTC,/D,/E, corresponden
mayoritariamente a LTD,/E, y no a LTC,, probablemente porque este

Gltimo leucotrieno se metaboliza rapidamente a LTD,/E,.

2.- CALCULO ESTADISTICO

Dada la amplia dispersién de los resultados absolutos
obtenidos, d4que imposibilitaban su estudio estadistico, se
recurridé a su conversién en logaritmos para poder aplicarilo.

Los datos se procesaron utilizando un paquete estadistico de
Hewlett Packard, aplicando el test de t de student para muetras
independientes y muestras apareadas. Se ha considerado diferencia
estadisticamente significativa valores de p<0,05.

En las figuras siguientes se muestran los resultados del
cdlculo de la media y desviaciones tipicas de cada grupo, en la
produccién basal y tras los correspondientes estimulos, asi como

las diferencias significativas halladas.
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3.- DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE LA BASAL
DE CADA GRUPO Y LOS ESTIMULOS EMPLEADOS.

~ Grupo A (sanos): en la fig 21 se muestran los resultados
obtenidos en la determinacidn de LTB,, en el gque se observa que
no se produce diferencia estadisticamente significativa tras el
estimulo con anti IgE, mientras que si lo es tras el estimulo con
zimosdn opsonizado (p<0,005), iondforo de calcio (p<0,005) y de
AAS + iondforo de calcio (p<0,0005).

En 1la figura 22 podemos ver los resultados en la
determinacién de LTC,/D,/E, con resultados similares, pues no hay
diferencia tras el estimulo con anti IgE, y si tras zimosan
opsonizado (p<0,05), ionéforo de calcio (p<0,05) y de BAAS+
ionéforo de calcio (p<0,05).

Observamos en la figura 23 1los resultados de la
determinacién de PGD, similares a los anteriores: no hay
diferencia significativa tras el estimulo con anti IgE, y si
tras zimosan opsonizado (p<0,005), iondéforo de calcio {p<0,05),
y de AAS + iondéforo de calcio (p<0,05).

En la figura 24 se muestran los resultados para la
determinacién de TxB,. En este caso, la diferencia no es
significativa tras los estimulos con anti IgE, zimosan
opsonizado, ni AAS + ionéforo de calcio, siendo UGnicamenmte
significativa tras el estimulo de iondéforo de calcio (p<0,005).

- Grupe B (polinicos): podemos ver los resultados de la
determinacién de LTB, en la figura 25. La diferencia no es
estadisticamente significativa tras el estimulo con anti IgE, ni
tras AAS + ionéforo de calcio, y si lo es tras los estimulos con

zimosan opsonizado (p<0,05), y con iondéforo de calcic (p<0,05).
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Vemos en la fig. 26 los calculos obtenidos en la
determinacién de LTCELLTDQ/LTD4. En este caso, existe diferencia
significativa tras todos los estimulos: anti IgE (p<0,05)},
zimosan opsonizado (p<0,0005), ionéforo de calcio (p<0,0005), y
tras AAS + ionéforo de calcio {p<0,005).

En la figura 27 se exponen los resultados obtenidos para la
determinacidén de PGD,. También en este caso, no existe diferencia
significativa tras el estimulo con anti IgE, pero si lo son tras
el estimulo con zimosan opsonizado (p<0,05), tras iondéforo de
calcio (p<0,05)), y de AAS + ionéforo de calcioc (p<0,05).

En la figura 28 se representan los resultados obtenidos en
la determinacién de TxB,, no siendo significativa la diferencia
para el estimulo con anti IgE, ni tras AAS+ ionéforo de calcio,
y si en el caso del estimulo con zimosan opsonizado (p<0,005) y
con iondéforo de calcio (p<0,00005).

- Grupo C (asma intrinseco moderado): vemos en la figura 29
la representacién de las diferencias estadisticamente
significativas en la determinacidén de LTB,. No es significativa
para el estimulo con anti IgE, y si para el estimulo con zimosan
opsonizado (p<0,005), ionéforo de calcio (p<0,005), y de AAS +
iondéforo de calcio (p<0,05).

En la figura 30 se exponen las diferencias obtenidas en la
produccién de LTC,/D,/E,, siendo significativas para todos 1los
estimulos: anti IgE (p<0,05), zimosan opsonizado (p<0,005),
iondforo de calcio (p<0,005), y de AAS + iondéforo de calcio
(p<0,005) .

Se muestran en la figura 31 los cdlculos obtenidos para la

determinacidén de PGD,: no son significativos para el estimulo con
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anti IgE, zimosan opsonizado, ni AAS + ionéforo, siendo
significativa solamente para el estimulo con ionéforo de calcio
(p<0,05).

En la figura 32 se exponen los resultados en 1la
determinacién de TXB,, en el que no es significativa
estadisticamente la diferencia en el estimulo con anti IgE, y si
lo son en el estimulo con zimosan opsonizado (p<0,05), iondéforo
de calcio (p<0,05), y tras AAS + iondéforo de calcio (p<0,05).

- Grupo D (asma severo): en la figura 33 se representan las
diferencias obtenidas tras los estimulos en la determinacidén de
LTB,, no siendo significativa en el estimulo con anti IgE, y si
tras zimosan opsonizado (p<0,05), iondforo de calcio (p<0,05),
y con AAS + ionéforo de calcio (p<0,05).

En la figura 34 vemos los resultados en la determinacién
de LTC,/D,/E,. En este caso, si son significativas las diferencias
tras el estimulo con anti IgE (p<0,05), zimosan opsonizado
(p<0,05), e iondforo de calcio (p<0,005), ¥ no lo es tras AAS +
ionéforo de calcio.

En la fiqgura 35 vemos igualmente 1los calculos en 1la
determinacién de PGD,. Las diferencias no son significativas en
el estimulo con anti IgE, ni tras AAS + ionéforo, y si lo son
tras el estimulo con zimosan opsonizado (p<0,05), y tras ionéforo
de calcio (p<0,05).

Y en la figura 36 se muestran los resultados en la
produccidén de TxB,. No son significativas tras el estimulo con
anti IgE, ni tras zimosan opsonizado, ni tras AAS + ionéforo,
siéndolo UGnicamente tras el estimulo con ionéforo de calcio

(p<0,05) .
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- Grupo E (asma con intolerancia a AINE): se expone en la
figura 37 el célculc en la produccidn de LTB,. La diferencia no
es estadisticamente significativa tras el estimulo con anti IgE,
vy si lo son tras el estimulo con zimosan opsonizado (p<0,05),
ionéforo de calcio (p<0,05), y tras AAS + iondéforo de calcio
(p<0,05).

En la figura 38 vemos la representacidn en la produccidn de
LTC,/D,/E,. No son significativas las diferencias tras el estimulo
con anti IgE, ni ionoforo de calcio, y si lo son tras estimulo
con zimosan opsonizado (p<0,05), y tras AAS+ iondéforo de calcio
(p<0,05).

La representacién de las diferencias estadisticas en 1la
produccién de PGD, se muestran en 1la figura 39. No es
significativa tras el estimulo con anti IgE, y si frente a los
restantes: zimosan opsonizado (p<0,05), ionéforo de calcio
(p<0,05), y AAS + iondforoc de calcio (p<«0,05).

En el casc de la produccién de TxB,, vemos los resultados
obtenidos en la figura 40. No son significativas las diferencias
en el estimulo con anti IgE, ni tras AAS + iondéforo de calcio,
pero si lo son frente a zimosan opsonizado (p<0,05), e ionéforo

de calcio (p<0,005).

4 .- COMPARACION DE LA PRODUCCION DE EICOSANOIDES TRAS EL ESTIMULO
CON IONOFORO DE CALCIO Y TRAS AAS + IONOFORO DE CALCIO.
- @Grupo A: la diferencia no es estadisticamente
significativa en la produccién de LTB, ,LTC,/D,/E, ni PGD,, y si
lo es en la produccidén de TxB, (p<0,05). (figura 41).

- @Grupo B: 1la diferencia no es estadisticamente
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significativa en la produccién de LTB, , LTC,/D,/E, ni TxB,, y si
lo es en la produccién de PGD, (p<0,05). (figura 42).

- @Grupo ¢C: la diferencia no es estadisticamente
significativa en la produccidén de PGD,, ni LTC,/D,/E, , ¥ 81 lo es
en la produccién de LTB, (p<0,05), y de TxB, (p<0,005). (figura
43).

- Grupo D: 1la diferencia no es significativa en 1la
produccién de LTB,, LTC,/D,/E,, ni TxB,, Yy si lo es en la
produccidén de PGD, (p<0,05). (figura 44).

- Grupo BE: la diferencia no es significativa en la
produccién de LTB,, LTC4/D4/E4, ni PGD,, Yy si lo es en la

produccidén de TxB, (p<0,005). (figura 45).

5.— COMPARACION ENTRE EL GRUPC A {(CONTROLES SANOS) Y LOS
RESTANTES GRUPOQS.

Se muestra en la figura 46 los resultados obtenidos en la
produccién de LTB,, comparando la produccién basal y los
distintos estimulos. Hemos de destacar que s8lo se obtiene
diferencias estadisticamente significativas en la produccién
basal entre el grupo A (sanos) y el grupo D (asma intrinseco
severo), con p<0,05. En las restantes comparaciones, no se
producen diferencias significativas.

En la figura 47 vemos la produccién de LTC./D,/E,. En este
eicosanoide, se obtienen diferencias estadisticamente
significativas en los sigquientes caso: en la produccidn basal
entre el grupo A (sanos) y el B (polinicos) con p<0,05; en el
estimulo con 2imosan opsonizado entre el grupo A y el B, con

p< 0,005, v entre el grupo A Yy el C (asma moderado) con p<0,05;
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en el estimulo con ionéforo de calcio también existen diferencias
significativas entre el grupo A y el B, con p<0,005, y entre el
A y el ¢, con p<0,05. Igualmente, con el estimulo de AA8 +
ionéforo de calcio, las diferencias son significativas entre el
grupo A y el B, con p<0,05; y el grupe A y el C, con p<0,05.

En la figura 48 se muestran las diferencias en la produccién
de PGD,. Es significativa la diferencia entre la produccién basal
del grupo A y el B, con p<0,05; y en el estimulo con anti IgE
entre el grupoe A y el B, con p<0,05. No son significativas las
restantes comparaciones.

Y en la figura 49 vemos las diferencias en la produccidén de
TXB,. Solamente es significativa tras el estimulo con zimosan
opsonizado entre el grupe A y el grupe E (intolerantes a AAS),

con p<0,05.
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IX.~ DIBCUSION
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1.- HALLAZGOS EN LA PRODUCCION BASAL DE EICOSANOIDES DE
INDIVIDUOS SANOS.

Se debe sefialar, en primer lugar, gue los monocitos
circulantes obtenidos en este trabajo se muestran como células
capaces de producir y liberar los eicosanoides estudiados en
cantidades mensurables mediante técnicas de radioinmuncensayo,
con algunas excepciones, en las que las cantidades son menores
que el limite inferior que puedan detectar estos métodos. Sin
duda, incrementando el naGmero de células sembradas se podrian
haber obtenido cantidades mayores. Pero para ello la extraccidn
de sangre a los pacientes habria tenido que ser mucho mayor.

lLas cifras medias obtenidas en la produccidn basal del grupo

de controles sanos son las siguientes:

LTB, «vevvnnnnss Pecorar e enas e 4,27 P9 X 10%cels x ml.
LTC,/D/E, «oeernvonncnnnn veee.. 22,50 pg X 10°cels x ml.
PGD, +...00n Sttt ese et .» 4,95 pg x 10%cels x ml.
TXB, «evrennevnns e e taeeaeeas . 567,66 pg x 10°els x ml.

Destaca la mayor produccidn de TxB,, metabolito del TxA,, en
cantidades mucho mayores a cualquiera de los restantes, e incluso
a la suma de los mismos, tanto en condiciones basales como tras
cualgquier estimulo empleado. Le sigue en cantidad, aungue a una
gran distancia, el LTC,/D,/E, Y en cantidades inferiores, aunque
similares entre si, la PGD, y el LTB,.

TxB, >> LTC,/D,/E, > PGD, ~ LTIB,

Estos datos concuerdan en parte con los datos publicados
(195) respecto a la mayor produccién de TxB,, pero no en relacidn
con los restantes metabolitos, pues aparece en éstos el LTB, en

niveles superiores a los leucotrienos sulfidopéptidos.
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En cuanto a las cantidades absolutas, es dificil establecer
comparaciones, puesto que cada laboratorio emplea métodos vy
estimulos diferentes.

Es de destacar la demostracién de que los monocitos humanos
liberan PGD, de forma expontdnea, hecho que no he encontrado
publicadc en la literatura revisada. Se confirma con ello la
primera premisa de este trabajo. Es 1légico que asi ocurra, al
igual que sucede en los macréfagos peritoneales de ratén (299),
Yy como se sospecha de los macrdéfagos alveolares humanos.

Volvemos a sefialar que cuando se empled anticuerpo
monoclonal especifico para LTC, no se obtuvo reconcocimiento del
mismo en el sobrenadante de los cultivos, por lo que se puede
deducir que las cantidades detectadas con el anticuerpo para
LTC,/D,/E, corresponden mayoritariamente a LTD,/E,, probablemente

por metabolizacién del primero en los dos siguientes.

119



2.- ANALISIS DE LA RESPUESTA A ESTIMULOS EN TODOS LOS
GRUPOS.

Los monocitos son capaces de responder a los estimulos
especificos e inespecificos empleados. Antes de considerar la
actuacidén de los estimulos, se debe hacer un breve comentario
sobre el utilizado con anti IgE. Ya se ha sefialado anteriormente
que los monocitos portan receptores para IgE de baja afinidad.
Usualmente, para estudiar su accién se procede a incubar a los
monocitos con IgE, especifica o inespecifica, y posteriormente
se afilade el antigeno adecuado, o anti IgE. Aqui no se ha
realizado el paso previo de incubacién, pues se pretende estudiar
la situacién habitual en los pacientes, y se supone que estos
monocitos contienen IgE unida a sus receptores, procedente de la
IgE circulante, en cada caso.

Analizaremos, en primer lugar, la accién de cada uno de los

estimulos en cada grupo estudiado.
En conjunto, el estimulo con anti IgE en 1la dilucién

utilizada aparece como el mas pobre de todos los empleados, pues
solamente induce liberacidn estadisticamente significativa frente
a las correspondientes basales en la produccién de LTC,/D,/E, en
los grupos B, C, ¥y D, en tanto no estimula en los sanos ni en los
intolerantes a AINE.

Este hecho parece 1légico en el caso de los asmaticos
polinicos, pues ya se ha indicado antes que los monocitos de los
atépicos contiene mayor nGmero de receptores para IgE que los
sanos (280). Pero segin los resultados hallados, probablemente
los asmaticos intrinsecos, moderados y severos, también tengan

incrementados estos receptores.
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De todas formas, este estimulo no es capaz de inducir
incremento de produccién de los restantes eicosanoides
estudiados. No obstante, desde el punto de vista clinico, puede
ser suficiente para la induccién de asma, puesto que 1los
leucotrineos sulfidopéptidos son los mayores broncoconstrictores
de todos los eicosanoides.

El zimosan opscnizado se muestra como un estimulo excelente
en todos los grupos, con las siguientes excepciones: no estimula
la produccién de TxB, en los sanos ni en los asméticos severos,
ni la produccién de PGD2 en los asmaticos moderados.‘significa
que el estimulo de los receptores de C;b del complemento es capaz
de producir cantidades significativamente incrementadas en todos
los grupos en 1la liberacién de todos o algunos de 1los
eicosanoides broncoconstrictores y del quimotactico estudiado.

Cuando se emplea el estimulo de ionéforo de calcio, estimula
la produccidn de todos los eicosanoides en todos los grupos,
excepto la de LTC,/D,/E, en los intolerantes a AAS. Esto es,
cuando se emplea un estimulo inespecifico capaz de actuar sobre
los canales de calcio, se incrementa la liberacién de todos los
eicosanoides estudiados en todos los grupos, con la excepcidn
sefialada. Parece ser el estimulo mas amplio.

Si se afiade Acido acetilsalicilico (inhibidor de la via
ciclooxigenasa) antes del estimulo con ionéforo de calcio, se
sigue produciendo liberacién significativa respecto a la basal
de cada grupo, en el grupo de los sanos, en la produccién de
LrB,, LTC,/D,/E, Y PGD,, pero no en la de TxB,. Se puede
interpretar como inhibicién de la liberacidén inducida por el

ionéforo de calcio.
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En los asmaticos polinicos, la 1liberacidn sigue siendo
significativa respecto a la basal en LTC,/D,/E, y PGD,, pero no
en LTB, ni TxB,. Se puede interpretar, de igual forma, gue se ha
inhibido su liberacién.

En los asmaticos moderados, no se produce diferencia
significativa respecto a la basal en la liberacidén de PGD,, pero
sigue siendo significativa en los restantes. En este grupo de
enfermos, la inhibicién de liberacién se habria producido en
PGD,.

El grupo de asmaticos severos se comporta de forma
diferente. Aqui no se produce diferencia significativa respecto
a la basal en la liberacién de LTC,/D,/E,, PGD, ni TxB,, y solo
sigue siendo significativa la liberacién de LTB,. Por lo tanto,
la inhibicion de la via ciclooxigenasa en este grupo seria més
anplia.

Y en los asmaAticos intolerantes a AAS, solamente no se
produce diferencia estadisticamente significativa respecto a la
basal en la liberacidén de TxB,, permaneciendo inalterados los
restantes eicosanoides, por lo que podria deducirse que se ha
inhibido a este nivel. Pero si recordamos, el estimulo con
iondéforo de calcio no inducia liberacién de LTC,/D,/E, en este
grupo, en tanto que la adicién de AAS si induce liberacién del
mismo ¢se ha estimulado su produccién?. Analizaremos mas
ampliamente este estimulo con posterioridad.

En conjunto, las diferencias estadisticamente significativas
halladas en cada grupo respecto a su basal y tras los diferentes
estimulos parecen configurar un comportamientc peculiar en cada

uno de ellos (tabla XXIV):
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Grupo A:

- El estimuleo con anti IgE no incrementa la liberacidén de
ningGn eicosanoide.

- El estimulo de los receptores para Cb induce incremento
en la liberacién de todos los eicosancides, excepto TXB,.
- La apertura de los canales de calcio es capaz de inducir
incremento de la liberacién de todos ellos.

Grupo B:

- El1 estimulo con anti IgE induce liberacién significativa
de LTC,/D,/E,.

- El estimulo de los receptores para C;b induce liberaciédn
significativa de todos los eicosanoides.

- De igual forma, la apertura de los canales de calcio es
capaz de inducir incremento en la liberacidn de todos los
eicosanoides.

Grupo C:

- E1 estimulo con anti IgE induce liberacién significativa
de LTC,/D,/E,.

- El estimulo de los receptores para Cb no incrementa la
produccién de PGD,, pero si de todos los restantes.

~ La apertura de 1los canales de calcio incrementa la
liberacid®n de todos los eicosanoides.

Grupo D:

- En este grupo, también se induce incremento de liberacién
de LTC,/D,/E, tras estimulo con anti IgE.

- El estimulo de los receptores para Cb incrementa la
produccién de todos los eicosanoides, excepto de TxB,.

- La apertura de los canales de calcio induce liberacidén
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significativa de todos los eicosanoides.

Grupo E:

- El1 estimulo con anti IgE no induce incremento en 1la
produccidn de ningln eicosanocide.

- El1 estimulo de los receptores para C;b incrementa la
liberacién de todos los eicosanoides.

- La apertura de los canales de calcio induce aumento de

liberacién de todos, excepto LTC,/D,/E,.

Se configura asi un perfil diferente de producciédn de
eicosanoides en cada grupo.

En segundo 1lugar, analizaremos 1la comparacién de 1los
diferentes grupos con el grupo control de individuos sanos:

El grupo B, de pacientes con asma por sensibilizacién a
pdlenes, presenta las siguientes diferencias significativas
(figura 50): en la produccidn basal de LTC,/D,/E, Yy de PGD,; en la
produccién de PGD, tras estimulo con anti IgE; en la produccidn
de LTC,/D,/E, tras estimulo con zimosdn opsonizado, iondforo de
calcio y de AAS + iondforo de calcio. Es el grupo donde se
encuentran mayor nimerc de diferencias significativas respecto
al sano, especialmente en la produccidén de LTC,/D,/E,, sequido de
la produccién de PGD,. Todos los estimulos producen un
eicosanoide broncoconstrictor en mayor grado que los sanos.

El grupo C, asma intrinseco moderado, presenta incremento
en la produccién de LTC,/D,/E, tras los estimulos con zimoséan
opsonizado, iondéforo de calcic y de AAS + iondéforo de calcio, sin
que existan diferencia entre las producciocnes basales ni tras la

adicién de anti IgE (figura 51).
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El grupo D, asmé&ticos intrinseco severos, sod6lo presenta
diferencia significativa en la produccién basal de LTB,, que no
es directamente broncoconstrictor. No se obtienen diferencias
significativas con el grupo control con los diferentes estimulos
empleados (figura 52).

El grupo E, muestra la Gnica diferencia significativa
respecto al control en la produccidén de TxB, tras el estimulo con
zimosan opsonizado (cuya liberacién no se incrementa el grupo
control con este estimulo), y no en la produccién basal ni con
los restantes estimulos (figura 53).

Tenemos asi que el grupo cuyos monocitos se muestran mas
"activos" es el de los pacientes polinicos, estudiados en fase
libre de sintomas, seguido por el grupo de asma intrinseco
moderado, en tanto gque los otros dos grupos, D y E, muestran
minimas diferencias.

Se pueden interpretar estos hechos pensandoc que los
monocitos de los asmaticos polinicos tienen mayor capacidad de
respuesta que los de los otros grupos, precisamente porque han
sido estudiados en fase de inactividad de 1la enfermedad,
manteniendo intacta su capacidad de respuesta. Y el hecho de gue
basalmente produzcan mas LTC,/D,/E, Y PGD, (potentes
broncoconstrictores), como que estas células estan
permanentemente "activadas", siendo capaces de incrementar afn
mas la produccidén de eicosanoides con los distintos estimulos.

Sigue en orden de capacidad de respuesta el grupo de asma

intrinseco moderado . En este caso, el hecho de no encontrar

diferencias en la produccién basal de eicosanoides probablemente

indique que los monocitos no estan "activados" de forma basal,
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aunque si son capaces de responder significativamente al estimulo
de los receptores para C; y a la apertura de los canales de
calcio, en mayor cantidad que los de los sanos, y precisamente
liberando el eicosanocide con mayor capacidad broncoconstrictora.

Se producen aqui dos diferencias respecto al
comportamiento de los asmaticos extrinsecos: la "activacion®
basal y la respuesta frente a anti IgE de los extrinsecos, frente
a la inactividad en este sentido de los intrinsecos. Aungue antes
se ha visto, al analizar los grupos separadamente, que los
intrinsecos eran capaces de liberar LTC,/D,/E, cuando eran
estimulados con anti IgE, sin embargo esta liberacidén no es
significativa, en el grado que lo es la de los asmaticos
extrinsecos.

Y en cuanto a la "no activacién " basal de los monocitos,
quizds puede influir la medicacién a que estaban sometidos,
fundamentalmente la accién de la teofilina retardada oral, pues
la inhalacién de broncodilatadores B, y de corticoides apenas si
produce niveles circulantes de estos farmacos. Esta es una
posibilidad tedrica, puesto que no se ha encontrado nada descrito
a este respecto.

El grupo de asma intrinseco severo apenas muestra diferencia
significativa respecto al sano, tan sélo en la produccién basal
de LTB,. Esta produccién basal incrementada puede significar 1la
capacidad del leucotrieno quimiotactico para atraer a otras
células gque participan en el asma, como son neutréfilos y
eosindfilos. Y en este caso, si puede explicarse la no diferencia
en la respuesta a los estimulos por la accidn de la medicacién,

corticoides orales, pues aunque se hizo la extraccidén de sangre
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para el estudio 24 horas después de la Gltima dosis, es posible
que la accién de este farmaco perdure en los monocitos. O bién,
que realmente no posean la capacidad incrementada de respuesta
de los grupos anteriores.

Igual ocurre en el caso del asma con intolerancia a AINE.
S6lo existe diferencia en la produccidn de TxB, tras estimulo con
zimosan opsonizado. En este caso, la accién de la medicacidn es
menos explicativa, puesto que los pacientes incluidos no estaban
sometidos al mismo tratamiento, e incluso solo tomaban
corticoides orales dos de ellos.

Otra posibilidad tedrica para explicar estas diferencias con
el grupo control podria ser gque los monocitos circulantes
tuviesen mayor o menor participacién en la patogenia del asma,
dependiendo de la eticlogia del mismo. Puede pensarse que tienen
una parcicipacién activa, de "primera 1linea"” en el asma
extrinseco fundamentalmente, y en menor medida, en el asma
intrinseco moderado, del que desconocemos su etiologia.

En el asma intrinseco severo no parece actuar como célula
de activacidén primaria sino solamente por su capacidad
incrementada basal para liberar LTB,. Este eicosanoide, capaz de
atraer otras células como neutrdéfilos y eosinéfilos al lugar de
la reaccidn, podria estar amplificando una respuesta, actualmente
desconocida.

Y de forma similar ocurriria en los asmiaticos intolerantes
a AAS. Solamente se diferencia del grupo basal en la liberacidn
de TxB,, por estimulo de los receptores para C; . El TxB, tiene
capacidad broncoconstrictora, entre otros.

Todos estos resultados nos llevan a pensar que existen
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grupos patogénicos definidos dentro del asma, no sdlo el
extrinseco e intrinseco, sino dentro de este Gltimo. El1 perfil
de 1liberacién de los mediadores estudiados frente a los
diferentes estimulos, y su comportamiento diferente respecto a
los sanos asi parece indicarlo. ¢Son etioclégicamente diferentes
los tres grupos de asma intrinseco?. Es muy probable que sea asi.
Desde el punto de vista clinico, vemos con frecuencia pacientes
afectos de asma intrinseco con mala evolucién desde el principio
de la enfermedad, sin que influya el tratamiento correctamente
aplicado desde el comienzo, en tanto gue otros casos son asmas
moderados a lo largo de toda la vida.

Siempre dentro del campo de las posibilidades teéricas, es
muy probable que en cada tipo de asma actle en mayor o menor
medida uno o varios de los numerosos mediadores implicados en la
patogenia del asma. Y/o que en cada tipo de asma actide como
célula primordial desencadenante una o varias de las implicadas,
siendo amplificada su accidn por las restantes. Y asi, se puede
pensar que en el asma extrinseco el monocito actda como célula
de implicacién primaria; y en el asma intrinseco (como grupo
global), como una célula amplificadora de respuesta. Y dentro del
dltimo grupo, parece gque la amplificacién es mds acusada en el
asma moderado gue en los otros dos grupos en los que los hemos
subdividido. Segiin esta idea, para poder llegar a conocer bién
estas posibilidades, los estudios habrdn de hacerse en grupos
perfectamente definidos en cuanto a su etiologia, si se conoce,
su evolucidén y el tratamiento al que estan sometidos.

SegGn Schleimer (328), presumiblemente muchos de los

monocitos que migran a los tejidos se diferencian en macréfagos
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tisulares. Esta aseveracidn, ademids de las razones de similitud
entre monocitos periféricos y macréfagos alveolares apuntadas
antes (317, 320), inducen a pensar que los resultados obtenidos

en este trabajo podrian aplicarse a los macréfagos alveolares.
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3.- COMPARACION CON LOS DATOS DE LA LITERATURA.

Aunque la metodclogia de este trabajo y los estimulos
empleados difiere de la de los trabajos publicados revisados, se
puede establecer una comparacién. Se debe sefialar que no se han
encontrado trabajos que utilicen estimulos con ionéforo de calcio
ni zimosdn opsonizado en asmiticos.

Estimulandoe monocitos humanos de individuos normales con
agregados de IgE - anti IgE (302), se ha detectado la produccidn
de pequefias cantidades de LTC, y PGE,. En nuestro caso no ocurre
asi, peroc hemos de tener en cuenta que, como se seflaldé antes, no
se ha procedido a "enriquecer" la cantidad de IgE que pueda ir
unida a estas células de modo natural en nuestros individuos
sanos.

Igual sucede si loc comparamos con el estudio de Fiiller y
cols (303), realizado con macrdfagos alveolares obtenidos en
diversas enfermedades no atépicas, que tras el estimulo de IgE -
anti IgE liberan LTB,, PGF,, ¥ TxB,. Si consideramos los grupos de
asma intrinseco estudiados aqui como enfermedad no atépica, vemos
que en los grupos C y D, al estimularlos con anti IgE, se produce
un incremento en la liberacién de LTC,/D,/E,, aungue no es
significativa al compararlc con el grupo control. No coinciden,
pues, los eicosanoides liberados, pero de nuevo resaltamos que
el estimulo empleado por Fiiller no es igual al nuestro.

Recordemos los hallazgos publicados en estudio de exudado
nasal y ligquido de LBA.

Se ha demostrado que en el exudado de la rinitis por
sensibilizacién a p6lenes se produce un incremento de la cantidad

de LTC, tras la provocacién con el antigeno (249), Yy que en la
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secrecidén nasofaringea de nifios polinicos también se encuentra
LTC, durante la estacidn de polinizacién (251). En el liquido de
LBA de pacientes con asma alérgico, tras la provocacién
inhalativa, se ha encontrado aumento de PGD, a los 9 minutos de
la misma (254), y en otro trabajo (255), de LTB,., LTD, ¥y E,, sin
que se detectara LTC,, incremento que no se producia en los
contrcles sanos. Wenzel y cols (257), encontraron, a los 5
minutos de la provocaciédn inhalativa en el asma extrinseco,
incremento de PGD, y de Txs, hecho que no se produce en el asma
intrinseco. Y tras la instilacién local del alergeno, se ha
encontrado aumento de PGD, (311).

En este trabajo se encuentra gque los monocitos de los
asmidticos polinicos producen un incremento significativo respecto
a su basal en la produccién de LTC,/D,/E, tras estimulo con anti
IgE, aunque al compararlo con el grupo control la diferencia no
es significativa. Pero si lo es la produccién de PGD, tras el
mismo estimulo. Se puede pensar por ello, que los eicosanoides
encontrados in vivo tras 1las provocacidén inhalativa estéan

producidos, al menos parcialmente, por los macréfagos alveolares.
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4.~ ACTUACION DEL ACIDO ACETIL SALICILICO EN LA LIBERACION

DE EICOSANOIDES.

Es sobradamente conocida la accidén del AAS y otros AINE como
inhibidor de la via ciclooxigenasa. Sin embargo, en este estudio,
su actuacidn sobre los monocitos aparece diferente, en cada grupo
estudiado.

En el grupo de los controles sanos, la adicidn de AAS antes
del estimulo con iondéforo de calcio sigue produciendo liberacién
significativa respecto a su basal en la liberacién de LTB,,
LTC,/D,/E,, Y PGD,, pero no en la de TxB,. Si se comparan las
liberaciones producidas por ionéforo de calcio y AAS+ionéforo de
calcio entre si estadisticamente, sé6lo se obtiene significacién
en la produccidn de TXB,, con p<0,05. Se puede interpretar que en
este grupo, el AAS ha inhibido la formacidn de este eicosanode,
exclusivamente.

En el grupo de los asméticos extrinsecos por semnsibilizacién
a pdlenes, al comparar la liberacién con su basal, sigue siendo
significativa en LTC,/D,/E, y PGD,, pero no en la de LTB, ni TxB,.
Pero al comparar entre si la liberacidén inducida por ionéforo de
calcio y de AAS + iondéforo de calcio, sb6lo se obtiene diferencia
estadisticamente significativa en la produccién de PGD, (p<0,05).
Asi pues, en este grupoc el &c. acetilsalicilico ha actuado
inhibiendo la formacién de la prostaglandina.

Al tomar el grupo de los asmidticos intrinsecos moderados, no
se produce diferencia significativa respecto a su basal en la
liberacién de PGD,, pero sique siendo significativa en los
restantes. Y al comparar ambos estimulos entre si, se obtienen

diferencias significativas en la liberacién de LTB, (p<0,05) y de
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TxB, (p<0,005). En este grupo se inhibe 1la produccidon de
tromboxano, como ocurre en los controles sanos, pero tambien
parece inhibirse la del leucotrieno B,, aungque sabemos que los
AINE no actdan a nivel de la via lipooxigenasa.

En el grupo de asma intrinseco severo no se produce diferencia
significativa respecto a su basal en la liberacién de LTC,/D,/E,,
PGD,, ni TxB,, Y s6lo sique siendo significativa la liberacién de
LTB,. Comparando los dos estimulos entre gi, la diferencia
significativa se produce Gnicamente a nivel de PGD, (p<0,05) y no
en las restantes, como ocurre en el grupo de asma extrinseco.
Agui tambien la aspirina actda inhibiendo la liberacidén de la
prostaglandina estudiada.

Y en el grupc de asma intrinseco con intolerancia a AINE, no
se produce liberacién significativa respecto a su basal en al
TxB,, permaneciendo significativa la liberacidn de los restantes
eicosancides. Si recordamos datos anteriores, el estimulo con
iondforo de calcio no induce liberacidn significativa respecto
a su basal de LTC,/D,/E, en este grupo, en tanto si es
significativa si previamente se adiciona AAS. Podria parecer que
el &c. acetilsalicilico potencie la liberacién de este mediador
en este grupo. No obstante, al comparar estadisticamente entre
si la liberacién inducida por ambos estimulos, sdlo se obtiene
significacién en la produccidén de TxB,, a semejanza de lo que
sucede en el grupo control. Y en este sentido, el grupo de los
intolerantes a AINE es el finico que se comporta exactamente igual
al de los controles sanos.

Tenemos asi (tabla XXV) que el &c. acetilsalicilico actda en

todos 1los grupos a nivel de 1los metabolitos de la via
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ciclooxigenasa, en unos inhibiendo 1la produccién de TxB,
(controles sanos, asma intrinseco moderado y asma intrinseco con
intolerancia a AINE), y en los otros dos, inhibiendo 1la
produccién de PGD, (asmiaticos polinicos y pacientes con asma
intrinseco severo). En este Gltimo grupo se ha de tener en cuenta
la posibilidad de que la medicacidén con corticoides orales pueda
haber influido en alguna forma , comoc se comentaba antes al
comparar la produccidén de eicosanoides con el grupo control.

Se perfilan dos posibles acciones del AAS en la inhibicidn que
induce sobre la via ciclooxigenasa, que varian segin el grupo de
pacientes estudiados. Y aparece tambien una posible accidén sobre
la liberacidén de LTB, en el grupo de asma intrinseco moderado.

Lo mas destacable del estudio empleando &c. acetilsalicilico

es que no _se obijetivan diferencias en el comportamiento de los
monocitos de los pacientes intolerantes a AINE. No parece gue

exista ningin defecto metabélico en este sentido, al menos en
estas células.

Cuando en un trabajo parecido se han empleado basdfilos como
célula de estudio, Goetzl y cols. (267) encontraron gue la
aspirina produce una supresién mayor en la generacién de PGE, en
los asmidticos intolerantes, mientras que la generacidn de LTD, se
inhibe discretamente en los sanos y en los asmaticos extrinsecos,
Y practicamente no se inhibe en los asmé&ticos intolerantes.
Sefialan estos autores que la patogenia de la crisis de asma
inducida por AINE podria estar causada por una combinacidn de
mayor inhibicién de la produccién de PGE,, y no inhibicién de
LTD, , de forma que no se compensara la accidén broncoconstrictora

del leucotrieno con la broncodilatadora de la prostaglandina.
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Pero sabemos gue la accidén broncoconstrictora de los
leucotrienos es muy superior a la broncodilatadora de la PGE, ,
por lo que una pequefia diferencia en la produccidn de esta Gltima
no parece gque pueda ser determinante. Y en cuanto a los restantes
grupos, se tendria que objetivar una clara mejoria clinica de los
asmaticos extrinsecos cuando ingieren AAS, gue habitualmente no
sucede. El grupo de asmidticos que mejoran con aspirina es muy
reducido y generalmente intrinseco.

Otro punto a dilucidar es la inhibicidén producida sobre el
LTB, por la aspirina en nuestro grupc de asma intrinseco
moderado, asi como la objetivada por Goetzl y cols (267) sobre
el LTD, en su grupo de controles sancos y asma extrinseco. La
explicacién posible de esta inhibicidén se puede buscar en la
accién de PGE, y PGI,, que, segln Kuehl (271) pueden inhibir in
vitro las etapas iniciales de la formacién de leucotrienos. Estas
dos prostaglandinas no han sido determinadas en nuestro trabaijo,
por lo que no se puede comprobar si sucede asi. Pero para dque
ocurriese esto, el AAS tendria que haber incrementado uno o los
dos prostanoides, en lugar de inhibir su formacién, y a su vez,
la PGE, o la PGI, incrementadas habrian inhibido la formacién de
leucotrienos. Sin embargo, en el trabajo de Goetzl se encuentra
disminucién de PGE,, sobre todo en los intolerantes, en tanto que
la inhibicidén de LTD, se produce de forma discreta en los
tolerantes. Por lo tanto, es posible que exista otra via mediante
la cual el AAS puede inhibir la formacidén de algunos leucotrienos
en algunos casos.

Seria 1lé6gico pensar gque, segin la teoria patogénica

ampliamente aceptada, en los asmiticos intolerantes a AINE la
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inhibicidén a algin nivel de la via ciclooxigenasa potenciara la
produccién de LTC,/D,/E,, que no se demuestra utilizando baséfilos
ni monocitos.

Estos hallazgos no invalidan, sin embargo, esta teoria,
puesto que en ambos trabajos se han utilizado células circulantes
Yy ho las equivalentes residentes en pulmén, aunque, como se ha
sefialado antes, la similitud entre monocitos y macréfafos
alveolares es muy estrecha.

Tambien puede suceder que el defecto, si existe, se localice
en otras de las miltiples células intervinientes en la patogenia
del asma, como puede deducirse del trabajo de Christie y cols.
(276) , que encuentran mayor concentracidén basal de LTE, en orina
de asmaticos intolerantes, incrementada tras la provocacién con
AAS. Y del estudio publicado por Ferreri y cols. (274) en exudado
nasal, en el gque tras la provocacién con aspirina se produce
incremento de LTC, solamente en los pacientes que padecen rinitis
y asma con intolerancia a AINE, y no en los restantes grupos
estudiados.

O bien , que en estos pacientes el defecto resida en los
receptores de los mediadores, come insindan los trabajos de Arni
y cols. (275), aungue no se explica de qué forma los AINE pueden
actuar sobre los receptores.

En resimen, estamos ante una serie de hechos discordantes :
in vivo, se demuestran incrementos de LTE, en orina, y de LTC, en
exudado nasal tras la provocacidn con aspirina; in vitro, no se
encuentran alteraciones significativas en las células estudiadas
; los trabajos de Nizankowska y cols. (273) in vivo utilizando

inhibidores de leucotrienos a distintos niveles no demuestran gque
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se produzca proteccidén tras la provocacidn con aspirina. Por lo
tanto, permanece atn en la incégnita la forma en gque los AINE
inducen crisis asmAticas en un grupo de pacientes con asma

intrinseco.
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X.- CONCLUSIONES
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12.~- La técnica seguida para el aislamiento de monocitos
periféricos y su respuesta frente a diversos estimulos liberando
eicosancides muestra que es una netodologia valida para el

estudio de estas células en el hombre.

22.~ Se demuestra produccidén y liberacién de PGD, por los
monocitos periféricos humanos, tanto en individuos sanos como en
pacientes afectos de asma bronquial. No se ha hallado descripcién

similar en la literatura revisada.

32.- El rango de liberacién de eicosanoides estudiados, tanto en
individuos sanos como todos los grupos de pacientes es :

TxB,>>LTC,/LTD,/LTE,>PGD,~LTB,

42.~ No se ha detectado LTC, aislado, por lo que se estima que
son los LTD,/LTE, los que constituyen la porcién mayoritaria de
los leucotrienos sulfidopéptidos encontrados, probablemente por

metabolizacién del primero a los segundos.

52.,- El estimulo con anti IgE es el mas pobre de los empleados
en todos los grupos, siendo el estimulo con iondforo de calcio
A 23187 el mas potente, seguido del estimulo con zimosan

opsonizado.

62,.~ Existe diferencia en la produccién basal de eicosanoides
respecto al grupo control de individuos sanos solamente en el
grupo de pacientes con asma por sensibilizacién a pdlenes (mayor

produccién de PGD, y de LTC,/LTD,/LTE,), Yy en el grupo de
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pacientes con asma intrinseco severo (mayor produccidn de LTB,).
En el primer caso, puede concluirse gue los monocitos de los
pacientes con asma extrinseco estan permanentemente "activados",
produciendo mayor cantidad de estos mediadores
broncoconstrictores de forma basal. En el seqgundo caso, se puede
interpretar que los monocitos de pacientes con asma intrinseco
severo tienen mayor capacidad basal para producir y liberar el

leucotrieno quimiotactico para eosindéfilos y neutréfilos.

72.- Se encuentran diferentes perfiles de incremento de
produccién de los distintos eicosanocides respecto a la basal de
cada grupo, siendo el grupo de asmdticos por sensibilizacién a
poélenes el gque presenta mayor nimero de diferencias
significativas. Se debe resaltar que existe una mayor produccién
de LTC,/LTD,/LTE, respecto a su basal tras el estimulo con anti
IgE en el grupo de asma extrinseco y en los grupos de asma
intrinseco moderado y severo, pero no en los individuos sanos ni

en los asmaticos intolerantes a AINE.

8¢.- Al comparar la liberacidn de eicosanoides tras los estimulos
en los distintos grupos de enfermos con el grupo de individuos
sanos se encuentran nuevamente diferencias en el comportamiento
de cada uno de ellos, siendo el grupo de asma por sensibilizacién
a pblenes el que muestra mayor nimerc de las mismas, en la
produccién de PGD, y de LTC,/LTD,/LTE,. Le sigue en nGmero de
diferencias significativas el asma intrinseco moderado (en
liberacidén de LTC,/LTD,/LTE,), Yy a continuacién, el asma

intrinseco con intolerancia a AINE (en la produccién de TxB,). El

140



asma intrinseco severo no muestra diferencia significativa
respecto al control en la liberacién de ningln eicosanoide tras
los estimulos, aunque cabe pensar que los resultados puedan estar

influenciados por el tratamiento con corticoides sitémicos.

g2.- Basandose en todos los datos anteriores, se sostiene la
teoria de que la fisiopatologia del asma puede ser diferente en
cada uno de los grupos estudiados: en el asma extrinseco, los
monocitos (o sus equivalentes, los macréfafos alveolares)
actuarian como célula de "primera linea", al estar
permanentemente "activados" para la produccidén de eicosanoides
broncoconstrictores, en tanto que no ocurre asi en los asmaticos
intrinsecos. Solamente en el subgrupo de asmidticos intrinsecos
severos se puede considerar gque existe alguna forma de
"activaciéon" respecto a la produccién del eicosanoide

quimiotactico.

102.-El1 comportamiento de los monocitos en la liberacién de
eicosanoides cuando se inhibe la via ciclooxigenasa mediante ac.
acetilsalicilico muestra tambien diferancias en cada grupo.
Solamente el grupo de los asmaticos intolerantes a AINE se
comporta igual que el grupo de individuos sanos, inhibiéndose la
formacién de TxB,. El grupo de asma extrinsecoc se comporta igual
gque el asma intrinseco severo, inhibiendose la liberacidén de
PGD,. El grupo de asma intrinseco moderado se comporta igual que
los sanos en cuanto a que se inhibe la liberacidén de TxB,, pero

ademdas, muestra inhibicidén en la liberacién de LTB,.
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11¢2.-Como consecuencia del punto anterior, se debe sefialar que
no se detecta ninguna anomalia en los monocitos de pacientes con
asma e intolerancia a AINE cuando se inhibe la via metabélica de

la ciclooxigenasa mediante aspirina.
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FIG.28.- REPRESEMTACION DE LAS DIFEREHCIAS ESTADISTICAS
DEL FEUL ENTRE EL GRUPO A ¥ LOS GRUFOS B, C,D ¥ E.

¥ = p{B.09
»% = p<f.oO3
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FIG.21.~- GRUPD A: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
PE LDOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTB4, BASAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULGS,
b=BASAL; ez-ANTY IgE;: z=ZIMOSAK-OP; I=I0HOFORO
DE CALCIO; AAS+I=AAS+TIONOFORO DE CaAlLCIO,

¥ = p<B.0083
e = pl0.0605
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FIG.22,- GRUPD A: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS 106G DE LA PRODUCCION DE LTC4/D4/E4,
BASAL ¥ TRAS LOS DIFERENTES ESTIHULOS.
b=BASAL; e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OP; I=I0ONOFORO
DE CALCIO; AAS+I=AAS+IOHOFORO DE cALCIO,

* = pé{n.os5
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FIG.23.- GRUPD A: REPRESENTACIDN DE LAS MEDIAS Y D.S.
PE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE PGD2, BASAL Y
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

h=BASAL: e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OP; I=I0NOFORO
DE CALCID; AAS+I=AAS+IONOFORO DE CALCIO.

* = p<{B.085
#¥ = p<{0.0083
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GRUPO A: REPRESENTACION DE LAS MEDPIAS Y D.S,

DE L0OS LOG DE LA PRODUCCION DE TxB, . BASAL Y
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULDS,

b=BASAL: e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OP: I=IONOFORO
DE CALCID; AAS+I=AAS+IONOFORO DE CalLCIO.

¥ = p{A.065
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GRUPO B: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS V¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTB4, BASAL V
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=-ANTI IgE;: z=ZIMOSAN-O0P; I=I0ONOFORO
DE CALCIO; AAS+I=-AAS+IONOFORD DE CALCIO.
#* = piP.BS
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FIG.26.- GRUPO B: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTC4/D4/E 4 ,
BASAL ¥ TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTI IgE; z=ZIHOSAN-0P: I=TONOFOROD
BE CALCIO: AAS+I-AASH+IONOFORD DE CALCIOD,

= P<{0.63
¥ = P{OA.00BS
= P<8.6685
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F16.27.~ GRUPD B: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
PE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE PGD7, BASAL Y
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTI IgE; 2z=ZIMOSAN-OP; I=IOMOFORO
PE CALCIO: aAnS+I=AAS+IONOFORO DE CALCID.
¥ = p{B,.85
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FIG.28.- GRUPO B: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS V D.S.
PE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE TxB2, BaSAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL: e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OF; I=I10NOFOROD
DE CALCIO: aAnS+I=AAS+IONOFOR0 DE CALCIO.

*¥ = p<8.005
¥»¥ = p<d,0006085
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FIG.29.- GRUPD C: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS Y D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCIODN DE LTB4, BASAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTI Ig9E; z=ZIMOSAN-OP; I=IONOFORO
CALCIO: AAS+I=ARS+I0ONOFORO DE CaALCIO.
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GRUPO C: REPRESENTACION DE LAS MED
DE LOS LOG DE Lo PRODUCCION DE LTC
BASAL Y TRAS LOS DIFERENTES ESTIMU

b=BASAL; e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OF;

'ﬂﬁ ﬁED.s.
4
tos?
I=1I0NOFORO

DE CALCIO; AAS+I=-AAS+I0ONOFORO DE CALCIO.

* = p<B.a85
x¥ = p{O.0665
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GRUPO C: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE PGD2, BASAL ¥
TRAS L0OS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTI IgE;: z=ZIMOSAN-0P; I=-IONOFORO
DE CALCIO: AanS+I=-AAS+IDNDFORD DE CALCIN,.
¥ = p<B.o5
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FIG.32.~ GRUPOD C: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DPE LA PRODUCCION DE TxBy, BASAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL: e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN~-OP:; I=IONOFORO
DE CALCIO;: aAAS+I=AAS+IONOFORO PE CALCIO.
¥ = p{PA.B5
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FIG.33.~ GRUPO D: REPRSENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTB4, BASAL Y
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULDS.
b=BASAL; e=ANTI IgE; z=ZIMOSAN-OP; I=IOMOFORD
DE CALCIO;: aAAS+I=-AAS+I0ONOFORO DE CALCIO.

* = pdB.05
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FIG.34.~ GRUPD D: REPRESENTACIDN DE LAS MEDIAS V D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTC4/Dg/Eg4,
BASAL ¥ TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS,

b=BaSaL; e=ANTI IgE: z=ZIHOSAN-0P; I=JONOFORO
DE CALCIO; AAS+I-AAS+IONQFORO DE caLCIO.

¥ = p<B.85
#% = p<bH.085
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FIG.35.- GRUPO D: REPRESENTACION DE Las MEDIAS Y D.S.
DE LOS LOG PE LA PRODUCCIOR DE PGD», BASAL Y
TRAS LOS DIFEREMTES ESTIHULOS.

b=BASAL; e=ANTI IgE; z=ZINOSAH-OP; I=I10HOFORO
DE CALCIO: AAS+I=AAS+IONOFORD DE CALCIO.
* = p<lB.065
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.~ GRUPD D: REPRESERTACION DE LAS MEDIAS ¥V D.S.

DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE TxBz, BaSAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS,

b=BASAL: e=ANTI IgE: z=ZIMOSAN-0P: I=10NOFORO
DE CALCIO; nAS+I=AAS+IONDFORO DE CALCIO.
¥ = pdH.05
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FIG.37.- GRUPO E: REPRESENTACIOM DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LO5S LOG DE LA PRODUCCION DE LTB4, BASAL Y
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS, '

b=BASAL: e=-ANTI IgE; z=ZIMOSAH-0P; I=-IONOFORO
DE CALCID: AAS+I=AAS+IONHOFORD DE CALCIO.
¥ = p<B.65
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FIG.38.- GRUPOD E: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE LTL4/D4/E4,
BASAL Y TRAS LOS DIFEREKYES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTYI IgE; z=ZIMOSAN-0P; I1=-IONOFOROD
DE CALCIO: AASH+I=AAS+IONOFORO DE CALCIO.
® = p<B.85
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FIG.39.- GRUPO E: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DPE LA PRODUCCION DE PGDZ2, BASAL V¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS,

b=BASAL: ezANTI I9E; z=ZIMOSAN-0OP; I=I0ONOFORO
DE CaALCID; AAS+I=AAS+IONOFORO DE CalLCIO,

¥ = p<H.BS
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GRUPO E: REPRESENTACION DE LAS HEDIAS ¥ D.S.
DE LOS LOG DE LA PRODUCCION DE TxBp, BASAL ¥
TRAS LOS DIFERENTES ESTIMULOS.

b=BASAL; e=ANTI Ig9E; z=2IMOSAN-0P; I=IONOFOROD
DE CALCIO; AAS+I=AAS+IONOFORO DE CALCIO.

¥ = p{B.03
¥ = pl0.005
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DE- LAS MEDIAS ¥ D.S. DE LOS LOG DE La
NTOS EICOSAHOIDES TRAS EL ESTIMULO CON
Y AAS+IONOFORO DE CALCIO (AAS+I).,
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GRUPO B: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS ¥ D.S. DE LOS LOG DE LA
PRODUCCION DE 1L0S DISTINTDS EICDSANOIDES TRAS EL ESTIMULO CON
IDMOFORO DE CALCIO (I) Y AAS+IONOFORO DE CALCIO (AAS+I).
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FIG.43.- GRUPO C: REPRESENTACION DE LAS MEDIAS Y D.S. DE LOS LOG DE LA
PRODUCCION DE L0S DISTINTOS EICOSAMOIDES TRAS EL ESTIMULD OGN
IONOFORO DE CALCID (I) Y AAS+IONOFORD DE CALCIOD (AASI) .
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FIG.44.- GRUPD D: REPRESENTACIOMN DE LAS HEDIAS Y D
FRODUCCION DE LOS DISTINTOS EICOSANOIDES
TOMOFORO DE CALCIO (I) Y AAS+IONOFORO DE
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FIG.45.~ GRUPO E: REPRESENTACIO
PRODUCCIOK DE LOS DISY
TOHDFENRND DE CALCIO (D)
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N DE LAS MEDIAS ¥ D.S. DE LOS LOG DE LA
INTOS EICOSANOIDES TRAS EL ESTIMULO CON
Y AAS+TONOFORO DE CALCIO (AAS+IY.
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F1G.46.- PRODUCCION DE LTB4. COMPARACION DEL GRUPO CONTROL A COH LOS GRUPOS
B,C,D ¥ E TRAS LOS DISTIHTOS ESTIMULOS.
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FIG.47.- PRODUCCIOH DE LTC4/D4/E4. COMPARACION DEL GRUPO CONTROL A CON LOS GRU-
POS B,C,D ¥ E BASAL ¥ TRAS LOS DISTINKTOS ESTIMULOS.
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FIG.49.- PRODUCCION DE TxB2 COMPARACIOM DEL GRUPO CONTROL A CON LOS GRUPOS 4,
B,C,D ¥ E BASAL ¥ TRAS LOS DISTINTOS ESTIHULOS. -
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QUE PRESEHTAH DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS,
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FIG.51.- COMPARACION DE LA PRODUCCIDN DE EICOSANOIDES ENTRE EL GRUPD n
(CONTROLES SANOSY V EL GRUPO C (ASMA INTRINSECO MODERADO). ENM
RECUADRO L0S QUE PRESENTAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS.
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HISTAHINA EFECTOS POSIBLES

1. PREFORMADO EN MASTOCITOS Y BASOFILOS - CONTRAE MUSCULO LISOCH,),
BRONCODILATADOR (H?2)
- 1 PERMEABILIDAD VASCULAR
2. ANTAGONISTAS Hy! (H1 ¥ H3)
~ Y GMP (H1), taMP (H?2)
~ DIFENHIDRAMINA -~ GENERA PROSTAGLANDINAS (H1)
~ CLORFENIRAMINA ~ UASOCONSTRICCION PULMONAR(HQD)
. - 1 PRODUCCION DE MOCO NASAL(H1)
~ DETERIORA LA FUNCION DEL NODOD
3. ANTAGONISTAS H3p: A-VU(H1), RITHMOS IDIOVENTRICULA-
RESf{H?2) | UMBRAL PARA FIBRILACION
~ CIMETIDINA VENTRICULARCHY ¥ ny
- RANITIDINA - 1 SECRECION GASTRICA DE CLORHI-
DRICO (H2)
4. PARTICIPA EN: - JhP?DDUCEIDH DE MOCO BRONQUIAL
2
- ANAFILAXIS ~ ESTIMULA LINFOCITOS SUPRESORES
~ ASHMA ' (H2)
- URTICARIA ~ AUTOINHIBE SU LIBERACION(H2)
- RINITIS. — PRURITOCHLY H2)
- VASODILATACIONCH ¥ H5p)
(PAF)AGEPE
- nEREGEHTE PLS&HE{:QIO Y SECUES-
ACETIL-GLICERIL-FOSFORIL-COLINA — EEﬂEEnDBE EE TXEQ.,LEEE;EgggUEE
FACTOR ACTIVADOR DE LAS PLAGUETAS AMINAS PLAMUETARIAS

1. GEHERADO EMN MACROFAGDS, NEUTRO-

FILOS, EDSINOFILDS ¥ MASTOCITOS T PERMEABILIDAD VASCULAR

UASOCONSTRICTOR ¥ UASODEPRESOR
BROHCOCONSTRICTOR

PRODUCE NEUTROPENIA, BASOPENIA
Y TROMBOPENIA

O I

TABLA I.- MEDIADORES ACTIVOS SOBRE VASOS ¥ MUSCULO LI5S0
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LTC,4, LTD,, LTE,

METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO
Uld LIPODXIGENASA, SUSTANCIA DE RE-
ACCION LENTA DE LA ANAFILAXIACSRS-A)

CONTRAEN MUSCULO LISO

t PERMEABILIDAD VASCULAR,

+ FLUJO SANGUINEO PERIFERICO
GEMERAN PROSTAGLANDINAS

1. GENERADDS EN MASTOCITOS, NEUTRO- - DEPRESION CARDIOUASCULAR
FILOS, EOSINOFILOS ¥ MACROFAGOS - UASOCONSTRICCION CORONARIA
- + PRODUCCION BRONQUIAL DE MOCO
2, LOS CORTICDESTEROIDES FRENAN SU - INHIBEN "IN VITRO" LA RESPUESTA
PRODUCC ION DE LINFOCITOS A MITOGENOS
3. PARTICIPAN EN:
~ ANAFILAXIS
- ¢ASHA?
P6D,
PROSTAGLANDINA D2 — 4 AMPc

1. GEMERADA EN MASTOCITOS

2. JINHIBEN SU FORMACION EL AAS
Y LOS ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDEOS

3. PARTICIPA EN:
- MASTOCITOS
- RINITIS

CONTRAE EL MUSCULO LISO
t PERMEABILIDAD UASCULAR

FACTOR GENERADOR DE PROSTAGLANDINAS
PEPTIDO DE BAJO Pm (1.4560 )
1. SGENERADPO EN MASTOCITOS?

INDUCE LA PRODUCCION DE

TABLA I (CONT).- MEDIADORES ACTIVOS SOBRE UA505 Y MUSCULO LISO
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TRIPTASA

1. PREFORMADA EN MASTOCITOS
2., PARTICIPA EN MASTOCITOSIS

GENERA (3«
PROTEOLISIS
DEGRADA EL QUININOGENO

KALICREINA Y ACTIVADOR DE PRECALICREIRA

1. ORIGINADOS EN BASOFILOS
2. (PARTICIPAN EN ANAFILAXIS?

GENERA QUININAS
ACTIVAN PRECALICREINA

RCTIVADOR FACTOR HAGEMAN

1. ORIGINADO EN BASOFILOS

EACTOR XI1 DE LA

CICLOPERGXIDASA ¥ SUPERDXIDO DISHUTASA

1. PREFORHADAS EN MASTOCITOS

DEGRADAN LOS AMIONES PEROXIDO
Y SUPEROXIDPO, RESPECTIVAMENTE

HIDROLASAS LISOSCMICAS

- B~-GLUCURORIDASA — FRAGMENTA GLUCURONIDO

1. PREFORMADAS EN MASTOCITOS

- B-~HEXOSAMINIDASA — FRAGMENTA HEXO0SAMINASA

- ARYLSULFATASA —* FRAGMENTA ESTERES SULFATO

HISCELAHEA

~ TOSIL-ARGININA-METILESTER-ESTERASA (TAME)

TaBLa 1I.- MEDIADORES ENZIMATICOS
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ECF

FACTOR QUIMIOTACTICO DE ESOSINO-
FILOS (OLIGOPEPTIDOS)

1. DOS PRODUCTOS PREFORMADOS
AMBOS POR MASTOCITOS:

- ALTO Pm (2.000)
- BAJO Pm (568)

2. LOS CORYICOSTEROIDES BLOQUEAN
SU EFECTO |

3. PARTICIPAN EN:

- URTICARIA FISICA
- ASMA

EFECTOS POSIBLES

- ATRACCION E INACTIUVACION DE
EOSINOFILOS

- ¢ RECEPTORES DEL EOSINOFILO
PORA EL COMPLEMENTO

- ALTERACION DE LEUCOCITOS MO-
NONUCLEARES

NCF-HHW

FACTOR QUIMIOTACTICO DE NMEUTROFILOS
PROTEINA Pn = £00.008

1. PREFORMADO EN MASTOCITOS

2. LDS CORTICOSTERODIDES BLORUEAN
SU EFECTO: LAS TEOFILINAS, 8-
ADPRENERGICOS ¥ CROMOGLICATO IN-
HIBEN SU LIBERACION

3. PARTICIPA EN:

~ URTICARIA
- ASNA

- EggﬂE E IHNACTIVA HEUTROFI-

TABLA JIT.- MEDPIADIORES QUIMIDTACYICOS
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HISTAMIHA

1. PREFORMADA EN MASTOCITOS - ATRACCION DE EOSINOFILOS ¥
NEUTROFILOS (H,)
2. PARTICIPA EN:
- INHIBICION DE LA QUIMIOTAXIS
-~ ANAFILAXIS Y LA MIGRACION DE_EOSINOFILOS
- ASHA ¥ NEUTROFILOS (H5)
- URTICARIA
- RINITIS
PAF-AGEPC
ACETIL-GLICERIL-FOSFORIL-COLINA - POTENTE QUIMIDTACTICO PARA
EOSINOFILOS INDUCIENDO LI-
FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO BERACION DE PEM

- FAVORECE LA QUIMIOTAXIS DEL
TROFJLO, SU LIBERACION EN-

1. GENERADD POR DIVERSAS CELULAS NEU
%{HSTICR Y METABOLISMO OXIDA-

HHT

ACIDO HIDROXI-HEPTADECA-TRIENOICO - FAUORECE LA QUIMIOTAXIS DE
(METABOLITO DEL ACIDD ARAGQUIDONICOD NEUTROFILOS Y EOSINOFILOS
UIa CICLOOXIGENASA)

1. GEMERADOD POR DIVERSAS CELULAS

2. EL AAS ¥ LOS ANTIINFLAMATORIOS

E?UESTEROIDEDS FRENAN S0 PRODUC-

TABLA T1IX C(COMT).- MEDIADORES QUIMIOTACTICOS
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ACIDO HIDROXI-EICOSA-TETRA-ENOICO - FAUVORECE LA QUIMIOTAXIS DE
(METABOLITO DEL ACIDD ARARUIDONICO NEUTROFILOS ¥ EOSINOFILOS
VIia LIPOOXIGENASA)
1. GENERADPD EN DIVERSAS CELULAS
2, ¢/LOS CORTICOIDES FRENAN SU

PRODUCCION?
LTB4

et tre——

LEUCOTRIENG B,

(METABOLITO DEL ACIDO ARAQUIDONICO
UIin LIPOORIGEHASA)

1. GENERADO POR UNA SUBCLASE DE MAS-

TOCITOS

2. ¢L0OS CORTICOIDES FRENAN SU PRO-
DUCCION?

- FAYORECE LA QUIMIOTAXIS DE
NEUTROFILOS ¥V EQOSINOFILGS

~ t+ LA LIBERACION DE GRANULOS
DEL NEUTROFILO ¥ SU METABO-
LISMO OXIDATIVO

TABLA II1 (CONT).- MEDIADORES QUIMIOTACTICOS
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BRONCOESPASMD

EDEMA DE MUCOSA

INFILTRACION CELULAR

SECRECION HUCOSA

DESCAMACION

ERGROSAMIENTO MEHBRANA BASAL

o L L) e bt

LT84
AGEPLC (PAF)

HISTAMINA (H3)
PG

HETE

L

TC4/D4/E4
M

. OH
S PROTEOLITICAS

ZIMAS PROTEOLITICAS

me
b 48]

TABLA IV.- MEDIADORES IMPLICADOS ER LA PATOGENESIS DEL ASHA HUMANA



Comuniciad de

Madrid

§ Consejeriz
de Salud

Hospital General “Gregorio Marangn”

AINES (INTOLERANCIA)
FEM/FEV1 basal:

FEM/FEV]

- PARACETAMOL 125 mgrs (1/4)

(Termalgin) 250 mgrs (1/2)

500 mgrs (1)

1000 mgrs (2) 1~

~ ISONIXINA 50 mgrs (1/4)

( NTXYM) 100 mgrs (1/2)
200 mgrs (1)
— GLAFENINA 50 mgrs (1/4)
{Glifanan) 100 mgrs {(1/2)
200 mgrs (1)

— AC. MEFENAMICD &2 mgrs_(1/4)

(Coslan) 125 mgrs {1/2)
250 mgrs (1)
- TOLMETIN 50_mgrs _( 1/4)
(Minocil) 100 mgrs (1/2)
200 mgrs (1)

TABLA V.- PROTOCOLO DIAGNOSTICO DE INTOLERANCIA A A.I.N.E.

205

Doctor Esguerdo. 46
23007 Madrnie



FEM /FEV1

= DICLOFENAC 12 mgrs (1/4)
(Voltaren) 25 mgrs (1/2)
50 mgrs (1)
- PIRCXICAM 2'S mres (1/4)
{Feldene) 5 mgrs (1/2)
10 mgrs (1)
~ PROPIFENAZCNA 62 mgrs (1/4)
(Cibalgina) 125 mgrs (1/2)
250 mgrs (1)
-~ KETOPROFEN 6 mgrs (1/8)
{Orudis) 12 mgrs (1/4)
25 mgrs (1/2)
50 mgrs {1}
— INDOMETACTNA 3 mgrs (1/8)
{ Inacid)
6 mgrs (1/4)
12 mgrs (1/2)
25 mgrs (1)
-"A.A.S. 16 mgrs (1/8i)
31 mgrs {1/4)
62 mgrs (1/2)
125 mgzs (1) !
250 mgrs (1/2a)
500 mgrs (1) i
- OTROS SALICILATCS
206
TABLA V.- (Continuacion). PROTOCOLO DIAGNOSTICO DE INTOLERANCIA

A A.I.N.E.
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TEJIDO 0 CELS.HUMANAS

CICLOOXIGENASA

LIPOORIGENASA

POLIPDS NASALES
PARENAUIMA PULMONAR

VIAS AEREAS

HASTOCITOS

MACROFAGOS ALVEOLARES

MOHOCITOS

PLAQUETAS
BASOFILOS
EOSINQFILOS
BEUTROFILOS
T LINFOCITOS

PGE2, PGF2

6-CETO0-PGF1, PGD2, PGF2
TxB2, PGE2, PGI2

6-CETO-PGF1, PGE2, PGF2
PabD2, TxB2

PGD2, TxB2, 6-CETO-PGF1
TXBZJ PGE2
6-CETO-PLF}

TxB2, PGE2, PGF>
6-CETO-PGF1

TxB2, PGD2

RIS

TxB32, PGE2, PGF2
TxB2, PGE3

LTC4/D4 /E4, 15~HETE

LTC4/D4/E4, 15,12,11, 5-HETE
LTB4

5,11, 15, 12-HETE
LTC4, S-HETE
LTD4, LTB4
LTB4,LTCq, 5-HETE

12~HETE
LTC4/D4/E4, S-HETE
LTC4,LTB4, 15-HETE
LTB4, 11,5, 12~HETE
LTB4, 11, 15, S-HETE

TABLA UI.- EICOSANDIDES ENCONTRADOS ENH TEJIDOS Y CELULAS HUMANAS
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PGEo, PGFg4,Tx, PGD3?

LTB4., LTC4/D;/E4, AC.5-HIDROXIEICOSATETRAENOICO
PAF

FACTOR/ES ACTIVADOR DE EOSINOFILOS

SECRETAGOGO DE MOCO DERIVADO DE MACROFAGOS
FACTOR/ES LIBERADOR DE HISTAMINA

ANIOH SUPEROXIDO

B~GLUCURDNIDASA

PROTEASAS NEUTRAS

TaABLA VUII.- FACTORES LIBERADOS POR MACROFAGDS Y MONOCITOS QUE
PUEDPEH INFLUIR EN EL ASMA
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DILATACION E INCREMENTO DE LA PERMEABILIDAD DE LOS MICROVASOS; BRONCO-
DILATACION: SUPRESION DE LA FUNCION DE LINFOCITOS ¥ PHMN; INICIACION DE
LIBERACION DE LH; CONDICIONA LAS NEURONAS AFERENTES.

PGD,
BRONCOCONSTRICCION

POD AT,

DILATACION E IKCREMENTO DE ifa PERMEABILIDAD DE LOS MICROVASO0S: SUPRESION
DPE LA FUNCION DE LOS LEUCOCITOS.

PGI>

SUPRESION DE ADHERENCIA ¥ AGREGACION DE PLAQUETAS: VASODILATACION PULMONAR.
PEFZK

BRONCOCONSTRICCION; CONTRACCION DE LOS MICROVASOS ¥ DE LOS VASOS PULMONARES.
TxA,

BRONCOCONSTRIGCION; CONTRACCION DE LOS MICROVASOS: ESTIMULACION DE La AD-

HERENCIA ¥ AGREGACION DE PLAQUETAS: INCREMENTO DE LA ADHERENCIA DE LOS PMN.

TaBLA VUIII,~ ACTIVIDADES DE LOS METABOLITOS PEL A.A. POR VIA CICLOOXIGENASA
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LTC4/D4/E4

COHNTRACCION DE MUSCULO LI

50; BRONCOCONSTRICCION; ESTIMULACION DE LA SE-
CRECION DE MOCO EN LAS VIAS AEREAS; ESTIMULACION DE LA SECRECION DE ELEC-
TROLITOS EN LAS UIAS AEREAS; DILATACION DE LOS MICROUASOS E INCREMENTO DE
51 PERMEABILIDAD; CONTRACCION DE LAS ARTERIAS CORONARIAS ¥ CEREBRALES: DE-
PRESION DE LA CONTRACTIBILIDAD DEL MIOCARDIO: ESTIMULACION DE LA SECRECION
ACIDA ¥ GASTRICH.

LTE 4
INDUCCION DE HIPERRREACTIVIDAD BRONQUIAL.

LTC4
INICIACION DE LIBERACION DE LH.

LT84

PRODUCCION DE QUIMIOTAXIS Y ACTIVACION DE LEUCDCITOS: ESTIMULACION DE LA
SECRECION DE MOCO EN LAS UIAS AEREAS:

AUMENTO DE ADHERENCIA DE LEUCDCITOS
AL EMDOTELIO; SUPRESION DE LA FUNCION DE LINFOCITOS T;

INCREMENTO DE LA AC-
¥5§IDRD DE LAS CELULAS N.K.; ESTIMULACION EN LA PROLIFERACION DE QUERATOCI-

TABLA IX.- ACTIVIDADES DE LOS METABOLITOS DEL A.A. POR LA VIA LIPOOXIGERASA
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8-15-diHETE

CONDICIONA LAS NEURONAS AFERENTES.

14,15-diHETE

INHIBICION DE LA AETIVIDAD DE LAS CELULAS NK,

9,14,15-triHETE

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS CELULAS NK.
15-HPETE

SUPRESION DE LA FUNCION DE LOS LINFOCITOS ¥ DE RECEPTORES Fc.

TABLA IX (CONT).- ACTIVIDADES DE L05 METABOLITOS DEL A.A. POR LA VIA
LIPODOXIGENASA.



EHFERMEDgD NATURAL
MODELO

FLUIDO BIOLDGICO

EICOSANOIDES

RINITIS: PROUOCACION
CON ANTIGENO

RINITIS: PROVOCACION
CON AIRE SECO

CONJUNTIVITIS: PROVOD-
CACION CONH ANTIGENO

FROVOCACION CUTANEA
CON ANTIGENG

ASHMA

ASMA

ciec

SECRECION NASAL

SECRECION NASAL

LAGRIMAS

EXUDADD

ESPUTO

SANGRE

PGD2, LTC4/D4/E 4
PGD2, LTC4/D4/E 4
LTC4/D4/E4
LTC4, LTB4, 15-HETE

LTC4, LTBy

LTC4/D4?

TABLA X.- EICOSANODES ENCONTRADOS EN ENFERMEDADES ALERGICAS HUMANAS
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GRUPO A: SANODS

PACIENTE EDAD SEXD | TRATAMIENTO | FEVI
1 45 M — 98%
T
2 30 Y — 118
3 27 v - 86%
4 27 v — 8ey,
5 28 M B 166¥
6 44 M T 101

TABLA XI.- CARACTERISTICAS CLINICAS
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GRUPO B: POLINICOS

TRATAMIENTO EOSINDFILOS

N? |EDAD | SEXO | AROS EVOL. [TEOF. @2 C.I. C.S. | IgE |EXUD SANGRE | FEU, |
1 22 M 4 — - — — | 238 (d1exn| 3% 98y,
2 23 M 7 - - — — | 382 [Q18x%| 7% 1817
3 25 v 3 — — — — | 223 |Qae6x| 2% 85
4 18 v 4 — — — — | 325 |[<10x| 4% 182

o |
5 23 M 3 — — — — | 435 |«uex| 6% 94y

Y ' T

6 23 M 8 — — — — | 143 [Qex| 2% 181%

TABLA XIJ.- CARACTERISTICAS CLINICAS
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GRUPOD C:

ASMA MODERADO

TRATAMIENTO EOSINOFILOS
Ne | EDAD | SEX0 | AWOS EVOL. [TEOF. #2 C.I. C.S. | IgE [EXUD SANGRE | FEV; |
1 46 M 23 -+ -+ =+ — 160 |<18% 47 747
2 41 M 11 + -+ + — 27 <18y A 94y,
3 40 M 9 + + + — 382 | 16 9y, 85y
4 45 v 5 + + — — 178 (<1ov 5% 87%
3 45 M 10 + + +- — 150 |<16x 6 (4 1%
6 41 M 2 + + -+ — 53.7 | €18% 5y 63¥%

THRI A XTIT. - CARACTERISTICAS CLINICAS
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GRUPO D: ASMA SEVEROD

TRATAMIENTO EOSINOFILOS
Ne | EPAD | SEXO | Ai0S EVOL. [TEOF. B2 C.I. C.S. | IgE |EXUD SANGRE | FEVUy
1 59 M 18 + + -+ -+ 1 |<1ex| <4x% 56%
2 68 v 13 -+ + -+ + 151 16%| 10¥ 78
3 38 ] S + | 4+ -+ + 193 30¥% 5 86%
4 43 M 25 -+ + +- + 26 20¥% 5% 56%
i T |
5 42 M 8 -+ -+ -+ -+ 67 207 8 63
6 56 M 15 -+ + -+ -+ 14 [(<18%] 13% 59y
N

TABLA ¥IV.- CARACTERISTICAS CLINICAS
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GRUFO E:

INTOLERANTES AnS

TRATAMIENTO EOSINOFILOS
N? | EDAD | SEXO | AHOS EVOL. [TEOF., #2 , C.I. C.S. | IgE |[EXUD SANGRE | FEV; |
1 59 M 27 + + + — 65 |<1B%] 12¥% 647
L — !
2 41 M 6 — — + — 74 307 v 92¥
|
3
3 48 M 17 + -+ -+ + 93 60| 17% 31
4 62 M 3 -+ -+ +- -+ 53 367 137 | 193¥
T
5 51 M 17 -+ + + — 25 {<10% 8y 127%
T
6 53 M 8 — — + — {115 lkiex!| 1ex 88y,
| HMASALES

TABLA XU.- CARACTERISTICAS CLINICAS
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GRUPD E

(- 4
Q

POSITIVOS

RAS, PIRAZOLONAS, GLAFENINA
AAS, INDOMETACINA

AAS, INDOMETACINA

AAS, GLAFENINA, AC.MEFENAMICO
AAS, 1BUPROFEN

AARS, PIRAZOLONAS, INDOMETACINA

= % L T

NEGATIVOS

DEXTROPOXIFENO, PARACETAMOL
PEXTROPOXIFEND, PARACETAMOL, GLAFENINA
PARACETAMOL

PARACETAMOL, DEXTROPOXIFENO
PARACETAMOL, DEXTROP., GLAFE., AC.MEF,
PARACETAMOL, DEXTROPOXIFEND

TABLA XUI.- PROVOCACIONES CON A.I.N.E. EN PACIENTES DEL GRUPO E
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dpn

| L
ESTIMULO CELS. 38nl | S0B. 56pl | ¥ LIBERADO
BLANCO 186.35%5 6.367 6.3
I0ONDF.~-Ca 89.380 23.329 28.3
ZIN-0P. 99.245 14.0677 23.7

TABLA XVUII.- COMPROBACION DE LA CAPACIDAD DE LOS MONOCITOS PARA
LIBERAR EICOSANOIDES
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PACIERTE GRUPO # GRUPD B GRUPO € GRUPD D GRUPOD E
1 7.2 3.0 12.8 7.7 4.3
2 4.2 4.2 7.8 4.6 3.4
3 6.0 3.8 3.9 4.8 6.3
4 4.4 4.4 6.2 4.2 5.9
3 4.5 3.6 3.6 4.2 3.9
[ 16.0 9.7 12.8 3.8 6.3
6

TABLA XUIII.- N2 DE CELULAS SEMBRADAS POR POCILLO X 10
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TABLA XIX.- NIVELES DE EICOSANOIDES OBTENIDOS EN EL GRUPFO A (pg/1686cels/ml1)
IND= TNDETERMIMADO
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TABLA XX.~ HIVELES DE EICOSAMOIDES OBTENIDOS EN EL GRUPO B (pg/18bcels/nl)
IND= INDETERMINADD
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TABLA XXI.~ NIVELES DE EICOSANCIPES OBTENIDDS EN EL GRUPO C (p9/18Bcels/nl)
IND= INDETERMINADO
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GRUPD l ANTI IgE [ ZIM-0P I IONOFOROD
LTB4-LTC4/D4/E4
f — PGD, TODOS
B LTC4/D4/E4 TODOGS T0D0S

_ LTB4-LTC4/D4/E4
C LTC4/D4/E4 TxB, ToDOS

LTB4-LTC4/D4/E4
D L TC4/D4/E4 PGD, TODOS

E — TODOS LTB4-PGDo-TxB>

TABLA XXIVU.- INCREMEHNTO EM LA PRODUCCION DE EICOSANDIDES RESPECTO
A LA BASAL EN LOS DIFERENTES GRUPOS, TRAS LOS ESTIHMU-
LOS EMPLEADOS. SOLAMENTE SE SEnALAN ADUELLOS EW LOS
SE HAN EHCONTRADO DIFEREHCIAS SIGHNIFICATIUAS.



Lze

GRUPO LTB4 | LTcaspasEq PGD2 TxB2
a NS NS NS p<o.85
B NS NS p<8.085 NS
C p<0.085 NS NS p<8.05
D NS NS p<0.05 NS
£ P NS NS NS p<0.085

TABLA XXU.- RESUMEN DE LA SIGNIFICACIOH ESTADISTICA DE LA PRODUCCIO
DE EICOSANOIDES TRAS EL ESTIMULO COH IONOFORO DE CaAL

Y AAS+IONOFORDO DE CALCIO EN LOS DISTINTOS GRUPOS.
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