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ASMABRONQUIAL

.

1. —DEFINICION

.

A pesar de que el término asma como designación de una

enfermedad disneica fué utilizado por los griegos, no existe en

la actualidad una definición satisfactoria de esta enfermedad,

debido fundamentalmente a que tampoco se conoce su fisiopatología

a la perfección. Las definiciones más recientes se extienden en

una serie de explicaciones, que sólo traducen este

desconocimiento. Las más satisfactorias son las siguientes:

En 1962 (1) el Comité de Estandarizaci6n Diagn6stica de la

Sociedad Torácica Americana la define como:

“Asma es una enfermedad caracterizada por un incremento de

la respuesta de la tráquea y bronquios frente a una variedad de

estímulos, manifestada por extenso estrechamiento de las vías

aéreas que cambia en severidad bien espontáneamente o como

resultado del tratamiento. El término asma no es apropiado para

el estrechamiento bronquial que resulta de infección bronquial

(bronquitis aguda o crónica), de enfermedadobstructiva pulmonar

(enfisema> o de alteraciones cardiovasculares”. El asma, como es

definido aquí, puede ocurrir en sujetos con otras enfermedades

broncopulmonareso cardiovasculares, pero en estascircunstancias

la obstrucción de las vías aéreas no está relacionada de forma

causal con estas enfermedades.

Sin embargo, esta definición no fué aceptada por el grupo

de la Fundación Ciba, porque la define como “enfermedad”.

Más recientmente un grupo de expertos de la Fundación de

Alergia de América ha elaborado estas definiciones y propone una
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serie de criterios diagnósticos. (2>:

“El asmase define como episodios recurrentes de sibilancias

o disnea, caracterizados por un incremento significativo en la

resistencia al flujo aéreo. Bien espontáneamenteo mediante

tratamiento, se alcanzan períodos de remisión completa o casi

completa de síntomas acompañados de una disminución sustancial

de la resistencia al flujo aéreo”.

Una persona se dirá que padece asma cuando se encuentran los

siguientes criterios:

— Episodios recurrentes de sibilancias o disnea.

— Demostración objetiva mediante pruebas de función pulmonar

de aumento significativo de la resistencia al flujo aéreo durante

los episodios, y de mejoría cuando el paciente está libre de

síntomas espontánemaente o mediante tratamiento. Son aceptables

varias medidas del flujo aéreo: capacidad vital forzada (FVC),

volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1>, flujo

espiratorio medio (FEM), o máximo flujo meso espiratorio (I4MEF>.

Se adopta de forma tentativa la siguiente estandarización:

la medida del flujo debe ser menor de 50% del valor teórico

normal durante un episodio asmático, mientras debe mejorar a más

del 80% del teórico normal cuando el paciente está asintomático.

Durante el tiempo en que el paciente está asintomátioco se debe

utilizar la provocación con exposición al alergeno, metacolina

o ejercicio para demostrar la reducción requerida en la medida

del flujo.

Estos criterios son los preferentes, pero cuando no se

realizan pruebas funcionales respiratorias o los resultados no

correspondencon los criterios estándaresse puedenutilizar los
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siguientes para un diagnóstico presuntivo de asma:

1. Episodios recurrentes de sibilancias o disnea, más uno

o más de los criterios siguientes:

2. Durante los episodios, la existencia de dos o más signos

diferentes de las pruebas de función pulmonar de incremento de

la resistencia de vías aéreas, tales como respiración

dificultosa, jadeo inspiratorio y espiratorio, retracciones

inspiratorias, espiración forzada prolongada o uso de los

músculos respiratorios accesorios, con desaparición de tales

signos cuando el paciente está asintomático, bien espontáneamente

o bajo un tratamiento óptimo.

3. Recuento total de eosinófilos sanguíneos sobre 400/mm3

durante el tiempo en que el paciente presenta sintomas y no está

siendo tratado con corticoides.

4.A. Historia de episodios inducidos o agravados al menos

en dos ocasiones por exposición a un material alergénico

reconocido, aparición o empeoramiento estacional de los sintomas,

como en primavera, verano al menos durante dos años.

4.B. Pruebas cutáneas con aparición de pápula y eritema con

una dilución apropiada y un extracto del material alergénico

apropiado a la exposición específica o estacional (el término

dilución apropiada se puede definir sólo a través de la

experiencia de un extracto particular)

Se puede utilizar el término de probable asma cuando están

presentes los criterios 1 y 4.A o cuando están presentes el 1 y

4.B, pero el criterio 4.A se ha encontrado sólo en una ocasión

o sólo durante un año.

Se puede utilizar el término de posible asma cuando está
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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 continuación la Fundación de Alergia de América cita una

lista de posibles alergenos.

En 1981 (3> un Comité de la Sociedad Torácica Anericana

ha propuesto la siguiente definición modificada de la dada en

1962:

“La característica primaria de los individuos asmáticos es

la obstrucción reversible y episódica de las vías aéreas”.

El término reversible se refiere a

— En el momento de la obstrucción el sujeto deberla mostrar

mejoría de los test utilizados para medir la reversibilidad de

más de dos desviaciones estándar.

— Se deben utilizar corticoides como prueba antes de llegar

a la conclusián de que la obstrucción es irreversible.

La obstrucción de las vías aéreas:

— Se puede manifestar como tos periódica, opresión torácica,

sibilancias o disnea o prácticamente sin síntomas.

— Se asocia con aumento de la respuesta de la tráquea y

bronquios a varios estímulos, mediados por sustancias tales como

metacolina o histamina.

— Está asociado con cambios en la severidad que puede

ocurrir tanto de forma espontánea como tras tratamiento.

Vuelven a insistir en que la palabra asma no es apropiada

para indicar el estrechamiento bronquial que resulta sólo de

infección bronquial o enfermedad cardiovascular. El asma se puede

presentar en pacientes con otras enfermedades broncopulmonares
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o cardiovasculares, pero en estos casos la obstrucción de las

vías aéreas no está relacionada de forma causal con estas

enfermedades.

El defecto básico del asma parece ser una alteración en el

huésped que periódicamente conduce a una contracción excesiva del

músculo liso e hipersecreción de moco en el árbol bronquial y a

edema de la mucosa. En algunas circunstancias el defecto del

huésped parece estar claramente relacionado con un estado

inmunológico 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 identificación del asma

alérgico la historia personal o familiar de manifestaciones

alérgicas.

Varios estímulos pueden iniciar la obstrucción de las vías

aéreas en sujetos susceptibles. La obstrucción puede resultar de

inhalación de alergenos, ingestión 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 o más de

estos factores conjuntamente. En otras ocasiones no se pueden

descubrir los estímulos iniciadores de algunos episodios.

Se debe diferenciar del asma un estado transitorio de

hiperreactividad, que es inducido por factores temporales tales

como la administración de vacunas viricas, bronquialitis o

agentes sensibilizantes específicos en un tiempo concreto.

En conclusión, el asma es una enfermedad de obstrucción

difusa, no uniforme de las vías aéreas que varia ampliamente en

severidad, tanto de forma espontánea como mediante tratamiento.
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Los pacientes con asma tienen eosinofilia en sangre o esputo

cuando la enfermedad es activa.

Este concepto de asma sirve como definición descriptiva y

operacional, sin especificar causa o patogénesis. En un simposium

de expertos, al cabo de tres días de discusión, concluyeron que

no se puede definir el asma con los conocimientos actuales.

2.- FISIOPATOLOGíA

.

Tradicionalmente, se ha concedido la mayor importancia como

factor primordial del asma a la contracción del músculo liso

bronquial, el broncospasmo, palabra que incluso ha sido

utilizada como sinónimo de asma, y a la hiperreactividad

bronquial <Los bronquios de los asmáticos son extremadamente

sensibles a determinados estímulos, mucho más que los de las

personas “normales”) . Sin embargo, en los últimos años se está

destacando la importancia del componente inflamatorio de la

obstrucción bronquial, y del papel de los eosinófilos cono

contribuyentes a esta inflamación.

El asma se traduce a nivel anatomo patológico por los

siguientes componentes: broncoespasmo, edema de la mucosa,

infiltrados celulares, secreción de moco, descamación de las

células epiteliales, engrosamiento de la membrana basal, e

hiperpíasia de la mucosa (4>. A esta situación se puede llegar

a partir de la clásica reacción IgE—antigeno <mecanismo

inmunológico>, o desde otras vías capaces de producir la

contracción del músculo liso bronquial e inflamación.
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2. 1-MECANISMOS INMONOLOGICOS

Clinicamente se traduce por la producción de una disminución

del FEV1, al menos en un 20—25% sobre el valor basal, tras la

inhalación del antígeno al que el individuo está sensibilizado.

Esta disminución tiene lugar a los pocos minutos de la

inhalación, es máximo a los treinta minutos y se recupera

espontáneamente a las dos horas. Con mucha frecuencia esta pimera

reacción se sigue de una nueva caída del FEV1, que comienza a las

tres o cuatro horas de la inhalación, es máxima a las seis u ocho

horas y puede persistir durante veinticuatro o cuarenta y ocho

horas o más, sin que en ningún momento se acompañe de sintomas

sistémicos. Esta segunda fase de la reacción fué observada en

1917 y 1922 (5), aunque no ha sido reconocida hasta 1973—1976 <6—

• A la primera disminución del FEV1 se conoce con el nombre de

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

alercrica inmediata o anafiláctica de la clasificación clásica.

Esta reacción clásica inmediata o anafiláctica se inicia por

la unión de un antígeno a dos moléculas de IgE unidas a la

superficie de la célula cebadao de basófilos. Esta unión induce

activación de enzimas asociados a la membrana, que produce la

entrada de Calcio extracelular, y liberación subsecuente de

histamina y otras sustancias denominadas mediadores químicos

.

Este proceso, sumamente complejo <fig 1), se puede resumir de la

siguiente forma:

La unión del antígeno 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 como serin—

proteasa, 2 fosfolipasa C, metiltransferasas, y adenilato
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ciclasa. La estimulación del turnover de fosfoinositidos (PI)

resulta en una acumulación de 1,2—diacilglicerol (DAG) en la

membranaplasmática y la liberación de inositol trifosfato (IP3)

en el citoplasma- El 1P3 puede producir movilización de calcio

intracelular, y a su vez, el DAG activa la proteinquinasa C. El

incremento del calcio intracelular y del DAG produce la

activación de la fosfolipasa A2 y de la DGA—lipasa,

respectivamente. A través de la activación de la fosfolipasa A2

se generan ácidos grasos libres (la mayoría de los cuales es

ácido araquidónico), y lisofosfatidilcolina. Mediante la

activación de la fosfolipasa C y de la DAG-lipasa, se liberan

Ac. araquidónico libre, monoacilglicerol y ac.lisofofatidico.

Todos estos productos son activos fusógenos de membrana, que

puedenfacilitar la fusión de la membrana de los gránulos de las

células cebadas a la membrana celular, y la liberación de los

mediadores químicos (9)

En este proceso también se activa otra enzima, la adenilato

ciclasa. La activación de los receptores de IgE induce un

incremento transitorio en el AM? cíclico intracelular, que

alcanza un máximo a los 15—30 segundos (10,11). Se ha demostrado

la activación simultánea de las metiltransferasas y del AId? en

la membrana plasmática aislada (12). A su vez, la adenilato

cilcasa activa a una proteinquinasa. Se ha demostrado por muchos

investigadores que el incremento intracelular de AM? cíclico

inhibe la liberación de histamina inducida por antígeno <13,14).

Podemos ver en las tablas 1, II, y III, la acción resumida

de los mediadores químicos producidos en esta reacción inmediata

<15) . Repasaremosa continuación aquellos que se han encontrado
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implicados en el asma humano (tabla IV).

Se puede comprobar la producción de estos mediadores a nivel

humano mediante la inducción experimental de asma, tras la

provocación con el antígeno al que el sujeto está sensibilizado.

En muchos casos es difícil 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 útil para

estudiar la secuencia de liberación de mediadores, su relación

con las manifestaciones clínicas y la alteración que produce en

la función pulmonar.

Mediante esta técnica se ha podido precisar que en las

crisis asmáticas se produce un aumento de los niveles de

histamina (16,17) y un incremento serico de NCF—HMW,paralelo al

grado de broncoespasmo inducido (18), iniciándose entre uno y

cinco minutos después de la provocación. El nivel de NC—HMW

alcanza un pico de actividad máxima entre los cinco a quince

minutos, aunquesu acción persiste durante horas tras el estimulo

<18) . Asociado a su liberación se produce leucocitosis y

neutrofilia transitoria e igual secuencia se encuentra tras la

inhalación de agua destilada (19), en el asma inducida por el

ejercicio (20) y tras la ingesta de aspirina (21). Este

incremento en NCF—HMWy de leucocitos no se produce tras el

broncoespasmo inducido por metacolina <18,22) indicando con ello

que no es consecuencia de la broncoconstricción.

También se ha comprobado que paralelamente al incremento de

NCF—HMW se sigue un incremento de los receptores para C3b en los

neutrófilos y monocitos circulantes (23), fenómeno que no se
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objetiva en el broncoespasmo inducido por la histamina, pero si

en el broncoespasmo inducido por el ejercicio (20).

Se ha demostrado que en el asma inducido por la inhalación

de antígeno no se producen alteraciones de C3 ni C4 ni hay

incremento en el nivel de complejos inmunes circulantes <18).

Recientemente se ha demostrado aumento de PAF en sangre venosa

a las E h. de la provocación inhalativa (24).

La acción de estos mediadoresy de los restantes, de cuya

liberación se tiene evidencia indirecta, conduce a una reacción

alérgica “clásica” que aparece en minutos, persiste de treinta

a sesenta minutos, y se sigue de una fase tardía inflamatoria,

que ocurre a las cuatro—ocho horas <reacción 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 tardía ha

podido ser estudiada histológicamente a nivel cutáneo, infiriendo

sus resultados a lo que sucede en el pulmón humano, donde es

difícil poder objetivarlo. En la fase tardía es más patente la

inflamación con aflujo de eosinófilos, neutrófilos, linfocitos,

basófilos y monocitos (28). La proporción relativa de cada tipo

celular depende del estimulo empleado y el tiempo transcurrido.

A nivel vascular se observa vasodilatación e infiltrado

perivascular, hialización del endotelio y a veces discreta

hemorragia y necrosis, pero nunca con la intensidad con que

ocurre con la reacción de tipo Arthus (29). El infiltrado celular

probablemente responde a la liberación de mediadores ECF—A

<30,31) NCE (27) IF—A (32) LTB4 y otros derivados del ácido

araquidónico (A.A) (33)

La producción de bronconstricción inmediata y tardía tras
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la provocación inhalativa puedeser bloqueada mediante medicación

con CGDS <~~) 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 bloquean el desarrollo de la tardía (34) lo que

parece sugerir el papel que desarrollan los derivados del AA en

esta fase. Este componente tardío no responde con igual eficacia

a los broncodilatadores agonistas beta adrenérgicos como la fase

inicial.

A nivel teórico se postula la siguiente secuencia de

acontecimientos en la producción de la reacción dual: la

degranulación de células cebadas conduce a la liberación rápida

de una variedad de mediadores, incluyendo histamina, derivados

de AA, bradiquinina y factores quimiotíaticos, que producen

vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular y atracción

inicial de polimorfonucleares. Los gránulos 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 gránulos, el factor inflamatorio de

la anafilaxia <IF-A), que se ha demostrado induce el infiltrado

celular característico de la fase tardía de la reacción. Y en

esta fase tardía se destaca el papel importante que puede

desarrollar el eosinófilo, atraido por el PAF y otros mediadores,

que libera proteina básica mayor<PBM) capaz de lesionar el

epitellio, bién por si misma o interfiriendo en la acción del

factor relajante derivado del epitelio (35).
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2.1.1— células imDlicadas

.

Determinadas células poseen receptores para el fragmento Fc

de la IgE, como las células cebadas, basófilos, macrófagos

(36,37), monocitos <38), eosinófilos <39), linfocitos (38) y

plaquetas (40). Las células cebadas y los basófilos poseen

receptores de alta afinidad (41,42), en tanto que a los de las

otras células son de baja afinidad.

Las células cebadas y los basó! líos son miembros de una

familia heterogénea de células, con importantes características

comunes. Dentro de las células cebadas se distingue en la

actualidad dos subpoblaciones, estudiadas fundamentalmente en

animales de experimentación: 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 situación. En una primera evaluaci6n se ha considerado que a

nivel de pulmón predominan las células semejantes a las MMCen

el epitelio y parénquima, así como en la lámina propia, en tanto

que en la submucosa predominan las CTMC en proporción 2/1 (47).

Además de existir diferencias en el contenido de mediadores, se

comportan de forma diferente frente a los fármacos.

También dentro de los basófilos humanos parece existir dos

subpoblaciones, con diferente contenido en histamina (48),.

En el caso de los macrófagos el puenteo de dimeros de IgE

unidos a su superficie induce la liberación de su contenido en

enzimas lisosomales, anión superóxido, otros radicales oxigeno

altamente destructivos, segrega interleuquina 1, y productos del

metabolismo del ácido araquidónico, en general leucotrienos (49)—
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Tanto los macrófagos pulmonares como los peritoneales son ricos

productores de LTC4.

Al igual que ocurre con los macrófagos, el receptor de IgE

del cosináfilo es de baja afinidad. La intervención de esta

célula en la producción y/o modulación de la inflamación en el

asma es importante. Por un lado, se ha demostrado que los

característicos cristales de Charcot—Leyden, que se encuentran

en el esputo de los asmáticos, están formados por lisofosfolipasa

<50), enzima que se localiza en la membrana del esosinóf lío <51>.

Por otro lado, se ha demostrado que la proteina básica mayor

(PBM) del eosinófilo, que es muy tóxica para el epitelio de la

vía 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 asmáticos fallecidos en status

(53>. También se ha detectado otra enzima, la ECP (proteina

catiónica del eosinófilo), que se encuentra aumentada en el suero

de los asmáticos, tras la provocación bronquial <54>. Además, el

eosinófilo produce LTC4 sugiriendo este hecho que puede inducir

broncoespasmo directamente (55).

Las plaquetas parecen tener receptores de baja afinidad para

IgE. Estas células son atraídas al lugar de la reacción por al

PAF, que las agrega, y en virtud de su agregación y de la unión

de la IgE ligada a su pared con el antígeno, liberan serotonina

y factor plaquetario IV <43).

Todas estas células, especialmentelas células cebadasy los

basófilos, van a liberar los mediadores químicos, tras realizarse

la unión IgE-antigeno. Existe evidencia de que la IgG4 puede

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

En la actualidad se está comprobando la presencia y acción

de algunas de estas células en el pulmón de pacientes asmáticos,

tras la provocación con el antígeno al que están sensibilizados.

Así, haciendo lavados broncoalveolares (LBA> se ha visto la

presencia de eosinófilos , contados antes de la provocación

inhalativa y, tras ésta, o tras la instilación local de antígeno

y se observa que los eosinófilos se encuentran degranulados <~~),

además de encontrarse aumentados en su recuento con respecto a

los controles sanos. También se encuentran incrementados hasta

cinco veces el número de células cebadas (58) que son capaces de

liberar sus mediadores frente a diversos estímulos con mayor

facilidad que los inastocitos de sujetos normales.

Y, por supuesto, en el pulmón se encuentran macrófagos

alveolares y vasculares intersticiales. Los macrófagos alveolares

constituyen el 90% de todas las células del LBA de individuos

sanos. Además de su intervención en fagocitosis , en la expresión

de mediadores , y procesamiento de antígenos, su posición

anatómica les hace ocupar un lugar preeminente en la superficie

de interfase del pulmón humano (59). Aunque se acepte

generalmente que la reacción de hipersensibilidad inmediata se

inicia en el pulmón por la interacción antigeno—IgE unida a las

células cebadas, menos del 1% de las células de la luz bronquial

humana son células cebadas (60). La naturaleza predominante de

los macrófagos alveolares en las vías aéreas sugiere que estas

células tienen una implicación precoz que conduce a la activación

de las células cebadas.

Aunque no contienen receptores para IgE, está actualmeente
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en debate la participación de las células epiteliales bronquiales

en el asma. Se ha comprobado mediante biopsias y en estudio

postmorten que el epitelio está erosionado, encontrándose células

epiteliales desprendidas. Se estima hoy que este efecto se

produce por acción de la PBMdel eosinófilo <35). Pero es también

importante conocer que estas células producen un tactor/s

relajante sobre la musculatura lisa <61) cuyo papel puede ser

importante en el mantenimiento fisiológico del calibre de las

vías aéreas.

2.2.— OTRAS VíAS.

Existen numerosos casos de asma, especialmente entre los

adultos (asma intrínseco), en los que no es posible demostrar la

mediación por IgE. Sin embargo, en estos casos, la

histopatologia, fisiologia y respuesta al tratamiento

farmacológico es totalmente indistinguible del asma extrínseco.

Es posible que exista mecanismo de autoperpetuación, de

desarrollo de hiperreactividad bronquial (HB> diferente a la

exposición antigénica. Y para explicarlo, se han emitido

diferentes hipótesis.

2.2.1— Infecciones viricas

.

Muchos pacientes con asma intrínseco relatan el comienzo de

su enfermedad en relación a una infección respiratoria aguda.

La relación entre infecciones virales e inducción de crisis

asmáticas comenzó a ser estudiada en 1967 por Mc Intosh y

colaboradores <62> en niños, 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

micoplasmapneumoniae <66>. La conclusión de estos estudios fué

que las infecciones virales precipitan crisis asmáticas con mucha

mayor frecuencia en niños menores de diez años que en adultos,

en tanto que las infecciones bacterianas no guardan relación.

Pero es posible que no solamente precipiten crisis asmáticas,

sino que las infecciones virales pueden ser causantes de la

iniciación del asma. Este es el caso de los niños que han

padecido bronquiolitis: una parte de ellos se recuperan

totalmente, pero para el 30—50% de los niños la bronquiolitis

inicial se sigue de episodios recurrentes de disnea con

infecciones viricas respiratorias subsiguientes. Los pacientes

más susceptibles de episodios recurrentes de disnea tienen

antecedentes familiares de enfermedadesalérgicas, sin que se

sepa todavía la explicación 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 vías superiores, siguiendo las posibles alteraciones que se

producen en su función pulmonar <67,68>.

Empey y colaboradores <69) midieron las variaciones en la

hiperreactividad bronquial en de sujetos sanos infectados con

virus de vías respiratorias superiores, llegando a la conclusión

que un infección respiratoria virica común 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 producción

de esta hiperreactividad ha sido explicada por varias teorias.Una

de ellas es que los virus respiratorios lesionan el epitelio
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bronquial y sensibilizan las fibras sensoriales del vago de

adaptación rápida., cuyos receptores aferentes están localizados

en el subepitelio de las vías aéreas mayores. Ello daría lugar

a que se desencadenase un reflejo vagal frente a cualquier

estimulo. Esta teoría parece avalada por el hecho que este tipo

de hiperreactividad puedeser prevenida por la administración de

atropina (71).

Otra teoría es que la hiperreactividad inducida por virus

se produce por la liberación de mediadores químicos, ya que se

ha comprobado que se produce IgE específica frente al virus

respiratorio sincitial <VRS) (71). En este estudio se encontró

que los niveles de IgE específica eran mayores en los casos en

los que la infección cursabacon disnea. Ello induce a pensar que

la reacción IgE—VRS produce liberación de mediadores y

obstrucción de las vías aéreas. Sin embargo, es sabido que para

que haya broncoconstricción es necesario algo más que la s¿la

liberación de mediadores, y en este caso concreto, este algo más

es la inflamación producida por el virus.

Pero también se ha atribuido el desarrollo de

hiperreactividad por virus a la inducción de bloqueo beta-

adrenérgico, como se ha comprobado que se produce en los

granulocitos cultivados con virus respiratorios (72).

Otros autores (73) han comprobado “in vitro” que los virus

respiratorios producen un aumento en la liberación de mediadores

químicos por los leucocitos, especialmente por los basófilos.

Además de la liberación de mediadores broncomotores tendría lugar

también un aumento en la quimiotaxis ~ aumentando la

inflamación.
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Así pues, en el caso de la hiperreactividad inducida por

infecciones viricas existen varias teorías explicativas, todas

ellas avaladas por estudios experimentales y es probable que

estos hechos sean complementarios, no excluyentes.

2.2.2— Teoría del bloaueo beta—adrenéraico

.

Szentivany <~~) propuso que una reducción en la función de

los receptores beta adrenérgicos de las vías aéreas de los

asmáticos podría explicar la mayoría de las características del

asma, incluyendo la hiperreactividad bronquial inespecifica.

Sugirió que esta depresión de la función beta disminuiría la

efectividad de los reflejos parasimpáticos que usualmente

producenbroncodilatación compensadoray esta anomalíatenía como

resultado que las vías aéreasfueran hiperreactivas a los agentes

broncoconstrictores.

Esta teoría ha dado lugar a múltiples trabajos

experimentales, tanto en animales como en el hombre. Utilizando

animales no se ha conseguidodemostrarlo <76,77>, pues parece que

la actividad de los reflejos simpáticos endógenos bronquiales

varian ampliamente según las distintas especies. Además 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 neutrófilos . Parker

y Smith (79> demostraron que tanto los cultivos linfocitarios

como los cultivos mixtos linfocitos—neutrófilos de los asmáticos

generaban menor cantidad de AMP en respuesta a la isoprenalina

que los sujetos normales; además, este fenómeno estaba más
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acentuado en los pacientes con asma crónico severo, y la

respuesta se hacia prácticamente normal cuandoel asmamejoraba.

Sin embargo, otros investigadores han demostrado que la

exposición repetida a los agonistas beta en los sujetos no

asmáticos hacia disminuir la respuestade los receptores beta en

los leucocitos <80) por lo que se puedededucir que los hallazgos

de Parker y Smith pueden ser atribuibles tanto a la terapia con

beta agonistas como a la enfermedad en si (81,82).

Se han realizado estudios similares utilizando

Jdihidroalprenolol <DHA), que se une a los receptores beta de

forma específica. Con esta técnica se ha encontrado que los

receptores de la membranade los linfocitos estabandisminuidos

en los asmáticos que no recibían tratamiento con beta agonistas

(83,84). Además se ha hallado que la densidad de los receptores

beta de los linfocitos disminuye en proporción directa con la

severidad de la obstrucción de las vías aéreas en pacientes que

no recibían terapia beta agonista <84). Pero es posible que esta

disminución puedaser debida a otros tratamiento como corticoides

y teofilinas.

Otros autores como Galant y colaboradores (85) han

encontrado que los sujetos normales y los asintomáticos que no

reciben tratamiento con beta agonistas tienen receptores beta en

densidad normal, mientras que los que han sido sometidos a

medicación tienen una reducción mayor del 70%, en tanto que las

constantes de disociación para la unión 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 mismo (86) encontraron que la densidad de
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los receptores beta volvía a la normalidad una semanadespuésde

suspender el tratamiento, por lo que añadieron a su concepto

primitivo la idea de que la “down regulation” de los receptores

beta era reversible, y se producía más como resultado de la

terapia que como carácter intrínseco 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 obstrucción más severa de las vías aéreas que los que

no la reciben. Y por otra parte, es posible que no sean

superponibles los estudios realizados en leucocitos con los

hechos en las vías aéreas. Por ejemplo, el tratamiento con

terbutalina durante dos semanascausa una reducción del 85% de

los lugares de unión del DHA con los receptores de los

leucocitos, pero el tratamiento crónico con esta droga, que

conducea exposición crónica de los receptores beta bronquiales,

no parece alterar de forma significativa la función de las vías

aéreas. <87)

También se han esgrimido razones histológicas en contra de

esta teoría. Patterson y colaboradores (88) no encontraron

evidencia de hiperreactividad en el músculo bronquial aislado de

pacientes asmáticos “post mortem”, obteniendo iguales resultados

en los que estabansometidos a tratamiento con beta adrenérgicos

como los que no lo estaban. E igual ocurre con preparaciones de

tráquea aislada de cobayas con asma inducido de forma

experimental.

En otros estudios se ha intentado reproducir la disfunción

de los receptores beta administrando propanolol a sujetos sanos
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sin conseguirlo <89), por lo que se llegó a la conclusión de que

no es ésta la causamás importante de hiperreactividad bronquial

inespecífica, aunque es posible que las dosis y vías de

administración del propanolol que utilizaron en este estudio no

hayan sido las suficientes ni las adecuadas.

También se ha pensado que la disminución de receptores beta

podría ser debida a la presencia de autoanticuerpos para los

receptores beta. Sin embargo, los estudios realizados para

comprobar esta teoría solamente han encontrado dichos

autoanticuerpos en un 9% de los casos, que quizá sean secundarios

a la propia enfermedad, y se correlacionan con la gravedad de la

misma <90>.

2.2.3 — Alteración de la actividad inhibitoria no adrenéraica

.

no colinérgica <NANO)

.

Se conoce desde hace tiempo la existencia de este sistema

inhibidor no adrenérgico en el tracto grastrointestinal, sistema

que cuando es estimulado produce la relajación del músculo liso.

A nivel intestinal se considera que la ausencia de este sistema

está asociado a la enfermedad de Hirschprung.

Estudios recientes sugieren que en las vías aéreas,

incluidas las del hombre, existe un sistema similar que puede ser

el responsableprincipal de la producción de la broncodilatación

y su ausencia podría conducir al broncoespasmo<91).

Aunque no se han identificado completamente los

neurotransmisores del sistema NANO parece existir evidencia de

que son neuropéptidos, de los cuales se están describiendo un

creciente número (92). El péptido presenteen mayor concentración
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en las vías aéreas humanas, determinado por radioinmunoensayo,

es el VIE <~~> que parece ser el neurotransmisor de los nervios

inhibidores no adrenérgicos. Incluso parece que es capaz de

regular la secreción de mediadores por las células cebadas <94>.

Este péptido de 28 aminoácidos se ha localizado tanto en pulmón

de animales de experimentación como en humanos, en las neuronas

y terminaciones nerviosas del músculo liso de las vías aéreas,

especialmente en las superiores, alrededor de las glándulas

mucosas, cerca de las células epiteliales de las vías aéreas y

en los vasos bronquiales y pulmonares (93,95). La estimulación

de los receptores de VIP activa la adenilato ciclasa, aumentando

el contenido de AM? de los pulmonesy la tráquea <96), con efecto

similar a la activación por beta agonistas, por lo que se ha

postulado que una deficiencia de los receptores VI? en las vías

aéreasde los pacientes asmáticos puede ser uno de los mecanismos

de producción de asma. En los animales de experimentación el VI?

protege frente a la broncoconstricción inducida por histamina

~ pero en el hombre, administrado por vía inhalatoria, no

tiene este efecto <~~)• Si se administra por vía i.v. protege

relativamente poco <100) frente a estos estímulos en pacientes

asmáticos. Además su efecto broncodilatador en el asma severa es

menos marcado que el de los beta agonistas (101>. Por estas

razones existen dudas de que realmente juegue algún papel

importante en el asma.

Los nervios excitadores no colinérgicos parece que están

mediadospor el neurotransmisor sustanciaP. Este sistema produce

broncocosntricción “in vitro”, que no es inhibida por la atropina

<102), pero parece que su actividad es mínima a nivel humano.
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2.2.4 —Alteración en la regulación de la concentración

intracelular de Calcio

.

Son numerososlos estudios que han establecido el importante

papel que tiene el calcio como mensajero intracelular para la

respuestade muchos tipos de células frente a diversos estímulos.

En el caso que nos ocupa, se consideran fenómenos dependientes

de calcio la contracción del músculo liso, la liberación de

mediadores por las células cebadas y basófilos, la secreción

mucosa, la iniciación y conducción del impulso nervioso, el

movimiento de las células inflamatorias y la secreción de

sustancias proinflamatorias por los macrófagos activados y los

neutrófilos.

La teoría de que una posible alteración 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 hipótesis fué el hallazgo de una sensibilidad

incrementada al calcio extracelular de la tensión isométrica de

reposo que sigue a la anafilaxia “in vitro” de la tráquea del

cobaya. Según esta teoría, el fenónemo final unitario de la HB

seria una regulación alterada del control de la concentración del

calcio libre intracelular, que haría que 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 reacción anafiláctica (105).

Para comprobar esta teoría se han realizado estudios en

pacientes asmáticos utilizando la acción de los bloqueantes de

los canales de calcio, verapamil y nifedipina, sobre la respuesta
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a histamina, metacolina y antigeno, y en animales de

experimentación. En animales si ha sido posible obtener una buena

respuesta protectora con nifedipina <106). En el hombre, Catrina

y colaboradores <107) han descrito la capacidadde la nifedipina

para prevenir el broncoespasmoinducido por el ejercicio. Otros

autores sólo han conseguido demostrar que este fármaco

proporciona protección parcial en la broncoconstricción inducida

por el aire frio (108) e histamina <109) y para otros, la

protección obtenida es muy débil frente a histamina y metacolina

<110,111). También se ha objetivado que ejerce protección frente

al descenso nocturno del FEM (112). Pero los resultados han sido

discordantes en la protección frente a la provocación con

antígeno (113,114).

En conclusión, los efectos demostrados de estos bloqueantes

de los canales de calcio son limitados, y en muchos casos las

dosis necesarias para producir cambios en la contracción del

músculo liso o la inhibición de mediadores son muy elevadas y

sobrepasa los limites de utilización clínica. Es posible que los

productos que se utilizan no sean los adecuados.

2.2.5 —Inflamación y liberación de mediadores

.

Es posible que los mediadoresde la inflamación puedan jugar

un papel importante en el desencadenamiento de la Ha. Esta

hipótesis es sugerida por el hecho de que estímulos que producen

hiperreactividad bronquial, como son la exposición al ozono,

fumar, infecciones virales y la inhalación de antígenos, también

produce un cierto grado de inflamación de las vías aéreas.

Además, el esputo de los pacientes con asma contiene a menudo
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grupos de células epiteliales de las vías aéreas y neutrófilos,

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 exposición al ozono, que causa inflamación de

las vias aéreas caracterizadas por lesión epitelial y aflujo de

neutrófilos (115>. Es interesante señalar que la hiperreactividad

inducida por este método es reversible en poco tiempo.

Se han llevado a cabo estudios en perros con

hiperreactividad inducida por ozono <116) a los que se les

practicaba lavados broncoalveolares. Se encontró un aumento en

el número de células epiteliales de vías aéreas y de los

neutrófilos, sin que ocurriesen cambios significativos en

macrófagos, linfocitos o eosinófilos <117). Se ha investigado la

secuencia de la liberación de mediadores requeridos para el

desarrollo de inflamación e HB. El perfil de liberación de los

productos de la vía lipooxigenasa que hallaron (118) fué en

mayores cantidades de LTB4 (potente quimiotáctico de neutrófilos)

y 15—HETE, junto con pequeñascantidadesde otros HETE y 35TO4. En

los perros tratados con ozono, y a los que previamente se les

había inducido neutropenia con hidroxiurea, se desarrollaba un

mínimo grado de HE, en comparación con los que no habían sido

depleccionados de neutrófilos (119). Esta serie de experiencias

ha llevado a postular que el daño epitelial es un acontecimiento

inicial tras el tratamiento con ozono, y que esta lesión es

independiente de los neutrófilos <119). Pero para que desarrolle
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HB en este modelo animal es necesario que los neutrófilos sean

activados y emigren al epitelio de la vía aérea (120>. Se podría

imaginar que tras la exposición a un estimulo inflamatorio se

produce, en primer lugar, activación de las células epiteliales

en la superficie de las vías aéreas; en segundo lugar, liberación

de metabolitos del acido araquidónico por la vía lipooxigenasa

a partir de estas células epiteliales; tercero, estimulación de

los nentrófilos por estos metabolitos, produciendo aflujo de

neutrófilos al epitelio de la vía aérea y, finalmente, liberación

de prostaglandinas o tromboxanos por los neutrófilos, que actúan

sobre el músculo 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

asociación entre el aflujo selectivo de neutrófilos en las vías

aéreas y el desarrollo de hiperreactividad (124). Sin embargo,

a diferencia de lo sucedido en los perros, el lavado

broncoalveolar no contenía aumento de células epiteliales. Es

posible que ¿sto 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 inducido por alergenos cuando

existe respuesta dual <fase inmediata y tardía) y no en los que

sólo representan respuesta inmediata (126>. El componente tardío

esta asociado con la liberación de mediadores (27) y la fase

celular de la reacción inflamatoria (127) lo que sugiere que es
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necesaria la inflamación para que se presente tanto la respuesta

tardía como la hiperreactividad. Además, es un hecho comprobado

que la liberación de mediadores modula, de alguna forma, la HB.

Así, los pacientes con asma estacional por sensibilización al

p¿len muestran marcado incremento de la hiperreactividad

bronquial durante la estación polínica, que persiste durante

varias semanas (127). Y este hecho se ha comprobado que sucede

tras la inhalación de otros antígenos, como ácaros y epitelios

de gato. En cuanto a los mediadores potencialmente

intervinientes, el hecho de que la respuesta asmática tardía

inducida por alergeno sea inhibida por la indometacina, sugiere

que pueden estar implicados los productos derivados del ácido

araquidónico por la vía de la ciclooxigenasa <128).

Además, la administración de dosis subliminales de PGF2a y

PGD2 pueden incrementar la respuesta de las vías aéreas a

inhalaciones subsiguientes de histamina (129). Esto hace suponer

que las PGs pueden potenciar la acción de otros mediadores, como

los LTs.

Todos estos hechos han llevado a considerar que el asma

puede ser una enfermedad que se inicia en el epitelio bronquial

(130). La rotura del epitelio y de sus uniones intercelulares,

bién por estimulación fisicoquímica (ozono), inflamación (LTB4

histamina, PBM del eosinófilo) o fuerzas posiblemente osmóticas,

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 activación de estas células (131,132,133).
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Es posible que esta hipótesis no sea una explicación

universal de la HB, pero parece explicar muchos de los cambios

fisiopatológicos asociados a las vías aéreas asmáticas.
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3 - ASMA E INTOLERANCIA A AINE

El asma asociada a intolerancia a antiinflamatorios no

esteroideos <AINE) se caracteriza por ser un asma de evolución

severa, en general, que sufre fuertes exacerbaciones cuando el

paciente ingiere aspirina u otros AINE. Se suele observar la

asociación con rino—sinupatia hiperplásica <poliposis) con mucha

mayor frecuencia que en otros tipos de asma. Se han empleado

diversos sinónimos para definir el cuadro clínico, el más

frecuente de los cuales es el de AAS triada (asma—poliposis—

intolerancia al ác. acetilsalicilico). Se utiliza también la

denominación de idiosincrasia por aspirina, asma inducido por

aspirina, asma con intolerancia aspirina, reacción pseudoalérgica

por aspirina. Esta proliferación de denominaciones se debe al

desconocimiento de su patogenia.

Clinicamente cursa como un asma intrínseco que suele

comenzar por encima de los 40 años, afecta predominantemente a

mujeres en edad cercana a la menopausia, con evolución a la

corticodependencia en la mayoría de los casos, aunque el paciente

no tome ningun AINE (134), y con eosinofilia elevada en sangre

y esputo. La rinitis que lo acompaña suele ser también severa,

eosinofilica, productora de anosmia, y bastante resistente al

tratamiento, pues sólo responde a dosis elevadas de esteroides,

más altas que las necesarias para controlar el asma. También se

acompaña en ocasiones de la presencia de un flush rojo—vinoso

facial, que sólo sucede tras la ingesta de Ac. acetilsalicilico

(AAS>.

La frecuencia de intolerancia a la aspirina en pacientes

asmáticos es distinta según que el diagnóstico se establezca por
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anamnesis o mediante prueba de provocación. Si el diagnóstico se

hace por anamnesis, se situa entre el 1,9% y el 19,8%, mientras

que si se hace por provocación oscila entre el 16% y el 30—40%

según los diversos autores (135>.

No existe otra forma de diagnosticar la intolerancia a AINE

más que la prueba de provocación, es decir, la administración de

pequeñas dosis crecientes de AAS, comprobando el descenso del

FEVí, 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 diagnóstico, por lo que, desafortunadamente, hemos de someter

a los pacientes a esta prueba de riesgo. Existen, no obstante,

unas premisas de exclusión de esta prueba, como son : 1~ que el

paciente presente una obstrucción fija, severa, del arbol

bronquial, y cuyo mejor FEVí sea menor de 1,5 1,; 2~ aquellos

pacientes que rechazan el tratamiento con corticoides sistémicos

(136>; 32 pacientes con sinusitis purulenta o con asma infecciosa

que son relativamente refractarias al tratamiento con corticoides

durante las exacerbaciones infeccionsas de su asma (136,137); 42

pacientes con enfermedades psiquiatricas que interfieren con su

aceptación voluntaria de esta prueba; 52 pacientes con vías

aéreas inestables, cuyo FEVí cambia más del 20% en la provocación

con placebo <138,136>

Los principios que rigen la provocación oral son los

siguientes: 1~ el tiempo transcurrido desde la ingestión de AAS

hasta el comienzo de los síntomas respiratorios oscila entre los

30 minutos y 4 horas <134,139); 2~ cuanto más irritable es el

árbol trAqueo bronquial, más probabilidades hay de que se
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presente una respuesta asmática severa (138>; 32 cuanto menores

son las dosis de AAS, menor será la respuesta asmática y

viceversa, sugiriendo un fenómeno dosis—respuesta <140,141);

4Qlas reacciones respiratorias a los AIME ocurren incluso en

pacientes pretratados con teofilina y corticoides (142>; 52 tras

la provocación positiva se produce un periodo que oscila entre

2 y 5 dias en el que el árbol bronquial del paciente es

refractario a una nueva prueba de provocación (142)

No existe ningún protocolo de provocación absolutamente

recomendado, sino que cada grupo de trabajo establece el suyo.

En la tabla y queda reflejado el que actualmente se sigue en la

Sección de Alergia del Hospital General “Gregorio Marañón”. El

paciente debe estar en situación estable, por lo que, si es

necesario, se ajustará 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 introducción de nuevos

AINE fueron apareciendo reacciones de intolerancia a los mismos,

y así, Storn Van Leeuwen en 1928 <144) la describió frente a

aminopirina, antipirina y luminal. Van Selow (145), Giraldo (146)

y Santer (147) describieron la intolerancia a la indometacina,

y más tarde otros autores encontraron reacciones frente a la

mayoría de AINE de posterior aparición.

La estructura química 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 carácter inmunológico.

3.2 -TEORíAS PATOGENICAS.

Se han barajada diversas hipótesis para tratar de explicar

el asma inducido por AThE, y ninguna de las cuales ha obtenido

plena demostración. A continuación se exponen las más

importantes:

3.2.1 —Mecanismo inaunolópico

.

Dado que el cuadro clínico es muy parecido al del asma

desarrollado por reacción antigeno —IgE, se trató de demostrar

que la aspirina actuaría de igual manera. Sin embargo, todos los

datos obtenidos aparecen contrarios a este mecanismo. En primer

lugar,las pruebas cutáneas han sido sistemáticamente negativas,

tanto empleando aspirina <148,149) aspirílpolisina <150,151),

suero con elevado contenido de aspirina <152,153), conjugados de

caseina o de seralbúmina humana más aspirina (154,155); no se ha

podido transferir pasivamente sensibilidad a la aspirina a

primates <156); la prueba de degranulación de los basófilos

frente al complejo aspirina—albúmina sérica humana es negativa

en estos pacientes (<157); y finalmente, los pacientes con este

síndrome de intolerancia a AAS muestran la misma reacción cuando

se les provoca con una amplia serie de AINE no relaciondos

químicamente, como se indicó antes.

3.2.2 —Hipótesis de la activación del complemento

.

Yurchacic (155) sugirió que la aspirina activa directamente

el sistema del complemento, con formación de las anafilotoxinas
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C3a y ~ que a su vez, podrán estimular la liberación de

mediadores químicos a partir de las células cebadas. Además

podrían tener también un papel relevante en el desencadenamiento

de este proceso inflamatoria otras actividades dependientes de

la activación del complemento, como la quimiotaxis leucocitaria

y la degranulación (158). En efecto, autores como Van Oss y cols

<159) demostraron que la aspirina tenía un papel

anticomplementario in vitro ; Aroyave y cols <160) encontraron

que se producía un descenso de los valores del CH50 mayor del 20%

sobre los basales en 3 de 7 pacientes intolerantes al AAS

durante la prueba de provocación con aspirina ; Voigtlander y

cols. <161) detectaron un pequeño descenso transitorio en los

valores del CH ~ e1, C~, y C3 tras la administración de 1 g. de

aspirina en voluntarios sanos. Sin embargo, el trabajo más

reciente de Pleskow y cols. <162), que midió la cifra de CH50 y

la actividad de 04 por inmunoelectroforesis en cohete para
04d’

y de C
5,en sangre venosa y arterial en 16 intolerantes a AAS, no

pudo demostrar que se produjeran cambios significativos, ni

durante ni después de la producción de broncoespasmo por aspirina

en estos enfermos.

3.2.3 —Thoría genética

.

En general, este tipo de asma se presenta de forma

esporádica dentro de la población, aunque se ha publicado la

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 hecho, la

expresión fenotípica de esta enfermedad requiere la herencia de
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varios defectos genéticos, como son : la predisposición al asma,

una deficiencia enzimática en un mediador de la cascada

inflamatoria, y la exposición a fármacos que bloqueen algún

factor o enzima del metabolismo del A.A. u otro mediador en

células seleccionadas <163). En este sentido, Mullarlcey y cols.

(164) han encontrado una prevalencia altamente significativa del

locus HLA-DQW2 en el 65% de~ los asmáticos intolerantes,

prevalencia que no se halla en los individuos sanos ni en

asmáticos tolerantes. El hecho de que no se halle en todos los

intolerantes puede explicarse, bien porque haya más de un defecto

genético,bien porque este defecto no resida estrictamente en

dicho locus, sino que vaya asociado a él. O bien, que sea sólo

un hallazgo no relacionado con la enfermedad.

3.2.4 -Liberación de mediadores por las células

cebadas/basófilos

.

Algunos autores han propuesto la teoría de que la aspirina

y otros A.I.N.E. (o bien sus metabolitos), pueden alterar la

superficie de las membranas de alguna o todas las células cebadas

del aparato respiratorio, o de los basófilos circulantes, de

manera que produzcan liberación de mediadores inflamatorios. Tal

teoría presupone que una única población de células cebadas , que

sólo existiría en los indivuduos asmáticos intolerantes a la

aspirina, son susceptibles a los A.I.N.E.. O bien,

alternativamente, que los A.I.N.E. estimulan selectivamente, y

sólo en los pacientes intolerantes, la formación de

anafilotoxinas o de 15—HETE, que a su vez, inician la liberación

de mediadores qulmicos de estas células.
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Para tratar de demostrar esta teoría se han realizado

determinaciones de los mediadores liberados durante la prueba de

provocación positiva. Así, Stevenson y cols. <165) encontraron

elevación de la concentración de histamina en sangre venosa

periférica de estos pacientes, pero también se producía el mismo

resultado en pacientes con prueba de provocación negativa.Otro

estudio similar , relizado por Wasserman y cois. <166) no pudo

demostrar la existencia de este incremento. En un reciente

estudio multicéntrico (167) en el que se determinaba histamina,

factor plaquetario 4 , y factor quimiotáctico de los neutróf líos

en sangre y orina, no se ha encontrado que se produzca ningún

cambio significativo, aunque en otros estudios si se ha podido

demostrar que se produce un incremento del factor quimiotáctico

de los neutrófilos durante la crisis asmática inducida por

aspirina, que no se produce con la administración de placebo, ni

en asmáticos tolerantes cuando se les administra AAS (168, 169).

Otro punto que podría corroborar esta teoría fué el hallazgo

por Basomba y cols. <170> de la inhibición del broncoespasmo

cuando al paciente se le hacia inhalar cromoglicato disódico

(CGDS) <estabilizador de la membrana del mastocito) previamente

a la provocación con aspirina. Sin embargo, este estudio se

realizó antes de conocer que la provocación con aspirina positiva

induce un periodo refractario entre 2 y 5 días, y en

consecuencia, la falta de reacción al AAS en la segunda

provocación podría haber sido causada por este periodo de

tolerancia . Cuando este periodo es tenido en cuenta, el

pretratamiento con 40 mg de CGDSno previene la reacción asmática

(171). Otro hecho en contra de esta teoría es la existencia del
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periodo refractario tras una primera provocación, y la

posibilidad de realizar “desensibilización” con aspirina. En este

caso, no existe explicación plausible de cómo se inhibiría la

liberación de mediadores.

3.2.5 -Intervención de los cosinófilos

.

Dado que los eosinófilos están muy elevados tanto en sangre

como en esputo y exudado nasal en los pacientes con intolerancia

a A.I.M.E. (172, 113>, seria lógico pensar que estas células

pueden tener un papel predominante en el desencadenamiento de

este tipo de asma. Sin embargo,los eosinófilos son sumamente

sensibles a la acción de los corticoides , en su funcionamiento

y en su migración, y como sabemos que el pretratamiento con

corticoides no inhibe el desencadenamiento del asma por

administración de aspirina, se hace difícil admitir que sea esta

célula la primordialmente afectada.

3.2.6 —Intervención de las plaauetas

.

Varios grupos de autores <174,175) han demostrado la

producción de una sustancia broncoconstrictora en el sobrenadante

de las plaquetas activadas. Se podría pensar que en los pacientes

intolerantes existiera un defecto que afectara a estas células,

en virtud del cual se alterará la liberación de este factor

broncoconstrictor. Sin embargo, no hay ningún trabajo que lo

demuestre cómo se verá después.
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3.2.7 - Acción de los A.I.N.E sobre el metabolismo del ácido

araauidónico

.

En 1971 Vane publicó que la aspirina y otros A.I.N.E.

inhiben la síntesis de las prostaglandinas in vitro (176, 177),

acción que posteriormente fué comprobada en numerosas especies

de animales y en diversos tejidos (178). También se ha demostrado

esta acción en casi todas las células humanas, con dosis

terapeúticas de estos fármacos, inhibiendo la ciclooxigenasa. En

1975 Szczeklik y cols. <179) demostraron que todos los fármacos

que presentan reactividad cruzada con el AAS inhiben igualmente

la ciclooxigenasa. A partir de estos trabajos surgió la teoría

de que el asma desencadenado por la aspirina se producía por un

bloqueo o alteración de esta vía, tan importante en el

desencadenamiento de la cascada inflamatoria (180>.

Parece confirmar esta teoría el hecho de que los fármacos

que producen mayor inhibición del enzima señalado (aspirina,

indometacina, ác. flufenámico etc.) son los que inducen

broncoespasmo en los paciente con asma desencadenado por

aspirina, mientras que 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 que ésta es la explicación de su mejor

tolerancia en estos pacientes. Por otra parte, la inducción de

tolerancia a la aspirina hace que se toleren otros A.I.N.E., y

viceversa <181, 182, 183)

La producción de broncoespasmo inducido por la aspirina se

podría explicar de dos maneras

—Através de una alteración de la proporción relativa de las
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prostaglandinas broncoconstrictoras, E2alfa, y broncodilatadoras,

E2, con predominio de las primeras.

—Obien por desviación del metabolismo del ác. araquidónico

hacia la vía de la lipooxigenasa, con el consiguiente aumento de

producción de leucotrienos broncoconstrictores.

Llegados a este punto, y dado que es motivo de esta tesis,

parece oportuno realizar un resúmen del metabolismo del ác.

araquidónico, la producción de sus metabolitos por las diferentes

células que pueden actuar en el asma, la participación 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 ácido araquidónico (A.A.) es un ácido graso

poliinsaturado de 20 átomos de carbono <ác. 5,8,11,14—cis—

eicosatetraenoico>, que es un constituyente normal de los

fosfolipidos que forman muchas membranas biológicas.Se sintetiza

a partir del ác. linoleico, que se trsnforma en dihomo—gamma—

linoleico, y este en ác. araquidónico (184>. La liberación del

A.A. de las membranas celulares puede ser estimulada por una

variedad de señales biológicas, incluyendo activación del

receptor especifico, interacción antígeno—anticuerpo, estímulos

físicos tales como el frío, o alteraciones iónicas del medio

(185)

No se encuentra libre en las membranas, sino que está

esterificado en lípidos complejos, habitualmente fosfolipidos,

que son un grupo de bases de fosfoglicéridos, sobre todo

fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, y

se halla situado en la posición 2 del esqueleto del glicerol

(fig. 2).

Aunque la mayoría de las células presumiblemente liberan

A.A. a partir de los fosfolipidos por acción de la fosfolipasa

A2 <fig. 1>, la acción 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 vías principales,

ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Es dudoso que se produzca la vía

epoxigenasa in vivo.

La ciclooxiqenasa es un complejo enzimático asociado al
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grupo heme, que cataliza la incorporación de oxigeno molecular

en la molécula del A.A., seguido de cierre del anillo, que

produce los endoperóxidos intermedios PGG2 y PGH2, éste último

por acción 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 sólo lo hacen

células altamente especializadas.

Las lipooxigenasas son una familia de enzimas citosólicas

con importante especificidad de célula. Las tres enzimas más

importantes de la lipooxigenación de los mamíferos son las 5, 12,

y 15 lipooxigenasas, en las que el número indica el número del

átomo de carbono donde se introduce una molécula de oxigeno,

formándose productos inestables, el 5, 12 , 15 HPETE, que

rápidamente se transforman , por via enzimática y por un

mecanismo de reducción no enzimático, en los correspondientes 5,

12, 15 HETE (188). Es la 5 lipooxigenasa la que actúa en

neutrófilos, monocitos, macrófagos y células cebadas <189); la

via 12 lipooxigenasa se forma primordialmente en plaquetas <190),

y la 15 lipooxigenasa en eosinófilos, células endoteliales y

células epiteliales <191, 192). Posteriormente, en todas las

vías, se forman análogos de los leucotrienos ~ B4, 041 D4, y E4

<193). Los tres últimos constituyen la antigua sustancia de

reacción lenta de la anafilaxia (SRS—A), y se conocen tambien con

el nombre de 06 leucotrienos sulfidopéptidos, siendo la porción

peptidica glutation para el leucotrieno C~ <35TO4),

cisteinilglicina para el leucotrieno D4 <LTD4) y gamma—

glutamilcisteina para el leucotrieno E4 (LTE4> <188>.

En 1984 se describieron en los neutrófilos 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 (Li(S) (194).

Aunque todas las células humanas que se han examinado

expresan actividad ciclooxigenasa y una o más actividades

lipooxigenasas, sólo las células cebadas, varios tipos de

leucocitos, plaquetas y células endoteliales y epiteliales de

diversos órganos generan y secretan cantidades suficientes de

estos mediadores para influir a otras células en la reacción

alérgica <188) <fig. 8)

4.1 —Producción de cicosanoides en tejidos y células

.

En la tabla VI se muestra la producción de metabolitos del

A.A. por tejidos y células humanas (195). Repasaremos brevemente

aquellos que nos interesan en este trabajo.

19-Pulmón

El tejido pulmonar de una gran variedad de especies animales

tiene capacidad metabólica para producir prostaglandinas (PGs),

tromboxanos <Txs), LTB4, y sulfidopéptido leucotrienos, aunque

puede variar su proporción entre especies y entre los diferentes

tejidos pulmonares estudiados dentro de una especie. Así, en las

tiras de pulmón de cobaya se ha visto que el LTA4 se transforma

en LTB4, C4, D4, y E4, mientras que en el tejido traqueal aislado

sólo se produce LTB4 (196). En cambio, el tejido bronquial

central y periférico puede convertir el LTC4 exógeno en LTD4 y E4

(196, 197). Las tiras del parénquima pulmonar humano pueden

tambien catalizar la conversión de LTC4 a LTE4 y D4 (198). Las

células epiteliales de tráquea humana producen solamente PGE2 y
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PGE2alfa <199).

La producción in vitro de leucotrienos por el tejido

pulmonar puede ser específica de estímulos <200). cuando se

estimula parénquima humano con ionóforo de Calcio A 23187 se

produce predominantemente sulfidopéptido leucotrienos, que se

presentan como LTE4 y menores cantidades de PGD2. Pero cuando el

tejido es sensibilizado con IgE y estimulado con anti—IgE, el

metabolito predominante es PGD2. Tambien se ha demostrado que el

parénquima pulmonar produce prostaciclina (PGI2) y su metabolito

6-ceto-PGF2 alfa, y en menores cantidades, PGF2alfa, TxB2, y PGE2

<201)

29-Basófilos y células cebadas pulmonares

Los basófilos producen 35TO4, que es metabolizado a D4 y E4

<202, 203), y pequeñas cantidades de 5-HETE, y no producen PGD2.

Los mastocitos pulmonares producen predominantemente PGD2 (204)

y pequeñas cantidades de TxB2, 6—ceto—PGF2alfa, PGE2 y PGF2alfa

(205), y 35TO4 (202,203). Si se toman células cebadas pulmonares

aisladas y se estimulan con IgE—Fc, se produce predominantemente

PGD2, pero si estas células se incuban con fibroblastos de ratón

3T3, al cabo de 7 días el mismo estimulo produce cantidades

similares de 35TO4 y PGD2 (206>. Esto podría significar que, o

bien al aislar las células cebadas se altera la vía de la 5-

lipooxigenasa, o bien que la presencia de los fibroblastos

proporciona unos factores críticos similares a los que se pueden

producir en el pulmón humano. Tal vez esté relacionado con este

experimento el hecho publicado de que los mastocitos con

características de los llamados de mucosa elaboran grandes

cantidades de leucotrienos, en tanto que los llamados de tejido
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conectivo generan PGD2 y parecen carecer de la vía 5—

lipooxigenasa (207, 208).

39—Eosinófilos

Los eosinófilos humanos y de ratón, cuando son estimulados

con ionóforo de Calcio y A.A. exógeno, lo metabolizan

predominantenente hacia la vía lipooxigenasa, siendo su producto

mayor el 15—HETE, junto con otros productos de la 15-

lipooxigenasa y 5—lipooxigenasa (209, 210). Tambien producen LTC4

y LTD4, tanto en animales como en humanos, y tanto en individuos

sanos como en pacientes con eosinofilia <211, 212, 213).

49—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 pequeñascantidades de LTB4 (214).

59—Plaquetas

Producen preferentemente TxA2, que se degrada a TxB2, 12—

HETE, y pequeñascantidades de PGD2 (215, 216).

69—Neutrófilos

Producen LTB4 (217) y lipoxinas <194>, así como pequeñas

cantidades de TxB2, PGE2, y PGE2alfa (195)

79—Monocitos periféricos y macr6fagos alveolares

Ambos tipos de células son parte de una familia de células

fagociticas mononucleares que se encuentran prácticamente en

todos los órganos. Los macrófagos alveolares derivan de los

monocitos sanguíneos (218). A nivel pulmonar se hallan en tres

localizaciones : en el alveolo, en el tejido intersticial, y en

la luz de las vías aereas (219). como se señaló antes, los

macrófagos 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 antígenos

y generar mediadores. Está comprobadala activación inmunológica

de los macrófafos por estímulos dependientes de los receptores

IgG—Fc (220). En este trabajo, no se entra a considerar las

funciones de fagocitosis, ni proceso de antígenos, ni secreción

de interleuquinas.

Los macrófagosalveolares y monocitos sanguíneosliberan un

amplio número de moléculas en respuesta a diversos estímulos,

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 capacidadpara intervenir en el asma bronquial

<221). Tambien se ha publicado que generan lipoxinas <222).

Posteriormente se expondrán con amplitud los estudios

realizados en liberación de PGs y LTs en relación con su posible

participación en el asma bronquial.

4.2 —Receptorestisulares de cicosanoides.

Una vez que los eicosanoides han sido elaborados por el

tejido pulmonar o por las células residentes en el pulmón,

ejercen sus efectos a través de receptores específicos tisulares.

La evidencia experimental demuestra que los leucotrienos se ligan

a los tejidos de forma reversible, saturable y con especificidad

estereoquímica.

Los datos acumulados hasta hoy sugieren la existencia de

receptores diferentes para LTB44 y LTD4, y posiblemente, para LTE4

<223). Se han descrito receptores para LTC4 en un amplio número
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de tejidos, como cerebro, hígado, riñón, y pulmón, pero los

estudios realizados hasta ahora muestran que parece tener poca

especificidad (218). El receptor para LTD4 sólo se ha encontrado

en pulmón (224) y parece espcifico y saturable. El receptor para

LTE4 parece muy similar al de LTD4 (225> y ambos parecen ser

glicoproteinas (224). El receptor para LTB4 se ha detectado en la

membranade polimorfonucleares <226,227>.

También se han descrito receptores para los prostanoides

(228). Y existe una teoría, basada en múltiples estudios

experimentales, para explicar de forma conjunta la acción de

todos los eicosanoides a través de sus receptores. Según Smith

(228) los eicosanoides actuarían a través de un receptor ligado

a la proteina O para producir sus efectos celulares (fig 9>. Se

sabe que cuando diferentes proteinas G se activan por interacción

con sus ligandos apropiados, se producen cambios en la

concentración de segundos mensajeros <A14P cíclico, InsP3, InsP4,

diacilglicerol o Ca
2t, o de iones intracelulares (1< y/o quizás

Na~ e H~), por estimulación de la adenilato ciclasa, inihibición

de la misma, activación de la fosfolipasa C, apertura o cierre

de los canales de Ca2 o de K, o posiblemente, promoviendo

intercambio de Na~/H~. La multitud de efectos biológicos

porducidos por los eicosanoides pueden ser entendidos si

existieran varios tipos de receptores específicos para cada

eicosanoide, con cada receptor acoplado a diferentes proteinas

G, que median diferentes acontecimientos bioquímicos. 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
2 adrenérgicos.
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4.3 — Acciones fisiológicas de los cicosanoides

.

Los efectos de estos mediadores se ejercen directamente

sobre el músculo liso, vasos sanguíneos, células epiteliales,

glándulas, leucocitos y células del sistema nervioso. Sus

acciones resumidas se exponen en la Tabla VIII y IX <188).

En conjunto, los sulfidopéptidos leucotrienos <35TO4, D4 y E4)

son más 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

broncoconstricción resultante son atribuibles a estos LTs puesto

que no se modifica por la adición de inhibidores de la

ciclooxigenasa, ni por antihistamínicos, y se suprime por

inhibidores de la actividad 5-lipoaxigenasa <229>.

Los LTC4—D4—E4 son de 200 a 20.000 veces más potentes que la

histamina estimulando la contracción de tejido pulmonar humano

y de cobaya (230). Sin embargo, estos leucotrienos presentan

solamente de 30 a 100 veces mayor potencia que la histamina en

producir contracción de la tráquea humana y de cobaya. Esto

parece indicar que son más activos sobre las vías aéreas pequeñas

que sobre las grandes, y corresponde con estudios in vivo en el

cobaya <231). No obstante, esta diferencia de acción se ha puesto

en duda después de los trabajos de Smith y cols <232), en los que

obtienen, tras las inhalación de los mismos LTs en humanos,

acciones equivalentes sobre las vías aéreas pequeñasy grandes.

El LTE4 y probablemente otros LTs sensibilizan a las vías

aéreas pulmonares para el efecto broncoconstrictor de otros

agonistas, por lo que son posibles candidatos como uno de los

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

PCI2, PGF2alf a, PCE2 y PGD2, en orden decreciente de cantidades,

y tienen efectos opuestos sobre las vis aéreas. La actividad

broncoconstrictora del TxA2, PGF2alfa y PGD2 es mucho mayor que

la acción broncodillatadora de los PCE2 y PGI2.

Nos interesa también conocer la actividad sobre leucocitos

y otras células implicadas en las enfermedades alérgicas. La

PCE2, PCI2 y PGE2alfa son capaces de modular los acontecimientos

iniciales de la respuestainmediata de hipersensibilidad. La PGE2

y PCI2 inhiben la degranulación de mastocitos elevando la

concentración de AMP—C, y contrariamente, la PGF2alf a aumenta la

degranulación de las células cebadas elevando la concentración

de GMP—C<234>.

El LTB4 estimula la quimiotaxis y quimioquinesis de

neutrófilos y eosinóflíos, en potencia similar a la anafilotoxina

C~ <235). Además de activar los neutrófilos, hace que liberen

sus enzimas lisosonales y la generación de supeóxido (236>. Y

junto con el 5—HETE, aumenta la expresión de receptores para
03b

en neutrófilos y eosinófilos, que conduce a la amplificación de

la respuesta inflamatoria local <237).

Se han descrito numerosas propiedades inmunoreguladoras para

los diferentes productos derivados de lipooxigenasa y

ciclooxigenasa, como se expone en las tablas VIII y IX, que no

es tema de este trabajo.

Respectoa las lipoximas, se ha descrito que la LXA
4 contrae

las tiras de parénquima pulmonar in vitro, con una curva dosis—

respuesta paralela a la producida por el LTD4, siendo unas 10.000

veces menos potente que el LTD4. Esta acción no se afecta por
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inhibidores de la 5—lipooxigenasa, ni por la indometacina. La

LXA.4 no produce contracción en el tejido traqueal, y la LXB4 no

contrae parénquima ni tráquea <238).

Además de estos efectos que podríamos llamar primarios, se

han descrito otros efectos secundarios, principalmente de los

productos de la vía lipooxigenasa. Se definen como aquellos

mediados por factores producidos en las células diana o tejido,

en respuesta a la introducción de estímulos derivados de los

productos del ác.araquidónico. Estos efectos se demuestran

funcionalmente cuando la respuesta se previene por inhibidores

farmacológicos, o antogonistas de mediadores, que actúan sobre

mediadores diferentes a los que originaron el estímulo. Por

ejemplo, el LTB4 puede tener acción broncoconstrictora cuando se

administra intravenoso, por inducir formación de TXA2 en el

tejido pulmonar <239). También los LTC4-D4 y E4 aumentan la

adherenciade polimofornucleares a las superficies, y disminuyen

la adherencia de plaquetas a las superficies endoteliales

lesionadas, a través de Ja generación secundaria y local de TxA2

y PCI2 (240>. Los efectos secundarios del LTB4 produciendo

aumento de la permeabilidad de la microcirculación cutánea y la

producción de hiperalgesia son dependientes de neutrófilos

(241)

Hay muchos de estos efectos secundarios. Los eicosanoides

de una célula pueden influenciar la producción de eicosanoides

por otras células. Por ejemplo, el 15 HETE de eosinófilos,

células epiteliales y endoteliales estimulan la actividad 5—

lipooxigenasa en algunascélulas cebadas,e inhiben la expresada

por macrófagos, neutróf líos y linfocitos (242).
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La actividad de unos eicosanoides puede ser inhibida

competitivamente por otros eicosanoides. Así la PCE2 aumenta

significativamente la marginación de neutrófilos en los tejidos,

que es iniciada por 35Ta4 <243>. La acción broncodilatadora de la

PCE2 en las vías aéreas del cobaya puede ser revertida

parcialmente por los efectos broncoconstrictores del 35TO4 (244).

Los eicosanoides también pueden modular los efectos de otros

mediadores no relacionados. Así, si en el cobaya se administra

una mínima cantidad de LTD4 en aerosol, aumenta notablemente la

contracción posterior inducida por histamina o por acetilcolina

(245).Y de forma similar, se puede aumentar la hiperreactividad

bronquial en pacientes asmáticos.
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5 - EICOSANOIDES EN ENFERMEDADES ALERGICAS

.

Se deduce que las acciones expuestas antes que los

metabolitos del AA pueden jugar un papel importante en la

patogenia de las enfermedades alérgicas. Las células que se

consideran importantes en estas enfermedadesestán situadas en

lugares en los que pueden entrar en contacto rápidamente con los

agentes externos y con alergenos. Son prominentes en las

superficies de las mucosas, piel, tracto gastrointestinal y

aparato respiratorio, y son potentes productoras de estos

metabolitos proinflamatorios.

No se conoce bién la forma en que entran en contacto los

alergenos en las células consideradas como activadas de forma

primaria por mecanismo IgE dependiente: mastocitos, basófilos,

y probablemente macrófagos. Lo mismo ocurre respecto a otras

células que son importantes en posteriores secuencias de la

reacción, como son eosinófilos, neutr6filos y linfocitos.

Mientras que los metabolitos de la cicleoxigenasa se pueden

dividir en metabolitos más o menos proinflamtorias y

antiinflamtorias, los productos de la via lipooxigenasa tiene,

en general, sólo 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 contracción del músculo liso, estimulación

de la quimiotaxis y quimioquinesis de neutrófilos y eosinófilos,

activación de los mismos, además de presentar propiedades

inmunorreguladoras. Sin embargo, sólo en situaciones aisladas se

han podido medir en los fluidos biológicos humanos de varias

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

5.1 — Eicosanoides y asma humano. Estudios sobre su Dosible

intervención

.

Las acciones de los leucotrienos expuestas antes,

especialmente los de los constituyentes de la antigua SRS—A, su

liberación por tejidos pulmonares y células tras diversos

estímulos, entre ellos el mediado por IgE, los hace ser firmes

candidatos a ocupar un puesto muy destacado en la patogénesis del

asma bronquial humano, aunque la demostración definitiva de esta

teoría aún no se ha logrado de forma concluyente <246>. Si

aparece más claro su participación en numerosos trabajos

realizados en animales de experimentación (247).

En cuanto a la implicación de las prostaglandinas, está aún

menos demostrado. Los estudios hechos en asmáticos extrínsecos,

en los que se pretende inhibir la vía ciclooxigenasa mediante la

premedicación con indometacina y la posterior inhalación del

antígeno adecuado muestran que no se produce ningún cambio

respecto a la provocación sin premedicación (248). Sin embargo,

en ninguno de los trabajos se ha demostrado que la dosis de

indometacina administrada produzca inhibición de la via

ciclooxigenasa en el pulmón. Las acciones de la PGD2 induce a

pensar que puede jugar algún 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 m&s accesible la

recogida de exudados. Así, se ha demostrado la producción de 35TO4

en el exudado nasal en voluntarios adultos alérgicos tras la
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inhalación experimental de pólenes <249>, y tras la exposición

al aire frio (250). También se ha comprobado que se produce

aumento significativo de los niveles de 35TO4 en la secreción

nasofaringea de niños alérgicos a pólenes durante la estación

polinica (251).

En el asma humano, el número de trabajos significativos es

menor. Se ha demostradoque la inhalación de LTE4 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 participación de LTE4 en el asmaalérgico

al encontrar niveles incrementados del mismo en orina tras la

provocación inhalativa <253).

Más demostrativos parecen los resultados de los estudios

realizados en liquido de lavado broncoalveolar <LBA), en

pacientes con asma moderado activo. En 1986 Murray y cols (254)

no encontraron Leucotrienos en el liquido de LBA tras la

provocación inhalativa, pero si detectaron la presencia de PCD2

en niveles elevados. Quizás la ausencia de LTS se deba a la

recogida precoz de las muestras, puesto que analizan el liquido

obtenido a los 9 minutos de la provocación. Posteriormente, Lam

y cols (255) demuestran que se encuentra en dicho liquido un

metabolito del LTB4, el 20-OH-LTB4, así como pequeñascantidades

de LTD4 y LTE4. No consiguieron detectar LTC4, quizás porque se

hubiese metabolizado rápidamente a LTD4 y E4. 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 LTB4 y 35TO4, y menores
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cantidades de LTD4 y LTE4 en concentraciones incrementadas en

los sujetos con asma activo, pero no en los que tenían historia

de asma y que no presentaban síntomas en el momento de realizar

el estudio, ni los sujetos controles.

Utilizando técnica similar de provocación inhalativa con

alergeno, Wenzel y cols <257) miden PGD2, Txs

(broncoconstrictores) y PCE2 y 6-ceto—PGF1alfa

(broncodilatadores) a los 5 minutos de la provocación, en

asmáticos alérgicos, asmáticos intrinsecos, sujetos atópicos no

asmáticos y sujetos sanos. Tras la provocación, en los asmáticos

extrínsecos se produce un incremento significativo de PGD2 y Txs

sobre los restantes grupos; los atópicos no asmáticos tienen un

mínimo incremento de estos mediadores, y no cambian en los

restantes grupos. No se produce ningún cambio significativo en

los niveles de PCE2 ni 6-ceto-PCF1alfa en ningún grupo,

concluyendo que en los asmáticos alérgicos se produce un

incremento de hasta 5 veces en los prastanoides

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 participación

de los lecucotrienos y PGD2 en el asma activo.

Otra forma de estudiar la participación de estos mediadores

en el asma humano es empleando antagonistas de los mismo. Los

estudios realizados con un antagonista de los receptores para

LTD4, la sustancia llamada 35—649,923, ha demostrado que es un

inhibidor débil del LTD4 inhalado en el hombre (258), y que tiene

un pequeñoefecto inhibitorio en la broncoconstricción inmediata
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tras la inhalación de antígeno en sujetos con asma moderado

<259). Empleando otro antagonista, el LY718813, antagonista de

LTD4 y E4, se ha encontrado que se reduce de forma significativa

la respuesta al ejercicio en pacientes con asma moderado (260),

y a la inhalación de aire frio (261). cuando se emplea en

provocacion inhalativa con antigeno, se obtiene una reducción

pequeña, pero significativa, en la respuesta broncoconstrictora

inmediata, pero no en la tardía (262)

Otros autores (263) han tratado pacientes asmáticos con VI

171883 en doble ciego durante 6 semanas, midiendo los

requerimientos de broncodilatadores, las variaciones del pico—

flujo expiratorio a diario, y realizando espirometrias semanales.

Tras el tratamiento con el antagonista, mejora el FEV1 y se

reduce de forma moderada la utilizacion de broncodilatadores.

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 más demostrativo, pero es difícil obtener un

número considerable de pacientes, sobre todo que padezcan asma

severo, y que no estén sometidos a tratamiento, especialmente con

corticoides, a los que se les puedarealizar LBA, por lo que los

pasos en este sentido serán lentos. Y respecto a los trabajos con

fármacos antagonistas, los resultados obtenidos no parecen

demasiado satisfactorios, quizás porque los productos empleados

no son lo suficientemente potentes, o, lo que parece más

plausible, porque en la patogenia del asma intervienen otros

mediadores, además de los LTs.
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5.2 — Eicosanoides y asma por intolerancia a AINE

.

A pesar de que la teoría que implica una alteración en el

metablismo del ácido araquidónico en la patogenia del asma

inducido por aspirina es la más lógica, los estudios realizados

in vivo muestran resultados poco concluyentes hasta la

actualidad. Reumirenos los más significativos.

Seria interesante el estudio del metabolismo de los

eicosanoides en tejidos del tracto respiratorio de estos

pacientes, pero es difícil poder acceder a ello. Al ser más

factible, se ha estudiado en tejido de pólipos nasales de

pacientes asmáticos con y sin intolerancia a AAS. En ambos casos,

se produce una formación incrementada de TxA2 en los pólipos, en

relación al tejido nasal sano, mientras que se detecta formación

de PCE2 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.

Así, Codard y cois (265) han encontrado que los macrófagos

alveolares obtenidos por LBA de pacientes con asma intolerantes

a la aspirina liberan menorescantidadesde PCE2, PGF2ay TXB2 que

los macrófagos de sujetos normales y de pacientes con asma

extrínseco, apuntando la posible existencia de un defecto

intrínseco en el metabolismo del ác. araquidónico en pacientes

intolerantes. No realizaron determinaciones de LTs.

Dado que una posible alteración podría residir en la acción

de los TXA2, TxB2, broncoconstrictores, se ha administrado un

inhibidor especifico de la tromboxano sintetasa a pacientes con

intolerancia a AINE. Se comprobóque no altera la sintomatología
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de estos pacientes, aunque si se demostró que inhibe la

generación de TXA2 en las plaquetas de los mismos (266>.

Goetzl y cols <267> utilizan los basófilos circulantes para

la medición de eicosanoides liberados en asmáticos intolerantes,

asmáticos tolerantes y controles sanos y miden la liberación

basal de PGE2 y LTD4 con estimulo de anti IgE humana, y su

posible alteración al añadir aspirina. Encuentran que se produce

una supresión mayor en la generación de PCE2 al añadir aspirina

en los basófilos de asmáticos intolerantes, mientras que la

generación de LTD4 se inhibe discretamente por la adición de

aspirina en los sanos y en los asmáticos extrínsecos, y

prácticamente no se inhibe en los asmáticos intolerantes.

Capron ha querido implicar a las plaquetas en esta

enfermedad. Ha realizado trabajos en los que demuestra que las

plaquetas humanas, que contienen receptores para IgE, cuando se

sensibilizan de forma pasiva y se estimulan con el antígeno

adecuado o con anti IgE humano, producen un proceso de activación

plaquetaria selectivo, en virtud del cual liberan metabolitos de

oxigeno citotóxicos, capaces de matar a las larvas del

squistosoma mansoni (268). Estudian mediante esta técnica las

plaquetas de asmáticos intolerantes, asmáticos tolerantes y

controles sanos, que se comportan por igual en todos los grupos,

en condiciones basales. Tras la administración in vitro de AAS,

indometacinayflurbiprofen, se induce una más intensa activación

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 parásitos <270)),
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sin que encuentrenque se produzca un fenómeno similar. Concluyen

que las plaquetas de los asmáticos intolerantes a la aspirina se

caracterizan por presentar una respuesta funcional, selectiva,

frente a los fármacos inhibidores de la ciclooxigenasa, expresada

por la generación de mediadorescitotóxicos.

Se ha dado un paso adelante en estos estudios utilizando a

los pacientes, tratándolos con diversos productos que inhiban

alguno de los pasos metabólicos del A.A. y provocándolos

posteriormente con aspirina. Basándose en los trabajos de Kuehl

<271) que encuentran, in vitro, que la PCE2 y la PGI2 inhiben las

etapas iniciales en la formación de LTs, y en los de Mugridge y

cols <272), en los que la PGI2 contrarresta la acción

broncoconstrictora de los leucotrienos en el músculo liso de

cobaya, Nizankowska y cols <273) tratan a un grupo de asmáticos

intolerantes con perfusión endovenosa de prostaciclina y con

placebo, provocándolos a continuación con aspirina. En ambos

casos, tratamiento con placebo y con PCI2, no se produce ninguna

protección frente a la provocación. Al mismo tiempo, determinan

la activación de las plaquetas en estos pacientes, que es

inhibida por la dosis de PGI2 administrada. De este trabajo

deducen que la prostaciclina no ejerce ningún efecto regulador

en los bronquios de los asmáticos intolerantes a la aspirina, y

por otra parte, que la inhibición de la activación de las

plaquetas por este producto, <a pesar de lo cual se produce

broncoespasmo tras la provocación), hacen difícilmente creible

la teoría de Capron expuesta antes.

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

posible efecto protector que el Piriprost <U60,257), potente

58



inhibidor de la síntesis de leucotrienos por ser inhibidor

especifico de la 5—lipooxigenasa, debería tener en el asma

inducido por aspirina. Encuentran que la administración de este

inhibidor por vía inhalatoria no protege frente a la provocación

con aspirina, conluyendo que, o bién este fármaco no es lo

suficientemente eficaz in vivo, o bién que los leucotrienos no

son los principales responsables de la broncoconstricción

inducida por AAS, apuntanto la posibilidad de que los mediadores

causales sean otros eicosanoides, quizás las lipoximas u otros

metabolitos todavía no concocidos.

Sin embargo, a pesar de estos últimos trabajos, todavía no

se puede descartar la participación de los eicosanoides en este

tipo de asma, a la luz de otros hallazgos. Asi, Ferren y cols

<274) han cuantificado los niveles de PGE2, LTB4 y LTC4 en la

secreción nasal de los siguientes grupos de pacientes: rinitis—

asma por AAS, asma sin rinitis por AAS, rinitis—asma por

intolerancia a AAS desensibilizado, asmáticos tolerantes y

controles sanos. Tras la provocación con AAS encuentran aumento

en el nivel de LTC4 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 producción de PCE2 ni de LTB4 en ninguno de

los grupos tras la administración de una pequeña dosis de AAS

<loomgrs), pero si se administran dosis elevadas <650 mgrs),

disminuye la producción de PGE2 en sanos, asmáticos tolerantes y

en asmáticos intolerantes desensibilizados <no administraron

esta dosis a los asmáticos intolerantes no desensibilizados por

razones obvias).
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En otro estudio realizado por Ami y cols (275) miden la

hiperreactividad bronquial con histamina y LTE4 en sujetos con

asma por intolerancia a AAS y con asma tolerantes. Se produce un

marcado y selectivo incremento en la hiperreactividad por LTE4 en

los intolerantes, incremento que disminuye de forma

siginificativa cuando los sujetos intolerantes son sometidos a

“desensibilización” con aspirina, y concluyen en la posible

existencia de una “disregulación” de los receptores para LTE4 en

las vías aéreas de los asmáticos por aspirina.

Y recientemente Christie y cols (276) han medido la

concentración de LTE4 en orina en pacientes con y sin

intolerancia a AINE. Existe una concentración basal incrementada

en los asmáticos intolerantes, produciéndose un mayor aumento

tras la provocación con AAS. La validez de la determinación de

LTE4 en orina viene avalada por los estudios de Maltby y cols

<277)

En conclusión, todavía no se ha definido cual o cuales

puedan ser las alteraciones en el metabolismo de los eicosanoides

en los asmáticos intolerantes a la 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 MACROFAQOSALVEOLARESY MONOCITOSPERIFERICOS

EN EL ASMA BRONQUIAL.

Es indudable que células como los eosinófilos y las células

cebadas tienen un papel fundamental en la patogenia del asma

bronquial. Pero es muy probable que también intervengan otras

células.

Una razdn importante para pensar en la intervención de los

macrófagos alveolares en el asma bronquial es el hecho de que

posean receptores de baja afinidad para IgE <278). La activación

de los macrófagospor la unión antigeno—IgE, o por la unión con

IgG—anti IgE demuestra que se produce el mismo mecanismo de

puenteo del receptor que se requiere para la activación de los

mastocitos <279). Aproximadamente el 10% de los monocitos

periféricos y de los macrófagos alveolares humanos de sujetos no

atópicos portan receptores para IgE (280). El número de estos

receptores se incrementan en los sujetos atópicos, comparados con

los normales, y así, Melerwicz y cols (280) encontraron que el

80% de los monocitos periféricos de los pacientes con dermatitis

atópica severa contienen estos receptores, y que los pacientes

con asma severo y con dermatitis atópica tratada con corticoides

tienen el porcentaje más bajo encontrado de estos receptores.

Otros estudios revelan que el 20% de los macrófagos alveolares

de pacientes asma atópico moderado contienen receptores para IgE

(281)

Además de esta razón, una relación potencial entre los

fagocitos mononucleares y el asma atópico consisten en la

posibilidad de que estas células orquesten o participen en la

respuesta inflamatoria que se lleva a cabo en las vías aéreas de

61



los sujetos con asma atópico o extrínseco. Con los macrófagos

apropiadamente posicionados para contactar con los alergenos

inhalados cuando llegan al epitelio de las vías aéreas, es

plausible pensar que los macrófagos pueden liberar factores

quimotácticos que son responsables de la migración directa de los

neutrófilos y eosinófilos de las vías aéreas. A este respecto,

es importante destacar que los macrófagos son capaces de liberar

al menos 6 factores quimiotácticos para neutrófilos, como son:

LTB4 (282), PAF <283), factor de necrosis de tumores (284), 058

<285>, factor de crecimiento derivado de plaquetas <286), y una

molécula de Pm 10.000, que aún no ha sido completamente

caracterizada (287). Es interesante señalar que la PCD2 <285)

(supuestamente liberada por los macrófagos), potencia la

quimiotaxis inducida por LTB4, pero que no es por si misma, un

quimotáctico significativo para los neutrófilos. Además, los

macrófagos son modificadores potenciales de la participación de

los eosinófilos en el asma, y de la secreción de mediadorespor

estas células, pues liberan al menos dos sustancias que afectan

directamente al eosinófilo, como son el LTB4, potente

quimotáctico para eosinófilos (288>, y el PAF (289>. Elsas y col

<290) han publicado que los monocitos periféricos humanos liberan

factores que aumentan dos funciones de los eosinófilos

biológicamente importantes: la toxicidad para helmintos y la

generación de productos de la 5-lipooxigenación. Otros autores

han informado de la influencia de los monocitos como reguladores

del metabolismo endógeno del ác. araquidónico en los eosinófilos

(291,292). Recientemente se ha identificado un producto derivado

de los macrófagos alveolares de asmáticos, que incrementa la
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generación de LTC4 por los eosinófilos humanos, como un factor

estimulador de colonias de granulocitos—macrófagos. Este factor

no se ha encontrado usando macrófagos alveolares de individuos

sanos <293).

Estos hechos hablan a favor de la interacción entre estos

dos tipos de células como contribuyentes a la inflamación que se

produce en las vías aéreasde los asmáticos.

Otro aspectoimportante del asmaes la obstrucción de la vía

aérea por moco. De los múltiples factores que pueden favorecer

este fenómeno, dos de ellos, el LTB4, y el ácido 5—

hidroxieicosatatraenoico, son producidos por los macrófagos.

Además, sintetizan y liberan productos que influyen en la

liberación de histamina por los basófilos (294) y por los

mastocitos (295).

Existen numerosas experiencias que avalan la producción de

estos mediadores proinflamatorios indicados antes en animales de

experimentación. En 1978 R.Patterson <296) demostró que las

células broncoalveolares obtenidas por LBA en monos

sensibilizados, al ser inyectados en la tráquea de monos

singénicos no sensibilizados, eran capaces de producir asma

bronquial tras la provocación inhalativa específica. Puesto que

los macrófagos alveolares forman el 90—95% de las células

obtenidas por LBA, se puede sugerir que los macrófagos alveolares

tienen un papel potencial en la patogenia del asma bronquial.

Dessaint y cols <297) demostraron la liberación de enzimas

lisosomales y anión superóxido por los macrófagos peritoneales

de rata activados por complejos IgE-antl?geno; Bach y cols (289>

han publicado que los macrófagos peritoneales de ratón son

63



capaces de liberar LTC4. Moscat y cols (299) demuestran la

producción de 35TO4, LTB4, 5-HETE, PGF1alfa, PCE2, PCD2, en

macrófagos peritoneales de ratón tras diversos estímulos. Rankin

y cols han observado la liberación de LTB4 (300) y LTC4 (301> por

los macrófagos alveolares de ratas normales activadas por IgE

monoclonal unida a su antígeno 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 activación de los monocitos periféricos humanos

o de macrófagos alveolares en sujetos no atópicos, por mecanismo

IgE dependiente. Así, Ferrari y cols (302) estimularon monocitos

periféricos sanguíneos de sujetos normales con agregados químicos

de IgE, y encontraron que estas células liberaban pequeñas

cantidades de LTB4, LTC4 y PCE2. Fuller y cols (303) estimularon

macrófagos alveolares de pacientes con diversas enfermedades

pulmonares no atópicas, con IgE—anti IgE, y observaron que estas

células liberaban LTB4, PGF2alfa, TxB2 y beta—glucoronidasa.

Posteriormente, cuando los macrófagos alveolares de individuos

normales se incuban bién con IgE y después se estimulan con anti

IgE, o con suero de paciente atópicos y el alergeno especifico,

o con anti IgE solamente, se observa liberación de enzimas

lisosomales, tales como proteasas neutras y beta glucuronidasa

(304)

También se han estudiado fagocitos mononucleares de

pacientes atópicos. Un estudio preliminar revela la liberación

de PAF tras la estimulación in vitro con antígeno (305). Además,
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los macrófagos alveolares de pacientes con asma atópico liberan

enzimas lisosomales en respuesta al estimulo con antígeno

especifico o con anti IgE <304>. Es muy interesante señalar que

los datos obtenidos en estos estudios sugieren que los macrófagos

de sujetos con o sin asma no difieren a este respecto (304). Sin

embargo, otros resultados revelan diferencias entre los

macrófagos pulmonares de estos dos grupos de pacientes. Así, en

primer lugar, Goddart y cols <306) observaron que los macrófagos

alveolares de sujetos con asma atópico eran menos viables y

fagocitaban Zimosan peor que las células de los sujetos controles

no atópicos. Estos autores observaron también que existía una

correlación positiva entre este déficit y el porcentaje de

eosinófilos en el LBA de sus pacientes, sugiriendo que los

eosinófilos o bien sus productos de secreción, puedan afectar de

forma adversa a las capacidades funcionales de los macrófagos.

En segundo lugar, se ha visto que los macrófagos pulmonares

de sujetos con asma atópico actúan peor como célula supresora,

actividad determinada por su habilidad disminuida para modular

ls respuestas linfoproliferativas frente a mitógenos de las

células T policlonales, comparadas con los sujetos controles

<307). En tercer lugar, la explosión respiratoria de los

macrófagos cultivados in vitro de sujetos con asma, en reposo y

tras la estimulación, se incrementa al compararlo con lo

observado en macrófagos de sujetos normales (308). Y por último,

Carrol y cols (309) observaron que el número de monocitos

sanguíneos periféricos que forman rosetas con hematies unidos a

complemento se incrementa en pacientes tras la provocación

inhalativa con alergeno, pero no tras la broncoconstricción
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inducida por histamina.

Más recientemente se han realizado estudios in vivo con

humanos, que apuntan a que los macrófagos tienen un papel

importante en el asma. Se ha medido la cantidad de

betaglucuronidasa en el liquido de LBA y en los macrófagos

obtenidos en un grupo de pacientes con asma y sensibilidad a

ácaros, y en los que un segmento del pulmón fué estimulado con

el antígeno de ácaros, instilado directamente con un broncoscopio

de fibra óptica colocado en las vías aéreas periféricas. El nivel

de beta—glucuronidasa en el liquido estaba elevado, y los niveles

intracelulares de esta sustancia estaban disminuidos en los

macrófagos, comparando con los obtenidos mediante la misma

técnica en los sujetos controles. Estos hechos sugieren que el

proceso secretor de los macrófagos estaba activado por el

alergeno (310) • Se han estudiado con técnicas similares los

metabolitos del ácido araquidónico (311). Se encontró PGD2,

potente broncoconstrictor, en el liquido de LBA en limites 150

veces superior al encontrado antes de la instilación de antígeno.

La PGD2 es un producto de mastocitos (312), y puede ser liberado

también por los macrófagos alveolares (313). Es posible, pero aún

no se ha probado, que este mediador se origine, al menos en

parte, en los macrófagos presentes en el pulmón y vías aéreas de

estos pacientes. Usando la misma técnica de instilación local del

antígeno, Metzger y cols (314> encontraron que el número de

fagocitos mononucleares presente en el liquido de LBA se

incrementa a las 48—96 h. tras el estimulo, sugiriendo que los

macrófagos pueden tener un papel importante en los

acontecimientos de la tase tardía del asma.
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Todos estos estudios son muy importantes, pero también es

cierto que existen productos secretores de otras células que

regulan las funciones de los macrófagos, entre ellos el

interferon gamma, que influye sobre la generación y liberación

de mediadores por los macrófagos pulmonares humanos. El

interferon gamma es una glicoproteina producida por los

linfocitos en respuesta a varios estímulos <315). Rankin y cols

han observado que esta linfoquina prima a los macrófagos humanos

obtenidos por LBA para la liberación de LTB4 en respuesta a

estimulo IgG <316), en forma dosis dependiente. El interferon

gamma parece actuar, al menos en parte, incrementando el número,

pero no la afinidad, de los receptores IgC en la superficie del

macrófago, y es una respuesta específica para el interferon

gamma, que no se obtiene con el alfa ni con el beta. Así pues,

parece que la capacidad de los macrófagos para la síntesis de

LTB4 puede ser regulada por, al menos, un producto linfocitario.

Se deduce de todos estos trabajos que los macrófagos

alveolares pueden jugar un papel en la patogenia del asma.

Además, se deben considerar otros aspectos. Las células cebadas

que se encuentran en las vías aéreas son escasas en número,

comparadas con los macrófagos alveolares, y difícilmente pueden

llegar a tener contacto directo con los alergenos las que se

encuentran en la mucosa y submucosa, a menos que el alergeno

penetrase a través de la barrera epitelial. Esto es una razón más

para considerar el papel privilegiado que los macrófagos

alveolares puedan jugar en la patogenesis del asma extrínseco,

dada su posición en la interfase aire/tejido.

Los monocitos periféricos humanos, al igual que los
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macrófagos alveolares, tienen las mismas propiedades de respuesta

cuando son estimulados por ionof oro de calcio, partículas

opsonizadas con C3b y zimosan no opsonizado (317). La importancia

de su participación 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 que los monocitos periféricos y macrófagos

produzcan los mismos mediadores, los trabajos referidos más

arriba y el conocido equilibrio existente entre monocitos

periféricos y macrófagos alveolares <320) hace pensar que se

pueden realizar estudios en los monocitos periféricos, que

reflejen la actividad de los macrófagos alveolares
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VI.- HIPOTESIS DE TRABAJO
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De lo expuesto con anterioridad se deduce que desconocemos

con exactitud la secuencia de liberación y grado de intensidad

de la participación de los mediadores químicos en la patogenia

del asma. La mayoría de los trabajos de investigación se ha hecho

en animales de experimentación sensibilizados, y en humanos, en

el asma extrínseco, generalmente tras provocación inhalativa.

Seria deseable poder determinar los niveles de los mediadores en

sangre periférica en los pacientes con asma activo, y así se ha

hecho con la histamina (16, 17), factor quimiotáctico de los

neutrófilos (18), y PAF <321), encontrándolos incrementados tras

la provocación inhalativa. Sin embargo, otros mediadores, como

son los eicosanoides, no son aptos para este tipo de

determinación, dado su rápido metabolismo e inactivación, por lo

que se piensa hoy que actúan como hormonas locales que son

rápidamente inactivadas.

La idea del papel predominante que los eicosanoides puedan

jugar en el asma es antigua. Desde que se describió la sustancia

de reacción lenta de la anafilaxia <SRS—A) en 1938 <322), ha

sido un firme candidato como mediador principal en el asma

humano, aunque en la actualidad se le hayan añadido otros. La

identificación de esta sustancia con los leucotrienos C4—D4—E4

(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 quimiotácticas del LTB4, broncoconstrictoras

<entre otras) del TxB22, PGD2, PGF1 alfa, broncodilatadoras de la

PGE2 y PCI2, sus actividades sobre vasos sanguíneos, 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 será la actuación de

ellos sólos lo que conduce a la enfermedad, sino imbricados en

la actuación de los restantes mediadores descritos.

El hecho de que sean liberados por un amplio número de

células intervinientes en el asma, y los hallazgos efectuados

hasta ahora en animales de experimentación así 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 participación. En este

sentido, es destacable la medición de LTE4 efectuada en orina de

pacientes con asma extrínseco tras la provocación inhalativa

(253), y en el asma con intolerancia a AAS <276). Se han hecho

tambien determinaciones en el liquido de LBA tras la provocación

inhalativa y tras la ingesta de aspirina, en los trabajos

referidos antes, generalmente en la fase inmediata del asma, en

los que se muestran resultados poco definitivos.

Es menos conocido el papel que puedan tener en el asma

intrínseco, aunque se asuma que sea similar. Dado que se

desconocen las causas de este tipo de asma, es difícil encontrar

un animal de experimentación que Lo simule. Se ha estudiado

experimentalmente en la hiperreactividad bronquial inducida por

ozono, destacando la liberación de LTB4 como primer mediador

aislado (117, 118, 119)

Otra posibilidad de estudio es la de medir la liberación de

mediadores por las células efectoras implicadas en el asma, como

se está haciendo el la actualidad.
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Las células implicadas son múltiples, desde la conocida

desde más antiguo y primitiva protagonista única del asma, la

célula cebada, a los eosinófilos, de gran importancia patogénica,

macrófagos alveolares, neutrófilos, y recientemente, plaquetas.

Es destacable que todas estas células, excepto los neutrófilos,

son portadoras de receptores para IgE, de mayor o menor afinidad.

Es muy probable que en la patogenia del asma extrínseco los

acontecimientos se inicien con la reacción antigeno—mastocito,

liberador de prácticamente todos los múltiples e importantes

mediadores implicados (324), que a su vez pondrían en

“movimiento”a las otras células, cuya acción combinada,

liberación de otros mediadores , etc., daría lugar a la aparición

de inflamación—fase tardía, y como consecuencia, a la

hiperreactividad bronquial inespecifica. A su vez, estas células

se influyen en su comportamiento unas a otras, sin olvidar la

presencia de linfocitos, predominantemente de tipo SU4 helper

(325), que modularía a muchas de ellas.

En este trabajo se pretende estudiar la participación de

una de estas células, los monocitos sanguíneos, en la patogenia

del asma, mediante la determinación de algunos de los mediadores

más importantes, los metabolitos del A.A., cuando son sometidos

a diversos estímulos.

El hecho de elegir a los monocitos periféricos como células

de trabajo se debe a la importancia que tienen los macrófagos

alveolares como célula predominante en el liquido de lavado

broncoalveolar en sanos, su hallazgo incrementado en el LBA de

asmáticos, sobre todo en la fase tardía <314) (en estado de

activación (310>>, y a su probable implicación en las fases
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inmediata y tardía del asma, además de su actuación como células

presentadoras de antígeno. La similitud entre macrófagos

alveolares y monocitos periféricos (318,319,320), hace que se

puedan estudiar a estos últimos de forma menos lesiva para el

paciente. Además, la inclusión en este trabajo de pacientes con

asma severo, como se verá después, dificultaría la práctica de

LBA, ya que esta técnica está sólo bien establecida en pacientes

con asma moderado.

En cuanto a los eicosanoides estudiados, se han elegido para

su cuantificación los que tienen propiedades broncoconstrictoras

más acusadas, los LTC4—D4-E4, la PGD2, y el TXB2. Y tambien el

LTB4, potente quimiotáctico, que puede atraer a otras células al

lugar de la reaccion.

Ya se ha comentado sobradamente las características de los

leucotrienos sulfidopéptidos y su hallazgo en el liquido de LBA

(254, 255, 256, 257), así como su posible implicaci6n en la

producción de la hierreactividad bronquial.

La elección de la PGD2 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 los macrófagos peritoneales de ratón (299) y

probablemente por los macrófagos alveolares humanos (285), y en

una mínima cantidad, por las plaquetas (216). Y en este trabajo

se pretende saber si se produce tambien por los monocitos humanos

periféricos.

El TxB2 se considera hoy de importancia en la producción de

hiperreactividad bronquial (326), dado su carácter

broncoconstrictor y la cantidad en que se produce.
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En cuanto a la selección de los grupos de pacientes, se ha

querido considerar tanto el asma extrínseco como el intrínseco.

El extrínseco es más fácil de conocer mediante experimentación

en animales y humanos, como se señaló antes. Para este trabajo

se ha elegido el asma extrínseco por antonomasia, el producido

por sensibilidad a pólenes, y se ha estudiado en la fase inactiva

de la enfermedad, fuera de la época primaveral, para conocer su

situación basal.

El asma intrínseco constituye un campo patogénico casi

totalmente desconocido, y se ha querido comprobar aquí si hay

alguna diferencia en la liberación de mediadores entre este tipo

de asma, el extrínseco y los sanos. Dentro del asma intrínseco

se han considerado tres grupos, el asma moderado y el asma

severo, córticodependiente, de evolución más grave, Y finalmente,

dentro de este tipo de asma, se incluye el intrínseco con

intolerancia a AINE. La patogenia de este asma constituye hoy día

un desafio científico. La lógica nos dice que la intolerancia se

debe producir por alteraciones en el metabolismo de los

eicosanoides, al ser modificada la vía ciclooxigenasa por la

ingesta de AINE. Si fuese así, y la inhibición de la vía

ciclooxigenasa condujese a la desviación del metabolismo del A.A.

a la formación incrementada de leucotrienos, como se ha dicho,

todos los asmáticos deberían empeorar tras la ingesta de AAS,

cosa que no sucede, es más, una mínima proporción de ellos

mejoran tras la administración de AINE <327). Quizás la

alteración sea secundaria a alguna otra vía de activación, por

ejemplo, una producción alterada de tromboxanos . No se sabe. De

todas formas, debe ser una anomalía añadida posteriormente al
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desencadenamiento del asma, puesto que los pacientes toleran AINE

durante más o menos tiempo, hasta que un día inician la

intolerancia, con episodios de agudizaciones asmáticas que 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 basófilos periféricos <267) como célula equivalente

a los mastocitos, aunque no totalmente, puesto que no producen

PGD2, y la diversidad ectualmente conocida de mastocitos hace más

difícil su equivalencia. En este trabajo se estudian en

monocitos, otra posible célula efectora, en gran parte

equivalente a macrófagos alveolares.

Y se ha querido estudiar la liberación de eisocanoides en

los primeros 30 minutos tras los estímulos, tanto en la reacción

por alergeno como en la posible inhibición por aspirina, pues es

en este tiempo en el que se producen las crisis de asma, tanto

en el asma extrinseca (fase inmediata>, como en la provocación

por aspirina.

Los estímulos empleados son los siguientes:

JQ~ IgG anti IgE, como estimulo de los receptores [gE de los

monocitos.

2~. lonoforo de calcio A.23187, que al abrir los canales de

calcio libera los mediadores contenidos en las células al máximo.

3Q~ Zimosán opsonizado como estimulo de los receptores
03b

de los monocitos, para estudiar otra forma de estimulación

inmunológica diferente a la IgE.

4Q• Inhibición de la liberación inespecifica producida por

el ionóf oro de calcio con AAS, inhibidor de la vía
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ciclooxigenasa

Con estas bases se pretende investigar los puntos que

siguen:

19 Si los monocitos periféricos humanos son productores de

PGD2.

29 Si existe una diferencia significativa en la producción

basal de eicosanoides por los monocitos circulantes en los

distintos tipos de asma, en comparación con el grupo control.

39 Si el comportamiento tras el estimulo con anti IgE es

diferente entre el grupo control y el grupo con asma extrínseco

<los enfermos atópicos portan más receptores para IgE que los

sanos), en cuanto a la cantidad de eicosanoides o a algún tipo

de ellos.

49 Si existe diferencia con este estimulo entre el asma

extrínseco y el intrínseco (no se ha publicado si los monocitos

de los asmáticos intrínsecos tienen más receptores para IgE),

tanto en la cantidad de cada uno de los eicosanoides como en el

predominio de alguno de ellos.

59 Si el estimulo con ionóforo de calcio induce diferencias

en las cantidades de eicosanoides liberados por los distintos

tipos de asma y por los sanos.

69 Estudiar los mismos puntos tras la liberación por

estimulo de los receptores de complemento.

72 Si la inhibición de la vía ciclooxigenasa produce

diferencias entre los monocitos de intolerantes y de los otros

grupos de asmáticos, intentanto probar si es cierta la teoría de

mayor producción de leucotrienos en estos casos, o si se produce

alguna otra anomalía.
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Todo ello nos puede conducir a conocer mejor la forma

de participación de los monocitos en el asma, en general, y en

los distintos grupos estudiados, en particular.
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VII.- MATERIALES Y RETaDOS.
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1.- MATEflUiES UTILIZADOS.

— Suero fisiológico estéril (Lab.Brown>

- Lymphoprep: Hetrizoato sádico (9,6% p/v) y Ficolí (5,6% p/v>

<Lab. Nycomed AS)

— Solución salina blanceada de Hank (HBSS) modificada con 0,35

gil de bicarbonato (Lab. Flow)

— Medio de cultivo RPMI 1640 con buffer 20 mMHEPES pH 7,4 (Lab.

F10w)

- Suero de ternera fetal (Lab.Seralab)

- L-glutamina estéril <Lab.Flow)

— Antibiótico <Penicilina 5000 UI/mí + Estreptomicina 5000 hg/ml>

estéril (Lab. Flow)

- Medio de cultivo RPMI completo: contiene PPMI 1640 con bufter

20 mMHEPES pH 7,4 + antibiótico al 4% + L glutamina al 2% +

suero de ternera fetal al 10%

- Buffer fosfato salino (PBS) con CA2. y MG2

- Dimetilsulfóxido (DM50) (Lab.Merck)

- Etanol (Lab.Merck)

— Ionóf oro de Calcio A 23187, 10 mg/ml en DM50 (Lab.Calbiochem)

— Ac.Acetilsalicilico (Lab.Sigma)

— Zimosán (Lab.Signia)

— Poal de sueros humanos

— IgG de cabra anti IgE huamana policlonal, 700 gg/ml

(Lab. Serotee)

— Liquido de centelleo, Cocktail 22 Normascent (Lab.Scharlau>

- Acido araquidónico (H3) Aniersahan 1 gci/ml

— Tubos de ensayo

— Contenedores de plástico de 25 ml con tapón, estériles
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— Tubos de poliestireno de 100 x 16 mm estériles con tapón

(Lab. Flow)

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

Greiner)

- Tubos de microcentrifuga de polipropileno Eppendorf de 1,5

ml (Lab AMS)

— Tubos de niterocentrifuga de polipropileno Eppendorf de 3

ml (Lab. M4S)

— Tubos para centelleo 4 ml (Lab.Beeckman)

— Pipetas (Tecnorammna)

— Placas Costar 3406 con 6 pocillos de 35 mm. de diámetro, de

plástico (Costar)

— Cámara de Neubauer

— Pipetas graduadas estériles de 1 mí, 10 mí, 25 ml. (Costar)

— Pipetas Glison de 10, 20, 100, 1000 ji).

— Puntas desechables para estas pipetas

— Pipetas Pasteur de plástico estériles

- Pipetus

— Pipetas Pasteur de cristal

— Filtro milipore 0,2 ji (Lab Flow)

- Centrífuga Sorvalí GLO -2B

— Centrífuga Sorvalí RC—S, refrigerada

— Cámara de flujo laminar Taistar

— Estuf a 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 asmáticos y

un grupo de controles sanos, con la siguiente distribución:

— Grupo A: constituido por 6 controles sanos

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

sensibilizacion a pólenes

— Grupo C: integrado por 6 pacientes con asma intrínseco

moderado

— Grupo D: incluye a 6 pacientes con asma intrinseco severo

— Grupo E: formado por 6 pacientes con asma intrínseco con

intolerancia a AINE.

El diagnóstico de asma se hizo siguiendo los criterios dados

en 1981 por el Comité de la Sociedad Torácica Americana (3).

Los pacientes asmáticos presentaban rinitis asociada.

En todos los sujetos estudiados se realizó espirometria

basal. Ninguno era alérgico a penicilina ni estreptomicina.

Las características clínicas de cada grupo son las

siguientes:

Grupo A

Las características de edad, sexo y FEV1 constan en la tabla

XI. En ninguno de los individuos existían antecedentes personales

o familiares de atopia. No estaban sometidos a ningún

tratamiento.

Grupo B

En la tabla XII constan las caracteristicas clínicas de

edad, sexo, años de evolución de su enfermedad, niveles de IgE,

eosinofilia en sangre y exudado nasal, y FEV1. No estaban

sometidos a tratamiento al estar libres de síntomas, pues fueron
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estudiados fuera de la estación de polinización. Es por ello que

los niveles de IgE estaban discretamente incrementados en la

mayoría de ellos, y no existía eosinofilia en sangre periférica

ni en exudado nasal. Así mismo, las cifras de FEV1 estaban dentro

de los limites normales. Todos ellos tenían pruebas cutáneas y

PAST positivo a pólenes de gramíneas, y en dos de ellos también

a polen de olivo, siendo negativas a los restantes

neumoalergenos. Ninguno habla sido previamente tratado con

hiposensibilización.

Gruno O

Se muestra en la tabla XIII la edad, sexo, años de

evolución, tratamiento, niveles de IgE, eosinofilia en sangre

periférica y en esputo/exudado nasal, y las cifras de FEV1 basal.

En todos fueron negativas las pruebas cutáneas a 15

neumoalergenos (polvo, ácaros, pólenes de árboles, malezas y

gramíneas, hongos ambientales y epitelios de perro y gato). En

todos, excepto en uno, los niveles de IgE estaban dentro de

límites normales. Todos estaban sometidos a tratamiento con

teofilina retardada, broncodilatadores beta adrenérgicos en

inhalación y corticoides inhalados (budesonida o beclonietasona).

Han sido clasificados como asma moderado en el sentido de

su evolución clínica, la no necesidad de corticoides sistémicos

para el mantenimiento de una situación estable y el no haber

presentado más de 2—3 agudizaciones importantes al año.

Las extracciones de sangre para el estudio se hicieron

previa supresión de teofilinas retardadas desde 24 h. antes y de

inhaladores beta y corticoides 12 horas antes.

82

Y



Grumo D

Sus parámetros clínicos aparecen reflejados en la tabla XIV.

Se realizaron las mismas determinaciones que en los grupos

anteriores. Las pruebas cutáneas a 15 neumoalergenos fueron

negativas.

Se clasificaron como asma severo al requerir corticoides

sistémicos para el mantenimiento de una situación clínica

relativamente estable, y sufrieron más de 6 agudizaciones

importantes al año, que requerían incremento de las dosis de

corticoides sistémicos administrados, y en alguna ocasión,

ingreso hospitalario. De ellos, 4 pacientes tomaban 6 metil—

prednisolona en dias alternos, y 2 a diario. La extracción de

sangre se realizó en el día que no tomaban corticoides (los que

tenían dosificación en días alternos>, y en los otros dos, en

horas previas a la toma correspondiente. Se suspendió la

administración de teofilina retardada 24 horas antes, pero no se

pudo suspender la inhalción de beta adrenérgicos ni de

corticoides inhalados.

Grupo E

Fueron estudiados los mismos parámetros que en los grupos

anteriores <tabla XV>. No se incluyeron pacientes asmáticos que

habían tenido pruebas cutáneas positivas previas a la iniciación

de intolerancia a AINE. Las pruebas cutáneas a 15 neumoalergenos

fueron negativas,

El diagnóstico de intolerancia a AINE se hizo siguiendo los

criterios que parecen en la tabla y, con los resultados que se

muestran en la tabla XVI,. destacando que, de forma habitual, se

suspenden las provocaciones con los 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 provocación

positiva en la paciente n~ 1 la toma de pirazolonas de motu

propio, que requirió ingreso en la DVI, y que no le fué

administrado posteriormente.

Es de destacar que el tratamiento de este grupo de pacientes

no es tan homogéneo como en los grupos anteriores. Una paciente,

n0 6, no se administraba ningún fármaco de forma habitual, scSío

inhaladores beta adrenérgicos esporádicos, pues sus síntomas

bronquiales eran mínimos, destacando en ella los motivados por

rinitis y poliposis nasal, que trataba con esteroides tópicos.

La paciente n~ 2 sólo se administraba de forma habitual

budesonida inhalada, y utilizaba los broncodilatadores beta dos

de forma esporádica, no a diario.

Entre los que tomaban corticoides sitémicos, una mantenía

ingesta diaria de 6 metil—prednisolona (n2 3), y los restantes

lo tomaban en días alternos. Los criterios de supresión de la

medicación fueron los mismos que en los grupos anteriores, según

los fármacos que tomaban.
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3.- NETODOS

3.1.— obtención de monocitos

.

En todos los sujetos estudiados se realizó extracción de 40

ml. de sangre venosa heparinizada, en condiciones estériles. Los

pasos siguientes se realizaron en campana de flujo laminar

Taistar 1. Se añade a la sangre 40 ml de suero fisiológico

estéril para conseguir dilución de células. Seguidamente se

procedió a la separación de células monocitoides utilizando

gradiente de Lyniphoprep de la siguiente 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 solución sangre—suero fisiológico, dejándolo 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

mí, con Pipetus.

Una vez cerrados, estos 20 tubos se centrifugan durante 30

minutos a 2000 rpm en centrífuga Sorwall GLC—2B. Se obtiene

depósito de las células hemáticas, 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 continuación se toma la intertase o anillo de células

monocitoides con una pipeta estéril Pasteur de plástico, y se

deposita en 6 contenedores de plástico de 25 ml. estériles, con

tapón. Se añade 15 ml de HBSS en cada uno y se centrifuga durante

12 mm a 2000 rpm, en centrífuga Sorwall GLC-2B. Una vez obtenido

el pellet celular, se decanta el sobrenadante, y se procede a la

adición de otros 15 ml. de HBSS, siguiendo el método anterior,

y repitiendo la operación hasta 3 veces. Una vez finalizados los
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lavados, se reducen todos los pellets a uno, se añade 10 ml. de

HBSS. y se procede a contar el número de células monocitoides en

cámara de Neubauer. Para ello se utiliza la solución siguiente:

100 4 de la solución celular

700 4 de PBS

200 jil de Azul Tripan

De esta mezcla, se toman 10 pl que se colocan en la cámara

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 número, se calculan las contenidas en los 10 ml.

primitivos.

Tras nuevo centrifugado a 2000 rpm durante 12 mm en la

misma centrífuga, se añaden 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 aplicación posterior de 5 estímulos por duplicado.

Tras incubación durante 20 h. a 37~C en estuf a 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+1 ml de PBS con Ca 2+ y Mg. Estos pasos ya no se realizan en

condiciones de esterilidad. Las células adheridas al fondo de los

pocillos son monocitos, en tanto que los linfocitos han sido

eliminados con los lavado, Seguidamente se procede a la adición

de estímulos, que se indicarán más tarde.
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3.2.— Comprobación de la capacidad de los monocitos para liberar

eicosanoides

.

Se realizó el siguiente experimento, utilizando sangre de

individuos sanos: tras la obtención de los monocitos adheridos

a la placa, se marcaron las células con Ac. araquidónico (H3)

3pCi/ml, y se dejó incubar a 37Q0 en estuf a Heraeus durante toda

la noche. Al día siguiente se procedió a añadir estímulos por

duplicado con 1 ml de RPMI 1640, considerado como blanco, zimosan

opsonizado <Zim—op) 160 ji en 1 ml de RPMI 1640, e ionóforo de

calcio A 23187, 10 pM en 1 ml de RPMI 1640. Se incubaron durante

30 minutos en estufa a 37~C, y se detuvo la reacción mediante

frio. Seguidamente se aspiró el sobrenadante, se centrifugó a

2000 rpm a 4~C en centrífuga refrigerada Sorvalí RC—S, y se

procedió a contar la radioactividad de una alicuota de 50 pl en

contador beta.

Paralelamente, se procedió al raspado de las células

adheridas a los pocillos, con 500 pl de Triton X100, contanto 50

~¿l del liquido obtenido en contador beta. Los resultados en dpm

y el porcentaje de liberación se pueden ver en la tabla XVII.

Se comprueba que el porcentaje de liberación tras los

estímulos con lonóforo de Calcio y Zimosán opsonizado es

significativamente superior a la liberación basal.

3.3.— Relación del número de células sembradas con la producción

de LTB4

A fin de conocer si se podia relacionar la cantidad de

eicosanoides producidos con el número de células sembradas,

seprocedió 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 incubación y

lavados indicados antes, se estimularon todos los pocillos con

ionóforo de calcio A 23187, 10 j.LM en 1 ml de RPMI—1640. Se

incubaron a 31~C durante 30 minutos, se obtuvo el sobrenadante,

se centrifugó a 2000 rpm durante 12 mm en centrífuga

refrigerada Sorvalí RC—S, a 4~C, y se procedió a la determinación

de la cantidad de LTB4 liberado en cada pocillo, siguiendo el

protocolo que se describirá posteriormente. Los resultados

obtenidos se exponen en la fig 11 y muestran una relación lineal

entre el numero de células sembradas y la cantidad de LTB4

liberado. Por ello, los resultadas finales del estudio se

presentan expresados en la cantidad de eicosanoide liberado por

1 millón de células, en 1 ml (vólumen del estimulo).

3.4.— Estímulos emoleados

Se busca en primer lugar la producción basal de eicosanoides

por las células, y para ello se añadieron a dos pocillos el

liquido de cultivo, RPMI 1640 descrito en materiales, a volumen

de 1 ml. Las alteraciones encontradas con otros estímulos se

referirán a éste, denominado blanco o producción basal.

La selección de los siguientes estímulos se hizo según la

experiencia previa de Moscat y colá (299> en el caso de ionóf oro

de calcio A 23187 y de Zimosán opsonizado, y según Goetzl y cols

(267) para la concentración de ácido acetilsalicilico.

Para conocer la concentración idónea de IgG anti IgE, se
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llevó a cabo el siguiente experimento, utilizando sangre de una

paciente con asma por sensibilización a pólenes:

Se siguieron los pasos descritos hasta la obtención de

monocitos adheridos a la placa, y se procedió a estimularlos, por

duplicado, con concentraciones decrecientes de la solución basal

conteniendo 700 pg/ml de anti IgE: 10 pl;í pl; 0,1 ¿¿1; 0,01 gil;

0,001 gil, todas las diluciones en 1 ml de RPMI 1640 como volúmen

final, cuantificándose la producción de LTB4. Los resultados

obtenidos fueron:

6Blanco 10,1 pg/10 cels/1 ml.

610 pl anti IgE 8,6 pg/10 cels/l ml.

61 pl anti IgE 14,4 pg/l0 cels/1 ml.

0,1 pl 15,2 pg/10
6 cels/1 ml.

60,01 pl 20,2 pg/10 cels/1 ml.

0,001 pl 40,5 pg/106 cels/1 ml.

<fig 12).

Se eligió la última concentración para el estudio (0,001 jil)

También se comprobó el efecto que los diluyentes empleados

en otros estímulos, (etanol para el ac. acetilsalicilico, y DMSO

para el ionóforo de calcio), pudieran tener sobre la liberación

de eicosanoides. Para ello, se realizó un cultivo similar a los

anteriores, utilizando sangre de un individuo sano, y se

prepararon los estímulos a las mismas concentraciones utilizadas

para preparar la solución de ácido acetilsalicilico, ionóforo de

calcio, además del estimulo con lonóf oro de calcio 10 p¿M, y de

ácido acetil salicílico 5.l0~ M con posterior adición de

ionóf oro, siempre en RPMI—1640, 1 ml. Se cuantificó la producción

de LTB4, obteniéndose los siguientes resultados:
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6Blanc— 1,7 pg/l0 cels/mí

Etanol 7,7 pg/l06 cels/ml
DMSO 2,2 pg/106

cels/ml

Ionof.Ca 65,5 pg/1O’ cels/ml

6

AAS+Ionof.Ca ———— 52,2 pg/10 cels/ml
(fig 13)

Se comprueba que el estimulo con DM50 es mínimo, y con

etanol es algo mayor, como está descrito (299), aunque

prácticamente no significativo en la producción con el estimulo

de aspirina.

En base a todo ello, los estímulos que se utilizan en este

trabajo son los siguientes:

— Blanco o basal: 1 ml RPMI-1640

— IgG anti IgE: solución de 0,001 pl en 1 ml de RPMZ—1640

- Ionóf oro de Ca 23187, diluido en DM80, 10 ~14en 1 ml de

RPMI—1640

- Zimosán opsonizado, conteniendo 160 pg en ami de RPMI-

164 0,

- Solución de AAS 5.106 >1 en 1 ml. de RPMI-1640, con

posterior adición de Zonóforo de ca 23197, 10 uN

3.5.— Método de adición de estímulos en los pacientes estudiados

.

Una vez obtenidos los monocitos adheridos a la placa de

cultivo, se procede a añadir los estímulos antes indicados: en

la primera placa, se añde 1 ml de RPMI 1640 en los pocillos

marcados 1 y 2; en los marcados 3 y 4, se añade la solución de

anti IgE; el ionóforo de Ca 23187 se añade en el 5 y 6. En la 2~
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placa , en el 7 y 8 solución de AAS 5.10-6 M; en el 9 y 10,

ziniosán opsonizado.

Se incuba a 37W en estuf a Heraeus durante 30 minutos, y se

extraen las placas. La la placa se coloca en hielo para detener

la reacción, procediéndose a la extracción del sobrenadante por

aspiración, y depositándolo en los correspondientes tubos de

polistereno de 13 x 75 mm, que se mantienen en frio. Estos tubos

se centrifugan a 4W en centrífuga refrigerada de Sorvalí RC—S

a 2000 rpm durante 12 minutos, para separar los posibles restos

celulares que se hubiesen podido arrastrar al aspirar la placa,

y se vuelve a aspirar el sobrenadante.

En la placa 21 se procede a la adición de lonóforo de Ca en

los pocillos 7 y 8, en la misma proporción que en los 5 y 6, y

se procede a una nueva incubación de la placa durante 30 minutos

en estufa Heraeus a 37W. Seguidamente se procede como con la

placa u para la extracción del sobrenadante.

A continuación, los líquidos sobrenadantes se alicuotan en

tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y se almacenan a —20Whasta

que se procede a la cuantificación de eicosanoides.

3.6.— Cuantificación de eicosanoides

Para la determinación de eicosanoides se utilizaron kits

comerciales de radioinmunoensayo, siguiendo las indicaciones del

fabricante, Anershan Internacional (UK).

En todos, el ensayo está basado en la competición entre el

eicosanoide a estudiar, no marcado, y una cantidad fija de

elcosanoide marcada con tritio, para unirse a una cantidad

limitada de un anticuerpo, que tiene alta afinidad y
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especificidad para el eicosanoide a determinar. La cantidad de

ligando radioactivo unido al anticuerpo será inversamente

proporcional a la concentración de ligando no radiactivo añadido.

La medida de la radioactividad ligada a proteina permite

cuantificar la cantidad de eicosanoide en la muestra a

determinar.

La separación del eicosanoide ligado a proteina del liquido

no unido se consigue por absorción del eicosanoide libre a

dextrano—carbon activado, seguida de centrifugación. La medida

de radioactividad en el sobrenadante cuantifica la cantidad de

ligando radioactivo unido a anticuerpo. La concentración del

eicosanoide a determinar en la muestra se calcula mediante una

curva standard. <fig 14)

Seguidamente se detallan los protocolos seguidos para la

determinación de cada eicosanoide.

3.6.1- Leucotrieno 94

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la

construcción de una curva standard (11 tubos por duplicado> y

para cuantificar 50 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

— LTB4 standard, 10 ng, liofilizado.

— LTB4 (H
3k. 18,5 KBq—0,5 pCi en 250 gil de metanol: agua:

ác.acético (60:40:0.01), ph 5,6.

— Antisuero LTB
4 liofilizado.

— Buffer de ensayo; liofilizado que en reconstitución

contiene buffer tris HCl 0,05 M, pH 8,6, conteniendo 0,1%

p/v de gelatina.
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— Dextrano recubierta de carbón activado: liofilizado que

tras la reconstitución contiene 2% p/v de suspensión de

carbón 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 reconstitución de los reactivos se hace con agua

destilada (buffer de ensayo, dextrano—carbón activado) y con

buffer de ensayo para LTB4 (H
3), antisuero y standards, siguiendo

las instrucciones del fabricante.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Día lQ

1Q Se preparan las diluciones de standard de LTB
4 con buffer

de ensayo en tubos de microcentrifuga de polipropileno de

1,5 mí, obteniéndose 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 absorción del LTB4 a las paredes de los

tubos.

2~ Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga

de polipropileno de 3 ml como cuentas totales (TO), tubos de

unión no específica (NSB), tubos cero standard (Bo), los

standards indicados en el punto 12 y las muestras a determinar,

se depositan 200 pl del buffer de ensayo en los tubos NSB y TC,

y 100 pl en los marcados Bo.

3Q Se pipetean 100 gil de cada dilución de standards en

los tubos apropiados, y 100 pl de cada muestra a determinar en

los tubos apropiados.

42 Se añaden 100 pl de LTB4 (H
3) en todos los tubos.

Sg Seguidamente se pipetean 100 gil del antígeno en todos los
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tubos, excepto en los marcados NSB y TC.

6~ Se agitan todos los tubos en “vortex” durante 2—5

segundos para mezclar los reactivos y se dejan incubar durante

toda la noche a 4~C.

Día 2~

72 Se agita el dextrano—carbón activado durante 10 minutos,

utilizando un agitador magnético.

8~ Se depositan 200 gil del buffer de ensayo en los tubos

marcados Te.

9Q Mientras se sigue agitando la solución de dextrano—carbón

activado, se pipetean 200 gil del mismo en todos los tubos,

excepto en los marcados TC.

10~ Se agita cada tubo inmediatamente después de la adición

del dextrano-carbón activado al último tubo.

l1~ Se centrifugan todos los tubos a 2000 g. durante 10

minutos, a 4W en centrifugas refrigerado Sorvalí RC—S.

122 Inmediatamente después de la centrifugación, se decanta

el sobrenadante en tubos de centelleo, cuidando no alterar el

pellet de dextrano-carbón activado.

l3~ Se añade a cada tubo el liquido de centelleo y se

cuentan en contador B.

El cálculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la

media de cuentas por minuto (cpm) de cada pareja de tubos . Se

calcula el porcentaje normalizado ligado de cada standard y

muestra utilizando la siguiente ecuación:

(cpm de estándar o muestra — cpm NSB)
= x 100

(cpm B0 - cpm NSB)
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La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje

normalizado obtenido, como función del Log ~ de la concentrción

de LTB4, para lo que se utiliza papel semilogaritmico,

colocándolo en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada

standard en el eje de abscisas. Los pg de LTB4 contenidos en cada

muestra se calculan sobre esta curva (fig.l5)’.

La especificidad del antisuero frente a LTB4 es la

siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento 50%

BIB0)

LTB4 100

20-OH-LTB4 0,4

6—trans LTB4 0,4

LTC4 < 0,05

LTD4 < 0,05

5 — HETE < 0.05

12 — HETE < 0,05

T~B2 < 0,05

c 0,05

A. A. < 0,05

3.6.2.- Leucotrieno C~ID~IE1

El kit contiene cantidades de reactivo suficientes para la

construcción de una curva standard <10 tubos por duplicado) y

para cuantificar 52 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

— LTC4 standard, 50 ng en 250 gil de buffer fosfato 0,05 M,

95



ph 6,9:etanol (2:,l)

3

— LTC4(H >—1E,5 k Bc¡—0,5 pci en etanol: agua: ac.acético
<60:40:0,1) ph 6,9

— Antisuero especifico peptido—leucotrieno liofilizado.

— Buffer de ensayo: solución compuesta de buffer fosfato

0,05 M ph 7,4, conteniendo CíNa 0,14 74 y gelatina 0,01%

— Dextrano recubierto de carbón activado: solución

conteniendo carbón activado 1,6% y dextrano 0,32% en buffer de

ensayo.

La reconstitución de los reactivos se hace con buffer de

ensayo.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Dia 1Q

1~ Se preparan las diluciones de standard de LTC4 con buffer

de ensayo, en tubos de microcentrifuga de polipropileno de 1,5

mí, obteniéndose las cantidades 12,5 pg; 25 pg; 50 pg; 100 pg;

200 pg; 400 pg y 800 pg. Se deben preparar 1 hora antes de

realizar el radioinmunoensayo, como se indica en el protocolo de

LTB4.

2~ Tras marcar convenientemente los tubos de microcentrifuga

de polipropileno por duplicado (Eppendorf) de 3 ml como cuentas

totales (TC), tubos de unión no específica <NSB), tubos cero

standard (B0), los standards indicados en el punto 12, y las

muestras a determinar, se depositan 100 gil de cada standard en

los tubos apropiados, y 100 gil de cada muestra en los tubos

apropiados.

3
32 Se pipetean 100 ~ál de LTC4(H) en todos los tubos

42 Se pipetean 100 pl de antisuero en todos los tubos,
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excepto en los marcadosNSB

5Q Se pipetean 100 gil de buffer de ensayo en los tubos que

contienen standars y muestras, 200 pl en los tubos TC y B0, y 300

pl en los tubos NSB

6~ Se agitan todos los tubos en el “vortex” y se incuban

toda la noche a 4W

Dia 2~

7Q Se colocan todos los tubos en baños de agua con hielo y

se dejan equilibrar durante 15 minutos

3Q Al mismo tiempo, se coloca el frasco de dextrano—carbón

activado en baño de agua—hielo y se agita durante 10 minutos

usando un agitador magnético

9Q Se pipetean 250 pl de buffer de ensayo en los tubos TC

10~ Se pipetean 250 gil de la suspensión dextrano—carbón

activado, mientras se agita, en todos los tubos, excepto en los

TC

1l~ Se agita cada tubo en el “vortex” inmediatamentedespués

de la adición del dextrano-carbón activado en el último tubo

12Q Se dejan reposar todos los tubos en baño de agua—hielo

durante 15 minutos

13~ Se centrifugan todos los tubos a 2000 g durante 15

minutos a 4Q C en centrifuga refrigerada Sorval RC—S

14~ Tras centrifugación, se colocan todos los tubos en baño

de agua—hielo e inmediatamente se decanta el sobrenadante en

tubos de centelleo, cuidando no alterar el pellet dextrano—

carbón activado.

í5~ Se añade a cada tubo el liquido de centelleo y se cuenta

en contador 8.
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El cálculo 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 normalizado ligado de cada standard

y muestra utilizando la siguiente ecuación:

<cpm de estándar o muestra — cpm NSB)
= x 100

(cpm B0 - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje

normalizado obtenido como función del Log10 de la concentración

LTC4, para lo que se utiliza papel semilogaritmico, colocándolo

en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada standard en

el eje de abscisas. Los picogramos de LTC4 contenidos en cada

muestra se calculan sobre esta curva (fig 16).

La especificidad del antisuero frente a LTC4/D4/E4 es la

siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento

50%B/B0)

LTC4

LTD4

LTE4

1l-Trans LTD4

11-Trans LTE4

LTB4

PGE2

TxB2

A.A

glutation

loo

64

64

30

24

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001
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3.6.3.- Leucotrieno C4 específico (anticuerpo monoclonal

>

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la

construcción de una curva standard (10 tubos por duplicado> y

para cuantificar 39 muestras por duplicado.

Los reactivos a utilizar son los siguientes:

— LTC4 standard, 50 ng/ml en buffer fosfato 0,05 M, ph 6,9:

etanol (2:1)

3
— LTC4 (H)—’37 1< Bq....1,Op Cien etanol: agua : acético

(60:40:0,01) ph 6,9.

— Antisuero especifico : conteniendo anticuerpo monoclonal

especifico para LTC4 diluido en buffer de ensayo.

— Buffer de ensayo: solución conteniendo buffer fosfato 0,1

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

— Dextrano recubierto de carbón activado en buffer de

ensayo.

La reconstitución de los reactivos, en este caso sólo de

3LTC4(H ) se realiza con buffer de ensayo.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Dia 1~

í~ se preparan las diluciones de LTC4 standard con buffer de

ensayo, en tubos de microcentrifuga de polipropileno de 1,5 mí,

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 LTB4.

2~ Tras marcar convenientementelos tubos de microcentrifuga

de polipropileno de 3 ml por duplicado como cuentastotales (Te),

tubos de unión no específica (NSB), tubos cero standard <B0), los
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standards indicados en el punto 1 y las muestras a determinar,

se pipetean 500 gil de buffer de ensayo en los tubos marcadosTO,

200 gil en los marcadosNSB, y 100 gil en los marcadosa0.

32 Se pipetean 100 gil de cada standard o muestra en los

tubos apropiados.

3

42 Se pipetean 100 gil de LTC4(H) en todos los tubos.
5~ Se pipetean 100 gil de antisuero en todos los tubos,

excepto en los marcadosNSB.

6~ Se agitan seguidamentetodos los tubos en el “vortex” y

se incuban durante 16—20 horas a 2—8~C

Dia 2~

72 Se colocan todos los tubos en baño agua—hielo y se dejan

equilibrar durante 15 minutos.

8~ Se coloca el frasco conteniendo el dextrano—carbón

activado en baño agua—hielo y se agitan durante 10 minutos

utilizando un agitador magnético.

92 Mientras se sigue agitando, se añade500 gil de dextrano—

carbón activado a todos los tubos, excepto los marcadosTO, y

se mezclan en el “vortex”.

102 Se incuban todos los tubos en el baño de agua—hielo

durante 10 minutos y a continuación se centrifugan a 2000 g

durante 10 minutos a 4W, en centrífuga refrigerada Sorvalí RO-

5.

112 Tras la centrifugación, se decanta el sobrenadanteen

los tubos de centelleo, inmediatamente, cuidando de no alterar

el pellet de dextrano—carbónactivado.

122 Se añade liquido de centelleo y se cuenta en contador

beta.
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El cálculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la

media de cuentas por minuto (cpm> de cada pareja de tubos.

Se calcula el porcentaje normalizado ligado de cada standard

y muestra utilizando la siguiente

(cpm de estándar o muestra — cpm NSB)
— x 100

(cpm B0 - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje

normalizado obtenido como función del Log ~ de la concentración

de LTC4, para lo que se utiliza papel semilogaritmico,

colocándolo en el eje de ordenadas, y los pg contenidos en cada

standard en el eje de abscisas. Los pg de LTC4 contenidos en cada

muestra se calculan osbre esta curva (fig 17)

La especificidad del antígeno frente a LTC4 es la siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento

50%B/B0)

LTC4 LOO

LTD4 5,4

LTE4 0,5

11—trans LTD4 < 0,001

l1—trans LTE4 < 0,001

LTB4 < 0,001

glutation < 0,001

L cisteina < 0,001

PGE2 < 0,001

TxB2 < 0,001

PGD2 < 0,001
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3.6.4.- Prostaclandina D2

El kit contiene cantidades de reactivos suficientes para la

construcción de una curva standard <10 tubos por duplicado) y

para cuantificar 40 muestras por duplicado.

Los reactivos que se utilizan son los siguientes:

— PGD2 standard: 3ng liofilizada

3
- PGD2(H )—37 k Bq-....1 yiCi en metanol: agua: acetonitrilo

(3:2:1)

— Antisuero PGD2, liofilizado

— Buffer de ensayo: concentradode fosfato que en dilución

contiene aproximadamente 0,05 74 de buffer fosfato, ph 7,3,

gelatina 0,1% y mertiolate 0,01%.

— Dextrano recubierto de carbón activado: conteniendo

aproximadamente 1% de Nort A (carbón activado) y 0,05% de

dextrano T 70 en buffer fosfato 0,01 M, ph 7,3.

La reconstitución de los reactivos se hace con agua

destilada <buffer de ensayo, antisuero, standard) , y con buffer

de ensayo en el caso de PGD2(H
3), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Día 1~

l~ Se preparan las diluciones del standard de PGD
2 con

buffer de ensayo en tubos de microcentrifuga de polipropileno 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 radioinmunoensayo, como se indica en el protocolo de

LTB4.

2~ Tras marcar convenientementelos tubos de microcentrifuga
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de polipropileno de 3 ml por duplicado como cuentastotales (TC),

tubos de unión no específica (NSB), tubos cero standard (B0), los

standards indicados con el punto í~ y las muestrasa determinar,

se depositan 100 gil de las diluciones standard en los tubos

apropiados, y 100 gil de las muestras a determinar en los tubos

apropiados.

3
30 Se añade 100 gil de PGD2(H) en todos los tubos.

40 Se pipetean 100 gil de antisuero en todos los tubos,

excepto en los marcadosNSB.

50 Se pipetean 100 gil de buffer de ensayo en los tubos

marcados standars y muestras, 200 gil en los marcados TC y B0, y

300 gil en los marcadosNSB.

6~ Tras mezclar todos los tubos en el vortex, se procede a

incubar durante toda la noche a 4~C.

Dia 2~

70 Se colocan todos los tubos en baño de agua—hielo y se

dejan equilibrar durante 10 minutos, al tiempo que el

dextrano—carbónactivado se mezcla en un agitador magnético.

80 Se pipetean 500 gil de buffer de ensayo en los tubos

marcadosTO, y 500 gil de dextrano’-carbón activado en todos los

restantes, mezclando cada tubo despuésde su adición,

90 Se dejan todos los tubos en reposo en el baño de agua—

hielo durante 10 minutos.

10~ Se centrifugan todos los tubos a 2000 g durante 10

minutos a 40 0 en centrífuga Sorvalí RC—S.

líQ Inmediatamentedespuésse decantael sobrenadanteen los

tubos de centelleo. Se ha de cuidar no alterar el pellet de

dextrano—carbónactivado.
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l2~ Se añade a cada tubo liquido de centelleo y se cuenta

en un contador beta.

El cálculo 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 ecuación:

(cpm de estándar o muestra — cpm NSB)
= x 100

<cpm B0 - cpm NSB)

La curva standard se confecciona utilizando el porcentaje

normalizado obtenido como función del Log10 de la concentración

de PGD2, para lo que se utiliza papel semilogarltmico,

colocándolo 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 iB0)

PGD2 100

PGJ2 7

PGF2a 0,04

PGE2 0,002

TxB2 0,3

A.A 0,002
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3.6.5.- Tromboxano

El kit contiene cantidadesde reactivos suficientes para la

construcción 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 TxB2 en buffer de

ensayo.

— Sandard B, conteniendo 1,1 ng/ml de TxB2 en buffer de

ensayo.

— Sandard O, conteniendo 0,4 ng/ml de TxB2 en buffer de

ensayo.

- Standard D, conteniendo 0,13 ng/ml de TxB2 en buffer de

ensayo.

- Standar E, conteniendo 0,05 ng/ml de TxB2 en buffer de

ensayo.

3

- TXB2(H )... 37 kBq... 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 carbón activado en buffer de

ensayo.

En este caso, no es necesario reconstituir los reactivos.

El protocolo de ensayo es como sigue:

Día 1

1~ Se marcan tubos de microcentrifuga de polipropileno de

3 ml por duplicado como cuentas totales (TO), tubos de unión no

específica (NSB), tubos cero standard (E0), standards A a E y

muestras a determinar.
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2~ Se pipetean 200 gil de buffer de ensayo en los tubos

marcados TO y NSB, y 100 gil en los marcadosB0.

3

3Q Se pipetean 100 gil de TxB2(H> en todos los tubos.
4 Se pipetean 100 4 de cada standard de TxB2 en los tubos

apropiados, y 100 gil de las muestras a determinar en los tubos

apropiados.

52 A continuación se pipetean 100 gil de antisuero en los

tubos marcadosB0, standards y muestras.

6~ Se agitan todos los tubos y a continuación se centrifugan

durante 15 segundosa 1000 g, y de nuevo se mezcla el contenido

de cada tubo por agitación en “vortex”.

7Q Se incuban todos los tubos a temperatura ambiente durante

1 hora, y seguidamentea 4~C durante 16—20 horas.

Dia 2Q

8~ Se colocan todos los tubos en hielo y se pipetea 1 ml de

buffer de ensayo en los tubos marcadosTO, se mezcla el

contenido con “vortex” y se decanta en tubo de centelleo.

92 Se transfiere el dextrano—carbónactivado a un vaso de

vidrio, se coloca en hielo y se agita usando un agitador

magnético.

10~ Se pipetea 1 ml de dextrano-carbónactivado a cadatubo,

y posteriormente se mezcal el contenido con “vortex” cada 2

minutos, hasta completar la adición. Posteriormente se agitan de

nuevo con el “vortex”.

11~ Se incuban los tubos a 0W durante 9 minutos.

12Q Inmediatamentedespuésse centrifugan a 1000 g durante

10 minutos, a 4W en centrifuga refrigerada Sorvalí RC-S.

13Q Se decanta el sobrenadanteen tubos de centelleo, y se
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añade liquido de centelleo, llevándolos a contar en contador 5.

El cálculo de los resultados se lleva a cabo utilizando la

media de cuentas por minuto (cpm) de cada pareja de tubos.

Se calcula el porcentaje normalizado ligado de cadastandard

y muestra usando la siguiente ecuación:

(cpxn de estándar o muestra — cpm NSB)
= x 100

(cpm B0 - cpm NSB>

La curva standard se confecciona utilizando el logaritmo

en lugar del porcentaje normalizado, para lo cual se

utiliza papel logaritmico. El resultado B/B0% 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 (tig. 19>.

La especificidad del antisuero utilizado frente a TxB2 es la

siguiente:

Compuesto Reactividad cruzada % (desplazamiento

50%B/B0)

TxB2 100

PGD2 1,2

PGF2X 0,15

PCE1 0,05

PCE2 0,05
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VIII.- RESULTADOS
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Se muestra en la fi9 20 el estudio estadístico en el

análisis del FEV1 de cada grupo estudiado. Se utilizó 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 así la situación clínica expuestaen materiales:

los asmáticos polínicos están en situación asintomática, el asma

intrínseco moderado y el asma intrínseco severo presenta

obstrucción de las vías aéreas, y el asmacon intolerancia a AAS,

al ser un grupo menos homogéneoen cuanto a su situación clínica,

no parece tener obstruccibn bronquial. En realidad, observando

las cifras absolutas, solamente dos pacientes presentan dicha

obstrucción, en el tiempo en que se realizó el estudio.

En la tabla XVIII se expone el número de células sembradas

por pocillo en cada uno de los 30 sujetos estudiados.

1.- CUANTIFICACION DE EICOSANOIDES TRAS LOS DISTINTOS ESTíMULOS.

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 O; en la tabla XXII, los del grupo D;

y en la tabla XXIII los del grupo E. En el caso de las

determinaciones de TxB2, se ha de resaltar que en la mayoría de

las ocasionesha habido que recurrir a cuantificar diluciones del

sobrenadanteobtenido del cultivo, ya que la cuantificación del

sobrenadantecomo tal sobrepasabalos limites superiores de la

curva standard del sistema empleado.
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El resultado que se señala como indeterminado indica que

los niveles del eicosanoide correspondiente eran inferiores al

limite inferior de la curva standard del sistema empleado.

Dado que la determinación de LTC4/D4/E4 comprende todos los

leucotrienos sulfidopéptidos, se intentó calcular la cantidad

específica de LTC4 producida. Para ello se utilizó el kit

comercial con anticuerpo monoclonal especifico para LTC4 descrito

en métodos. Los resultados del contaje de una serie de alicuotas

estudiadas mostraron que el anticuerpo especifico para LTC4 no

reconoce su existencia en el sobrenadante de los cultivos

utilizados. Se puede explicar este resultado asumiento que las

cantidades medidas con el anticuerpo para LTC4/D4/E4 corresponden

mayoritariamente a LTD4/E4 y no a LTC4, probablementeporque este

último leucotrieno se metaboliza rápidamente a LTD4/E4.

2.- CALCULO ESTADISTICO

Dada la amplia dispersión de los resultados absolutos

obtenidos, que imposibilitaban su estudio estadístico, se

recurrió a su conversión en logaritmos para poder aplicarlo.

Los datos se procesaronutilizando un paquete estadístico de

Hewlett Packard, aplicando el test de t de student para muetras

independientesy muestrasapareadas.Se ha consideradodiferencia

estadisticamente significativa valores de pc0,05.

En las figuras siguientes se muestran los resultados del

cálculo de la media y desviaciones típicas de cada grupo, en la

producción basal y tras los correspondientesestímulos, así 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 determinación de LTD4, en el que se observa que

no se produce diferencia estadisticamente significativa tras el

estimulo con anti IgE, mientras que si lo es tras el estimulo con

zimosán opsonizado (pcO,OO5), ionóforo de calcio (pczO,005) y de

PIAS + ionóforo de calcio (p<0,0005>.

En la figura 22 podemos ver los resultados en la

determinación de LTC4/D4/E4 con resultados similares, pues no hay

diferencia tras el estimulo con anti IgE, y si tras zimosán

opsonizado (pcO,05), ionóforo de calcio (pcO,05) y de AAS+

ionóforo de calcio (p<0,05).

Observamos en la figura 23 los resultados de la

determinación de PGD2 similares a los anteriores: no hay

diferencia significativa tras el estimulo con anti IgE, y sí

tras zimosán opsonizado (p<0,005), ionóforo de calcio (p<0,05),

y de APIS + ionóforo de calcio (p<0,05).

En la figura 24 se muestran los resultados para la

determinación de TsE2. En este caso, la diferencia no es

significativa tras los estímulos con anti IgE, zimosán

opsonizado, ni AAS + ionóforo de calcio, siendo únicamenmte

significativa tras el estimulo de ionóf oro de calcio (pcO,005).

— Grupo E (polínicos>: podemos ver los resultados de la

determinación de LTE4 en la figura 25. La diferencia no es

estadisticamente significativa tras el estimulo con anti IgE, ni

tras AAS + ionóforo de calcio, y si lo es tras los estímulos con

zinosán opsonizado (pcO,05), y con ionóforo de calcio (pcO,05>.
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Vemos en la fig. 26 los cálculos obtenidos en la

determinación de LTCJLTD4/LTD4. En este caso, existe diferencia

significativa tras todos los estímulos: anti IgE <p<0,05),

zimosan opsonizado (p<O,0005), ionóforo de calcio (p<O,0005), y

tras AAS + ionóforo de calcio <pc0,005).

En la figura 27 se exponen los resultados obtenidos para la

determinación de PGD2. Tambiénen este caso, no existe diferencia

significativa tras el estimulo con anti IgE, pero si lo son tras

el estimulo con zimosán opsonizado (p<0,OS) , tras ionóforo de

calcio (pcO,05)), y de AAS + ionóforo de calcio (pc0,05>.

En la figura 28 se representan los resultados obtenidos en

la determinación de TxB2, no siendo significativa la diferencia

para el estímulo con anti IgE, ni tras AAS+ ionóforo de calcio,

y si en el caso del estimulo con zimosan opsonizado (p<0,005) y

con ionóforo de calcio (pc0,0
0005).

— Grupo C (asma intrínseco moderado): vemos en la figura 29

la representación de las diferencias estadísticamente

significativas en la determinación de LTB
4. No es significativa

para el estimulo con anti IgE, y si para el estimulo con zimosan

opsonizado (pc0,005), ionóforo de calcio (pcO,005), y de AAS +

ionóforo de calcio (p<0,05).

En la figura 30 se exponen las diferencias obtenidas en la

producción de LTC4/D4/E4, siendo significativas para todos los

estímulos: anti IgE (p<0,05), zimosan opsonizado (pcO,005),

ionóforo de calcio (pc0,005), y de AAS + ionóforo de calcio

(p<0,005)

Se muestranen la figura 31 los cálculos obtenidos para la

determinación de PGD2: no son significativos para el estimulo con
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anti IgE, zimosan opsonizado, ni APIS + lonóforo, siendo

significativa solamente para el estimulo con ionóforo de calcio

(pcO,05)

En la figura 32 se exponen los resultados en la

determinación de TKB2, 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 (pc0,05), ionóforo

de calcio (p<0,05), y tras APIS + ionóforo de calcio (p<O,05).

— Grupo O (asma severo): en la figura 33 se representan las

diferencias obtenidas tras los estímulos en la determinación de

LTB4, no siendo significativa en el estimulo con anti IgE, y si

tras zimosan opsonizado (p<O,05), ionóforo de calcio (p<0,05),

y con APIS + ionóforo de calcio <pc0,05>.

En la figura 34 vemos los resultados en la determinación

de LTCA/D4/E&. En este caso, sí son significativas las diferencias

tras el estimulo con anti IgE (p<0,05), zimosan opsonizado

<p<0,05), e ionóforo de calcio (pC0,005>, y no lo es tras PIAS +

ionóf oro de calcio.

En la figura 35 vemos igualmente los cálculos en la

determinación de PGD2. Las diferencias no son significativas en

el estimulo con anti IgE, ni tras AAS + ionóforo, y si lo son

tras el estimulo con zimosan opsonizado (p<O,05), y tras ionóforo

de calcio (pcO,0S>.

Y en la figura 36 se muestran los resultados en la

producción de flE2. No son significativas tras el estimulo con

anti IgE, ni tras zimosan opsonizado, ni tras AAS + ionóf oro,

siéndolo únicamente tras el estimulo con ionóforo de calcio

(p<0,05)
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— Grupo E (asma con intolerancia a AINE): se expone en la

figura 37 el cálculo en la producción de LTB4. La diferencia no

es estadisticamente significativa tras el estimulo con anti IgE,

y si lo son tras el estimulo con zimosan opsonizado (p<O,05),

ionóf oro de calcio (pcO,05>, y tras PIAS + ionóforo de calcio

(p<0,05)

En la figura 38 vemos la representación en la producción de

LTC4/D4/14. No son significativas las diferencias tras el estímulo

con anti IgE, ni ionóforo de calcio, y sí lo son tras estimulo

con zimosan opsonizado (pcO,05), y tras AAS+ ionóforo de calcio

(p<0,05)

La representación de las diferencias estadísticas en la

producción de PGD2 se muestran en la figura 39. No es

significativa tras el estimulo con anti IgE, y si frente a los

restantes: zimosan opsonizado (p<0,05), ionóf oro de calcio

(p<0,05), y APIS + ionóforo de calcio <pc0,05).

En el caso de la producción de TxB2, vemos Los resultados

obtenidos en la figura 40. No son significativas las diferencias

en el estimulo con anti IgE, ni tras PIAS + ionóforo de calcio,

pero si lo son frente a zimosan opsonizado (p<0,05), e ionóf oro

de calcio (p<0,005).

4.- COMPARACIONDE LA PRODUCCIONDE EICOSANOIDESTRAS EL ESTIMULO

CON IONOFORODE CALCIO Y TRAS PIAS + IONOFORODE CALCIO.

— Grupo A: la diferencia no es estadisticamente

significativa en la producción de LTB4 ,LTC4/D4/E4 ni PGD2, y si

lo es en la producción de TxB2 (pc0,05). <figura 41).

— Grupo E: la diferencia no es estadisticamente
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significativa en la producción de LTB4 , LTO4/D4/E4 ni TxB2, y si

lo es en la producción de PGD2 (p<0,05>. (figura 42).

— Grupo C: la diferencia no es estadisticamente

significativa en la producción de PGD2, ni LTC4/04/E4 , y si lo es

en la producción de LTB4 <p<a,05), y de TxB2 (pc0,005). <figura

43)

— Grupo O: la diferencia no es significativa en la

producción de LTB4, LTC4/D4/E4, ni TxB2, y si lo es en la

producción de PGD2 (pc0,05). (figura 44).

— Grupo E: la diferencia no es significativa en la

producción de LTB4, LTO4/D4/E4, ni PGD2, y si lo es en la

producción de TXB2 (p<0,005). (figura 45).

5.- COMPARACION ENTRE EL GRUPO A (CONTROLES SANOS> Y LOS

RESTANTES GRUPOS.

Se muestra en la figura 46 los resultados obtenidos en la

producción de LT94, comparando la producción basal y los

distintos estímulos. Hemos de destacar que sólo se obtiene

diferencias estadisticamente significativas en la producción

basal entre el grupo A (sanos) y el grupo O (asma intrínseco

severo), con p<0,05. En las restantes comparaciones, no se

producen diferencias significativas.

En la figura 47 vemos la producción de LTC4/D4/E4. En este

eicosanoide, se obtienen diferencias estadisticamente

significativas en los siguientes caso: en la producción basal

entre el grupo A (sanos) y el fi (polínicos) con p<0,05; en el

estimulo con zimosan opson±zado entre el grupo A y el E, con

p< 0,005, y entre el grupo A y el C <asma moderado) con p<0,0S;
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en el estimulo con ionóf oro de calcio también existen diferencias

significativas entre el grupo A y el E, con p<0,0O5, y entre el

A y el C, con p<0,05. Igualmente, con el estimulo de AAS +

ionóforo de calcio, las diferencias son significativas entre el

grupo A y el E, con p<0,05; y el grupo A y el C, con p<0,05.

En la figura 48 se muestran las diferencias en la producción

de PGD2. Es significativa la diferencia entre la producción basal

del grupo A y el fi, con p<0,05; y en el estimulo con anti IgE

entre el grupo A y el B, con p<0,05. No son significativas las

restantes comparaciones.

Y en la figura 49 vemos las diferencias en la producción de

TsE2. Solamente es significativa tras el estimulo con zimosan

opsonizado entre el grupo A y el grupo E (intolerantes a PIAS),

con p<0,05.
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IX.- DISCUSION
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1.- HALLAZGOSEN LA PRODUCCIONBASAL DE EICOSPINOIDES DE

INDIVIDUOS SANOS.

Se debe señalar, en primer lugar, que 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 radioinmunoensayo,

con algunas excepciones, en las que las cantidades son menores

que el limite inferior que puedan detectar estos métodos. Sin

duda, incrementando el número de células sembradas se podrían

haber obtenido cantidades mayores. Pero para ello la extracción

de sangre a los pacientes habría tenido que ser mucho mayor.

Las cifras medias obtenidas en la producción basal del grupo

de controles sanos son las siguientes:

LTB4 ... . 4,27 pg x lO
6cels x ml.

LTC
4/D4/E 22,50 pg x lO

6cels x ml.

6
PGD

2 .. . 4,95 pg x 10 cels x ml.

TxB2 .. . 567,66 pg x lO
6cels x ml.

Destaca la mayor producción de TxB
2, metabolito del TxA2, en

cantidades mucho mayores a cualquiera de los restantes, e incluso

a la suma de los mismos, tanto en condiciones basales como tras

cualquier estimulo empleado. Le sigue en cantidad, aunque a una

gran distancia, el LTC4/D4/E4 y en cantidades inferiores, aunque

similares entre si, la PGD2 y el LTB4.

TxB2 » LTC4/D4/E4 > PGD2 - LTB4

Estos datos concuerdan en parte con los datos publicados

<195) respecto a la mayor producción de TxB2, pero no en relación

con los restantes metabolitos, pues aparece en éstos el LTB4 en

niveles superiores a los leucotrienos sulfidopéptidos.
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En cuanto a las cantidades absolutas, es difícil establecer

comparaciones, puesto que cada laboratorio emplea métodos y

estímulos diferentes.

Es de destacar la demostración de que los monocitos humanos

liberan PGD2 de forma expontánea, hecho que no he encontrado

publicado en la literatura revisada. Se confirma con ello la

primera premisa de este trabajo. Es lógico que así ocurra, al

igual que sucede en los macrófagos peritoneales de ratón (299),

y como se sospecha de los macrófagos alveolares humanos.

Volvemos a señalar que cuando se empleó anticuerpo

monoclonal especifico para LTC4 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

LTC4/D4/E4 corresponden mayoritariamente a LTD4/E4, probablemente

por metabolización del primero en los dos siguientes.
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2.- ANALISIS DE LA RESPUESTA A ESTíMULOS EN TODOS LOS

GRUPOS.

Los monocitos son capaces de responder a los estímulos

específicos e inespecificos empleados. Antes de considerar la

actuación de los estímulos, se debe hacer un breve comentario

sobre el utilizado con anti IgE. Ya se ha señalado anteriormente

que los monocitos portan receptores para IgE de baja afinidad.

Usualmente, para estudiar su acción se procede a incubar a los

monocitos con IgE, específica o inespecifica, y posteriormente

se añade el antígeno adecuado, o anti IgE. Aquí no se ha

realizado el paso previo de incubación, pues se pretende estudiar

la situación 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 acción de cada uno de los

estímulos en cada aruco estudiado

.

En conjunto, el estimulo con anti IciE en la dilución

utilizada aparece como el más pobre de todos los empleados, pues

solamente induce liberación estadisticamente significativa frente

a las correspondientes basales en la producción de LTC4/D4/E4 en

los grupos B, C, y D, en tanto no estimula en los sanos ni en los

intolerantes a AINE.

Este hecho parece lógico en el caso de los asmáticos

polínicos, pues ya se ha indicado antes que los monocitos de los

atópicos contiene mayor número de receptores para IgE que los

sanos (280) . Pero según los resultados hallados, probablemente

los asmáticos intrínsecos, moderados y severos, también tengan

incrementados estos receptores.
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De todas formas, este estimulo no es capaz de inducir

incremento de producción de los restantes eicosanoides

estudiados. No obstante, desde el punto de vista clínico, puede

ser suficiente para la inducción de asma, puesto que los

leucotrineos sulfidopéptidos son los mayores broncoconstrictores

de todos los eicosanoides.

El zimosan opsonizado se muestra como un estimulo excelente

en todos los grupos, con las siguientes excepciones: no estimula

la producción de TxB2 en los sanos ni en los asmáticos severos,

ni la producción de PGD2 en los asmáticos moderados. Significa

que el estimulo de los receptores de C3b del complemento es capaz

de producir cantidades significativamente incrementadas en todos

los grupos en la liberación de todos o algunos de los

eicosanoides broncoconstrictores y del quimotáctico estudiado.

Cuando se emplea el estimulo de ionóf oro de calcio, estimula

la producción de todos los eicosanoides en todos los grupos,

excepto la de LTC4/D4/E4 en los intolerantes a APIS. Esto es,

cuando se emplea un estimulo inespecifico capaz de actuar sobre

los canales de calcio, se incrementa la liberación de todos los

eicosanoides estudiados en todos los grupos, con la excepción

señalada. Parece ser el estimulo más amplio.

Si se añade ácido acetilsalicilico (inhibidor de la vía

ciclooxigenasa) antes del estimulo con ionóf oro de calcio, se

sigue produciendo liberación significativa respecto a la basal

de cada grupo, en el grupo de los sanos, en la producción de

LTB4, LTC4/D4/E4 y PGD2, pero no en la de TxB2. Se puede

interpretar como inhibición de la liberación inducida por el

ionóforo de calcio.
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En los asmáticos polinicos, la liberación sigue siendo

significativa respecto a la basal en LTC4/D4/E4 y PGD2, pero no

en LTB4 ni TxB2. Se puede interpretar, de igual forma, que se ha

inhibido su liberación.

En los asmáticos moderados, no se produce diferencia

significativa respecto a la basal en la liberación de PGD2, pero

sigue siendo significativa en los restantes. En este grupo de

enfermos, la inhibición de liberación se habría producido en

PGD2.

El grupo de asmáticos severos se comporta de forma

diferente. Aqui no se produce diferencia significativa respecto

a la basal en la liberación de LTC4/D4/E4, 2G02 ni TxB2, y solo

sigue siendo significativa la liberación de LTB4. Por lo tanto,

la inhibicion de la via ciclooxigenasa en este grupo seria mas

amplia.

Y en los asmáticos intolerantes a PIAS, solamente no se

produce diferencia estadisticamente significativa respecto a la

basal en la liberación de TxB2, permaneciendo inalterados los

restantes eicosanoides, por lo que podría deducirse que se ha

inhibido a este nivel. Pero si recordamos, el estimulo con

ionóforo de calcio no inducia liberación de LTC4/D4/E4 en este

grupo, en tanto que la adición de APIS si induce liberación del

mismo ¿se ha estimulado su producción?. Analizaremos más

ampliamente este estimulo con posterioridad.

En conjunto, las diferencias estadisticamente significativas

halladas en cada grupo respecto a su basal y tras los diferentes

estímulos parecen configurar un comportamiento peculiar en cada

uno de ellos (tabla XXIV):
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Grupo A:

— El estimulo con anti IgE no incrementa la liberación de

ningún eicosanoide.

— El estimulo de los receptores para C3b induce incremento

en la liberación de todos los eicosanoides, excepto TxB2.

— La apertura de los canales de calcio es capaz de inducir

incremento de la liberación de todos ellos.

Grupo E:

— El estimulo con anti IgE induce liberación significativa

de LTC4/D4/E4.

— El estimulo de los receptores para C3b induce liberación

significativa de todos los eicosanoides.

— De igual forma, la apertura de los canales de calcio es

capaz de inducir incremento en la liberación de todos los

eicosanoides.

Grupo O:

— El estimulo con anti IgE induce liberación significativa

de LTC4/D4/E4.

— El estimulo de los receptores para C3b no incrementa la

producción de PGD2, pero si de todos los restantes.

— La apertura de los canales de calcio incrementa la

liberación de todos los eicosanoides.

Grupo D:

— En este grupo, también se induce incremento de liberación

de LTC4/04/E4 tras estimulo con anti IgE.

— El estímulo de los receptores para C3b incrementa la

producción de todos los eicosanoides, excepto de TxB2.

— La apertura de los canales de calcio induce liberación

123



significativa de todos los eicosanoides.

Grupo E:

— El estImulo con anti IgE no induce incremento en la

producción de ningún eicosanoide.

— El estimulo de los receptores para C3b incrementa la

liberación de todos los eicosanoides.

— La apertura de los canales de calcio induce aumento de

liberación de todos, excepto LTC4,1D4/E4.

Se conf igura así un perfil diferente de producción de

eicosanoides en cada grupo.

En segundo lugar, analizaremos la comparación de los

diferentes grupos con el grupo control de individuos sanos:

El grupo B, de pacientes con asma por sensibilización a

pólenes, presenta las siguientes diferencias significativas

<figura 50): en la producción basal de LTC4/04/E4 y de PGD2; en la

producción de PGD2 tras estimulo con anti IgE; en la producción

de LTC4/D4/E4 tras estimulo con zimosán opsonizado, ionóforo de

calcio y de PIAS + ionótoro de calcio. Es el grupo donde se

encuentran mayor número de diferencias significativas respecto

al sano, especialmente en la producción de LTC4/D4/E4, seguido de

la producción de PGD2. Todos los estímulos producen un

eicosanoide broncoconstrictor en mayor grado que los sanos.

El grupo C, asma intrinseco moderado, presenta incremento

en la producción de LTC4/D4/E4 tras los estímulos con zimosán

opsonizado, ionóforo de calcio y de AAS + ionóforo de calcio, sin

que existan diferencia entre las producciones basales ni tras la

adición de anti IgE <figura 51).
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El grupo D, asmáticos intrinseco severos, sólo presenta

diferencia significativa en la producción basal de LTB4, que no

es directamente broncoconstrictor. No se obtienen diferencias

significativas con el grupo control con los diferentes estímulos

empleados (figura 52).

El grupo E, muestra la única diferencia significativa

respecto al control en la producción de TxB2 tras el estímulo con

zimosan opsonizado (cuya liberación no se incrementa el grupo

control con este estimulo), y no en la producción basal ni con

los restantes estímulos (figura 53).

Tenemos así que el grupo cuyos monocitos se muestran más

“activos” es el de los pacientes polínicos, estudiados en fase

libre de síntomas, seguido por el grupo de asma intrínseco

moderado, en tanto que los otros dos grupos, D y E, muestran

mínimas diferencias.

Se pueden interpretar estos hechos pensando que los

monocitos de los asmaticos polínicos tienen mayor capacidad de

respuesta que los de los otros grupos, precisamente porque han

sido estudiados en fase de inactividad de la enfermedad,

manteniendo intacta su capacidad de respuesta. Y el hecho de que

basalmente produzcan más LTC4/D4/E4 y PGD2 <potentes

broncoconstrictores>, como que estas células están

permanentemente“activadas”, siendo capaces de incrementar aún

más la producción de eicosanoides con los distintos estímulos.

sigue en orden de capacidad de respuesta el grupo de asma

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

diferencias en la producción 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 03b y a la apertura de los canales de

calcio, en mayor cantidad que los de los sanos, y precisamente

liberando el eicosanoide con mayor capacidad broncoconstrictora.

Se producen aqui dos diferencias respecto al

comportamiento de los asmáticos extrinsecos: la “activacion”

basal y la respuesta frente a anti IgE de los extrínsecos, frente

a la inactividad en este sentido de los intrínsecos. Aunque antes

se ha visto, al analizar los grupos separadamente, que los

intrinsecos eran capaces de liberar LTC
4/D4/E4 cuando eran

estimulados con anti IgE, sin embargo esta liberación no es

significativa, en el grado que lo es la de los asmáticos

extrinsecos.

Y en cuanto a la “no activación “ basal de los monocitos,

quizás puede influir la medicación a que estaban sometidos,

fundamentalmente la acción de la teofilina retardada oral, pues

la inhalación de broncodilatadores ~ y de corticoides apenas si

produce niveles circulantes de estos fármacos. Esta es una

posibilidad teórica, 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 sólo en la producción basal

de LTH4. Esta producción basal incrementada puede significar la

capacidad del leucotrieno quimiotáctico para atraer a otras

células que participan en el asma, como son neutrófilos y

eosinófilos. Y en este caso, si puede explicarse la no diferencia

en la respuesta a los estímulos por la acción de la medicación,

corticoides orales, pues aunque se hizo la extracción de sangre
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para el estudio 24 horas después de la última dosis, es posible

que la acción de este fármaco 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

.

Sólo existe diferencia en la producción de TxB2 tras estimulo con

zimosán opsonizado. En este caso, la acción de la medicación 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 teórica para explicar estas diferencias con

el grupo control podría ser que los monocitos circulantes

tuviesen mayor o menor participación en la patogenia del asma,

dependiendo de la etiología del mismo. Puede pensarse que tienen

una parcicipación activa, de “primera línea” en el asma

extrinseco fundamentalmente, y en menor medida, en el asma

intrinseco moderado, del que desconocemos su etiología.

En el asma intrínseco severo no parece actuar como célula

de activación primaria sino solamente por su capacidad

incrementada basal para liberar LTB4. Este eicosanoide, capaz de

atraer otras células como neutrófilos y eosinófilos al lugar de

la reacción, podría estar amplificando una respuesta, actualmente

desconocida.

Y de forma similar ocurriría en los asmáticos intolerantes

a KAS. Solamente se diferencia del grupo basal en la liberación

de TxB2, por estimulo de los receptores para C3b~ El TxB2 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 solo el

extrínseco e intrínseco, sino dentro de este último. El perfil

de liberación de los mediadores estudiados frente a los

diferentes estímulos, y su comportamiento diferente respecto a

los sanos así parece indicarlo. ¿Son etiológicamente diferentes

los tres grupos de asma intrínseco?. Es muy probable que sea así.

Desde el punto de vista clínico, vemos con frecuencia pacientes

afectos de asma intrinseco con mala evolución desde el principio

de la enfermedad, sin que influya el tratamiento correctamente

aplicado desde el comienzo, en tanto que otros casos son asmas

moderados a lo largo de toda la vida.

Siempre dentro del campo de las posibilidades teóricas, es

muy probable que en cada tipo de asma actúe 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 actúe como

célula primordial desencadenante una o varias de las implicadas,

siendo amplificada su acción por las restantes. Y así, se puede

pensar que en el asma extrínseco el monocito actúa como célula

de implicación primaria; y en el asma intrínseco (como grupo

global), como una célula amplificadora de respuesta. Y dentro del

gítimo grupo, parece que la amplificación es más acusada en el

asma moderado que en los otros dos grupos en los que los hemos

subdividido. Según esta idea, para poder llegar a conocer bién

estas posibilidades, los estudios habrán de hacerse en grupos

perfectamente definidos en cuanto a su etiologia, si se conoce,

su evolución y el tratamiento al que están sometidos.

Según Schleimer (328), presumiblemente muchos de los

monocitos que migran a los tejidos se diferencian en macrófagos
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tisulares. Esta aseveración, ademásde las razones de similitud

entre monocitos periféricos y macrófagos alveolares apuntadas

antes (317, 320), inducen a pensar que los resultados obtenidos

en este trabajo podrían aplicarse a los macrófagos alveolares.
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3.- COMPAPACIONCON LOS DATOS DE LA LITERATURA.

Aunque la metodologia de este trabajo y los estímulos

empleadosdifiere de la de los trabajos publicados revisados, se

puede establecer una comparación. Se debe señalar que no se han

encontrado trabajos que utilicen estímulos con ionóforo de calcio

ni zimosán opsonizado en asmáticos.

Estimulando monocitos humanos de individuos normales con

agregados de IgE - anti 1gB (302>, se ha detectado la producción

de pequeñas cantidades de LTC4 y PGE2. En nuestro caso no ocurre

así, pero hemos de tener en cuenta que, como se señaló 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 lo comparamos con el estudio de Ftiller y

cols (303), realizado con macrófagos alveolares obtenidos en

diversas enfermedades no atópicas, que tras el estimulo de 1gB —

anti IgE liberan LTB4, PGF2Q y TxB2. Si consideramos los grupos de

asma intrinseco estudiados aqui como enfermedad no atópica, vemos

que en los grupos C y D, al estimularlos con anti IgE, se produce

un incremento en la liberación de LTC4/D4/E4, aunque no es

significativa al compararlo con el grupo control. No coinciden,

pues, los eicosanoides liberados, pero de nuevo resaltamos que

el estimulo empleado por Fúller no es igual al nuestro.

Recordemos los hallazgos publicados en estudio de exudado

nasal y liquido de LBA.

Se ha demostrado que en el exudado de la rinitis por

sensibilización a pólenes se produce un incremento de la cantidad

de LTC4 tras la provocación con el antígeno (249>, y que en la
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secreción nasofaringea de niños polínicos también se encuentra

LTC4 durante la estación de polinización (251). En el liquido de

LBA de pacientes con asma alérgico, tras la provocación

inhalativa, se ha encontrado aumento de PGD2 a los 9 minutos de

la misma (254), y en otro trabajo (255), de LTB4., LTD4 y E4, sin

que se detectara LTC4, incremento que no se producía en los

controles sanos. Wenzel y cols (257), encontraron, a los 5

minutos de la provocación inhalativa en el asma extrínseco,

incremento de PGD2 y de Txs, hecho que no se produce en el asma

intrinseco. Y tras la instilación local del alergeno, se ha

encontrado aumento de PGD2 (311).

En este trabajo se encuentra que los monocitos de los

asmáticos polínicos producen un incremento significativo respecto

a su basal en la producción de LTC4/D4/E4 tras estimulo con anti

IgE, aunque al compararlo con el grupo control la diferencia no

es significativa. Pero si lo es la producción de PGD2 tras el

mismo estimulo. Se puede pensar por ello, que los eicosanoides

encontrados in vivo tras las provocación inhalativa están

producidos, al menos parcialmente, por los macrófagos alveolares.
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4.- ACTUACION DEL PICIDO ACETIL SALICíLICO EN LA LIBERACION

DE EICOSANOIDES.

Es sobradamenteconocida la acción del KAS y otros AINE como

inhibidor de la vía ciclooxigenasa. Sin embargo, en este estudio,

su actuación sobre los monocitos aparece diferente, en cada grupo

estudiado.

En el grupo de los controles sanos, la adición de PIAS antes

del estimulo con ionóforo de calcio sigue produciendo liberación

significativa respecto a su basal en la liberación de LTB4,

LTC4/D4/E4, y PGD2, pero no en la de TxB2. Si se comparan las

liberaciones producidas por ionóf oro de calcio y APIS+ionóforo de

calcio entre si estadisticamente, sólo se obtiene significación

en la producción de TxB2, con p<O,05. Se puede interpretar que en

este grupo, el AAS ha inhibido la formación de este eicosanode,

exclusivamente.

En el grupo de los asmáticos extrinsecos por sensibilización

a pólenes, al comparar la liberación con su basal, sigue siendo

significativa en LTC4/04/E4 y PGD2, pero no en la de LTB4 ni TxB2.

Pero al comparar entre si la liberación inducida por ionóf oro de

calcio y de PIAS + ionóf oro de calcio, sólo se obtiene diferencia

estadisticamente significativa en la producción de PGD2 <p<0,05).

Así pues, en este grupo el ác. acetilsalicilico ha actuado

inhibiendo la formación de la prostaglandina.

Al tomar el grupo de los asmáticos intrínsecos moderados, no

se produce diferencia significativa respecto a su basal en la

liberación de PGD2, pero sigue siendo significativa en los

restantes. Y al comparar ambos estímulos entre si, se obtienen

diferencias significativas en la liberación de LTE4 (pcO,O5) y de
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TxB2 <pc0,005). En este grupo se inhibe la producción de

tromboxano, como ocurre en los controles sanos, pero tambien

parece inhibirse la del leucotrieno B4, aunque sabemos que los

PIUlE no actúan a nivel de la vía lipooxigenasa.

En el grupo de asma intrínseco severo no se produce diferencia

significativa respecto a su basal en la liberación de LTC4/D4/E4,

PGD2, ni TxB2, y sólo sigue siendo significativa la liberación de

LTB4. Comparando los dos estímulos entre sí, la diferencia

significativa se produce únicamente a nivel de ~ (p<O,05) y no

en las restantes, como ocurre en el grupo de asma extrínseco.

Aquí tambien la aspirina actúa inhibiendo la liberación de la

prostaglandina estudiada.

Y en el grupo de asma intrínseco con intolerancia a AZNE, no

se produce liberación significativa respecto a su basal en al

TxB2, permaneciendo significativa la liberación de los restantes

eicosanoides. Si recordamos datos anteriores, el estimulo con

ionóf oro de calcio no induce liberación significativa respecto

a su basal de LTC4/D4/E4 en este grupo, en tanto si es

significativa si previamente se adiciona KAS. Podría parecer que

el ác. acetilsalicilico potencie la liberación de este mediador

en este grupo. No obstante, al comparar estadisticamente entre

si la liberación inducida por ambos estímulos, sólo se obtiene

significación en la producción de Txfi2, a semejanza de lo que

sucede en el grupo control, Y en este sentido, el grupo de los

intolerantes a AINE es el único que se coinporta exactamente igual

al de los controles sanos.

Tenemos así <tabla XXV) que el ác. acetilsalicilico actúa en

todos los grupos a nivel de los metabolitos de la vía
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ciclooxigenasa, en unos inhibiendo la producción de TsR2

(controles sanos, asma intrínseco moderadoy asma intrínseco con

intolerancia a AINE), y en los otros dos, inhibiendo la

producción de PGD2 (asmáticos polínicos y pacientes con asma

intrínseco severo) . En este último grupo se ha de tener en cuenta

la posibilidad de que la medicación con corticoides orales pueda

haber influido en alguna forma , como se comentaba antes al

comparar la producción de eicosanoides con el grupo control.

Se perfilan das posibles acciones del APIS en la inhibición que

induce sobre la vía ciclooxigenasa, que varian según el grupo de

pacientes estudiados. Y aparece tambien una posible acción sobre

la liberación de LTD4 en el grupo de asma intrínseco moderado.

Lo más destacable del estudio empleando ác. acetilsalicilico

es que no se objetivan diferencias en el comportamiento de los

monocitos de los pacientes intolerantes a AINE. No parece que

exista ningún defecto metabólico en este sentido, al menos en

estas células.

Cuando en un trabajo parecido se han empleado basófilos como

célula de estudio, Goetzl y cols. (267) encontraron que la

aspirina produce una supresión mayor en la generación de PGE2 en

los asmáticos intolerantes, mientras que la generación de LTD4 se

inhibe discretamente en los sanos y en los asmáticos extrínsecos,

y prácticamente no se inhibe en los asmáticos intolerantes.

Señalan estos autores que la patogenia de la crisis de asma

inducida por PIUlE podría estar causada por una combinación de

mayor inhibición de la producción de PGE2, y no inhibición de

LTD4 , de forma que no se compensara la acción broncoconstrictora

del leucotrieno con la broncodilatadora de la prostaglandina.
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Pero sabemos que la acción broncoconstrictora de los

leucotrienos es muy superior a la broncodilatadora de la PGE2

por lo que una pequeña diferencia en la producción de esta última

no parece que pueda ser determinante. Y en cuanto a los restantes

grupos, se tendría que objetivar una clara mejoría clínica de los

asmáticos extrínsecos cuando ingieren PIAS, que habitualmente no

sucede. El grupo de asmáticos que mejoran con aspirina es muy

reducido y generalmente intrínseco.

Otro punto a dilucidar es la inhibición producida sobre el

LTB4 por la aspirina en nuestro grupo de asma intrínseco

moderado, así como la objetivada por Goetzl y cola <267> sobre

el LTD4 en su grupo de controles sanos y asma extrínseco. La

explicación posible de esta inhibición se puede buscar en la

acción de POE2 y PGI2, que, según Kuehl <271> pueden inhibir in

vitro las etapas iniciales de la formación de leucotrienos. Estas

dos prostaglandinas no han sido determinadas en nuestro trabajo,

por lo que no se puede comprobar si sucede así. Pero para que

ocurriese esto, el KAS tendría que haber incrementado uno o los

dos prostanoides, en lugar de inhibir su formación, y a su vez,

la POE2 o la PGI2 incrementadas habrían inhibido la formación de

leucotrienos. Sin embargo, en el trabajo de Goetzl se encuentra

disminución de PGE2, sobre todo en los intolerantes, en tanto que

la inhibición de LTD4 se produce de forma discreta en los

tolerantes. Por lo tanto, es posible que exista otra vía mediante

la cual el KAS puede inhibir la formación de algunos leucotrienos

en algunos casos.

Seria lógico pensar que, según la teoría patogénica

ampliamente aceptada, en los asmáticos intolerantes a AINE la
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inhibición a algún nivel de la vía ciclooxigenasa potenciara la

producción de LTC4/04/E4, que no se demuestra utilizando basófilos

ni monocitos.

Estos hallazgos no invalidan, sin embargo, esta teoría,

puesto que en ambos trabajos se han utilizado células circulantes

y no las equivalentes residentes en pulmón, aunque, como se ha

señalado antes, la similitud entre monocitos y macrófafos

alveolares es muy estrecha.

Tambien puede suceder que el defecto, si existe, se localice

en otras de las múltiples células intervinientes en la patogenia

del asma, como puede deducirse del trabajo de Christie y cols.

(276), que encuentran mayor concentración basal de LTE4 en orina

de asmáticos intolerantes, incrementada tras la provocación con

PIAS. Y del estudio publicado por Ferren y cols. (274) en exudado

nasal, en el que tras la provocación con aspirina se produce

incremento de LTC4 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, como insinúan los trabajos de Ami

y cols. (275), aunque no se explica de qué forma los AINE pueden

actuar sobre los receptores.

En resúmen, estamos ante una serie de hechos discordantes

in vivo, se demuestran incrementos de LTE4 en orina, y de LTC4 en

exudado nasal tras la provocación 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 que
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se produzca protección tras la provocación con aspirina. Por lo

tanto, permanece aún en la incógnita la forma en que los AINE

inducen crisis asmáticas en un grupo de pacientes con asma

intrínseco.
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1.- CONCLUSIONES
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1Q.— La técnica seguida para el aislamiento de monocitos

periféricos y su respuesta frente a diversos estímulos liberando

eicosanoides muestra que es una metodología válida para el

estudio de estas células en el hombre.

29.- Se demuestra producción y liberación de PGD2 por los

monocitos periféricos humanos, tanto en individuos sanos como en

pacientes afectos de asma bronquial. No se ha hallado descripción

similar en la literatura revisada.

39•— El rango de liberación de eicosanoides estudiados, tanto en

individuos sanos como todos los grupos de pacientes es

TXB2»LTC4/ LTD4/ LTE4>PGD2-LTB4

4Q~— No se ha detectado LTC4 aislado, por lo que se estima que

son los LTD4/LTE4 los que constituyen la porción mayoritaria de

los leucotrienos sulfidopéptidos encontrados, probablemente por

metabolización del primero a los segundos.

59•— El estimulo con anti IgE es el más pobre de los empleados

en todos los grupos, siendo el estimulo con ionóf oro de calcio

A 23187 el más potente, seguido del estimulo con zimosán

opsonizado.

6Q. — Existe diferencia en la producci6n basal de eicosanoides

respecto al grupo control de individuos sanos solamente en el

grupo de pacientes con asma por sensibilización a pólenes (mayor

producción de PGD2 y de LTC4/LTD4/LTE4), y en el grupo de
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pacientes con asma intrínseco severo (mayor producción de LTB4)I.

En el primer caso, puede concluirse que los monocitos de los

pacientes con asmaextrínseco están permanentemente“activados”,

produciendo mayor cantidad de estos mediadores

broncoconstrictores de forma basal. En el segundocaso, se puede

interpretar que los monocitos de pacientes con asma intrínseco

severo tienen mayor capacidad basal para producir y liberar el

leucotrieno quimiotáctico para eosinófilos y neutrófilos.

7Q•— Se encuentran diferentes perfiles de incremento de

producción de los distintos eicosanoides respecto a la basal de

cada grupo, siendo el grupo de asmáticos por sensibilización a

pólenes el que presenta mayor número de diferencias

significativas. Se debe resaltar que existe una mayor producción

de LTC4/LTD4/LTE4 respecto a su basal tras el estimulo con anti

IgE en el grupo de asma extrínseco y en los grupos de asma

intrínseco moderado y severo, pero no en los individuos sanos ni

en los asmáticos intolerantes a AINE.

82.— Al comparar la liberación de eicosanoides tras los estímulos

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 sensibilización

a pólenes el que muestra mayor número de las mismas, en la

producción de PGD2 y de LTC4/LTD4/LTE4. Le sigue en número de

diferencias significativas el asma intrínseco moderado (en

liberación de LTC4/LTD4/LTE4), y a continuación, el asma

intrínseco con intolerancia a AINE (en la producción de TxB2). El
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asma intrínseco severo no muestra diferencia significativa

respecto al control en la liberación de ningún eicosanoide tras

los estímulos, aunquecabe pensarque los resultados puedanestar

influenciados por el tratamiento con corticoides sitémicos.

9Q•— Basándose en todos los datos anteriores, se sostiene la

teoría de que la fisiopatología del asma puede ser diferente en

cada uno de los grupos estudiados: en el asma extrínseco, los

monocitos (o sus equivalentes, los macrófafos alveolares)

actuarían como célula de “primera línea”, al estar

permanentemente“activados” para la producción de eicosanoides

broncoconstrictores, en tanto que no ocurre así en los asmáticos

intrínsecos. Solamente en el subgrupo de asmáticos intrínsecos

severos se puede considerar que existe alguna forma de

“activación” respecto a la producción del eicosanoide

quimiotáctico.

1OQ.—El comportamiento de los monocitos en la liberación de

eicosanoides cuando se inhibe la vía ciclooxigenasa mediante ác.

acetilsalicilico muestra tambien diferancias en cada grupo.

Solamente el grupo de los asmáticos intolerantes a AINE se

comporta igual que el grupo de individuos sanos, inhibiéndose la

formación de TxB2. El grupo de asma extrinseco se comporta igual

que el asma intrínseco severo, inhibiendose la liberación de

PGD2. El grupo de asma intrínseco moderado se comporta igual que

los sanos en cuanto a que se inhibe la liberación de TxB2, pero

además, muestra inhibición en la liberación de LTB4.
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11Q.—Como consecuencia del punto anterior, se debe señalar que

no se detecta ninguna anomalía en los monocitos de pacientes con

asma e intolerancia a AINE cuando se inhibe la vía metabólica de

la ciclooxigenasa mediante aspirina.
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Hospital General Gregorro ~Aaranon
ni~a

mt
MW

Comunidadde

Madrid
canse e ~
de S0 ~

MNES (ZNICLERANCIA

)

EEM/EEVI basal:

FB4/FEV1

- PARA~?>CL

(Tenralgin)

125 mgrs <114)

250 rngrs (1/2)

500 rngrs (1)

1000 rr~rs <2)

50 rrqrs (1/4)

100 rr~rs <1/2)

200 mgrs (1)

(Glifanan)

- AC. ~

(Cosin)

- IIoutThq

(Mmcdl)

50 rnrs (1/4)

100 mgrs (1/2)

200 mgrs (1)

62 mgrs (1/4)

125 mgrs (1/2)

250 mgrs (1)

50 mgrs ( 1/4)

100 rrigrs (1/2)

200 mgrs (1)

TABLA V.- PROTOCOLO DIAGNOSTICO DE INTOLERANCIA A A.I.N.E.
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Fa4 /FVfl

—. DtaOFENAC

(Voltaren)

- PIBj~~CAM

(Feldene)

— pIcpIFErazaJA

(Cibalgina)

(Orudis)

(Iflacid>

- A..A.S

.

12 mgrs

25 rz~rs

50 rr~rs

2’5 rT~rs

5 n¡grs

10 mgrs

62 n~rs

125 rrqrs

250 rngrs

6 mgrs

12 mgrs

25 mgrs

50 mgrs

3 ITlgfl

6 rngrs

12 mgrs

25 n~rs

16 n~rs

31 mgrs

62 n~rs

125 rngrs

250 mgrs

500 mgrs

(1/4)

(1/2)

<1)

(1/4)

(1/2)

(1)

(1/4)

(1/2)

(1)

(1/8)

(1/4)

(1/2)

(1)

1/8)

1/4)

(1/2)

(1)

(1/81)

<1/4)

(1/2)

(1)

(1/2a)

<1)

— ar~ SALIaItVKE
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