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ANALISIS DE PROSTAGLANDINA E2 Y PROSTACICLINA EN
LOS LIQUIDOS DEL LAVADO BRONCOALVEOLAR DEL
ASMA BRONQUIAL

Gabriel J. Caballero Rodriguez.

INTRODUCCION

Actualmente se considera que el asma bronquial representa un tipo especial de inflamacién que conduce a la
contraccidon del musculo liso de las vias respiratorias, filtrado microvascular e hiperreactividad bronquial. La
inflamacion esta presente incluso en pacientes con asma muy leve® . Biopsias del tejido bronquial de enfermos

asmaticos demuestran que éste presenta alteraciones en el epitelio y esté infiltrado por células inflamatorias® y los
estudios realizados con LBA, cuyos fluidos recuperados son expresion de los cambios existentes en el parénquima

® confirman cada vez mas la implicacién del pulmén en el asma bronquial®

pulmonar

El mecanismo patogénico que explica las manifestaciones clinicas del asma, tanto inmediato como tardio, se
basa en la liberacion de mediadores®. Diversos datos sugleren gue parte de los metabolitos del acido araquidénico
son mediadores secundarios de la anafilaxia pulmonar , y manifiestan un gran espectro de actividades bioldgicas.
Sin embargo, es muy dificil determinar el papel de mediador aislado en una respuesta biolégica, debido a la
naturaleza interactiva de estos elementos. En la actualidad el mecanismo de las acciones a nivel pulmonar de estos
metabolitos dista de estar resuelto, y el papel de estos productos, en la patogenia y en el tratamiento del asma
bronquial sigue siendo muy tedrico. Las
prostaglandinas (PGs), cuyo nombre fue utilizado por
primera vez por el fisidlogo sueco U.S. von Euler®
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La prostaciclina (PGl, ) es producida en el endotelio y parénquima pulmonar(ls). Es ligeramente broncodilatora,

bloquea a la histamina y a la PGF, en el musculo liso bronquial humano®®

(20)

, €s un poderoso vasodilatador pulmonar
, aumenta la permeabilidad microvascular® y favorece la migracién no dirigida de neutréfilos y eosinéfilos
humanos® . La actividad in vivo de la PGI, persiste durante 3 a 8 min., hasta que se hidroliza para dar el metabolito
6-CETO-PGF1la que, por su estabilidad, permite servir como indicador de la formacion de su progenitor inestable®
(Fig. 1). Tanto la PGE, COMO la 6-CETO-PGF1a son detectadas en los liquidos del LBA®?.

BASES DE CONOCIMIENTOS

I. Las PGs son mediadores secundarios en el Asma Bronquial (Goetzl, 1980).

II. En el asma bronquial leve existen alteraciones inflamatorias en vias aéreas distales y parénquima
pulmonar (Laitinen, 1985).

lll. Las PGE, y 6-CETO-PGF1a son detectadas en los liquidos del LBA. (Liu, 1988).

En base a lo anteriormente expuesto, nos planteamos la siguiente hipotesis: dado que las prostaglandinas
intervienen en el desarrollo del asma bronquial, y que éstas son detectadas en los liquidos del lavado broncoalveolar,
de alguna manera debe existir relacion entre su concentracion en estos liquidos y los camibos celulares o
bioquimicos del mismo, asi como con el tipo de asma bronquial. Para ello nos marcamos los siguientes objetivos:

1°) Detectar y cuantificar PGE, 6-CETO-PGF1la e histamina en las muestras procedentes de lavados
broncoalveolares.
2°) Estudiar el componente celular de los mismos.
3°) Relacionar concentracién de PGE, y 6-CETO-PGFla con:
» predominio celular,
» histamina,
» IgE total,
>

tipo de asma bronquial.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes seleccionados. Hemos estudiado 68 pacientes, voluntarios, distribuidos en los siguientes grupos:

a) Asma extrinseco: Lo componen 29 enfermos, de los cuales 8 son jovenes y 11 fumadores, con una media
de edad de 28 afios (limites: 17-54).

El diagnéstico fue realizado por una historia clinica sugerente de atopia, pruebas cutaneas con prick positivas a
los neumoalergenos comunes, hiperreactividad bronquial, con PD20 a 300 Ul acumuladas de metacolina o test previo
de broncodilatacién supeior al 15 % FEV; ®®, y por determinacién de niveles de IgE en el suero®®.

b) Asma intrinseco: Formado por 11 mujeres, una de ellas fumadora, con una media de edad de 50 afios
(limites: 3162).

El diagndstico fue realizado por ausencia de antecedentes familiares de atopia, test cutaneos negativos,

presencia de hiperreactividad bronquial, e IgE en suero baja o normal’.
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¢) Grupo mixto: Lo componen 13 pacientes, de los cuales 1 es mujer y 6 fumadores actuales, con una edad
media de 61 afios (limites: 40-73). 9 estan diagnosticados de bronquitis cronica obstructiva y 4 de enfisema
pulmonar.

d) Grupo control: Formado por 15 pacientes, de los cuales 2 son mujeres y 8 fumadores, con edad media de 40
afos (limites: 18-75). 6 no tenian patologia pleuropulmonar y los 9 restantes fueron diagnosticados de lesiones
pulmonares y/o pleurales residuales.

A todos los pacientes se les realizé historia clinica detallada y las siguientes exploraciones complementarias:
sistematico de sangre, radiografias PA y L de torax, estudio de coagulacion, EKG, gasometria arterial y espirometria
forzada. Ademas, a los enfermos asmaticos les fueron realizadas las técnicas diagnosticadas indicadas
anteriormente. En todos ellos la situacion clinica era estable, no habian sufrido infecciones respiratorias en las
Ultimas 8 semanas, y el grupo extrinseco no presentaba antecedentes recientes de exposicién a sus alérgenos
especificos. Fueron seleccionados aquellos que para su control clinico sélo precisaban tratamiento con Beta-
adrenérgicos inhalados y/o teofilinas orales. 48 h. antes del LBA se suprimié el consumo de tabaco y de alimentos o
bebidas con xantinas, y las teofilinas orales y los Beta-adrenérgicos inhalados fueron suspendidos 24 h. y 8 h. antes,
respectivamente.

Lavado broncoalveolar. Los lavados broncoalveolares se practicaron en el curso de una fibrobroncoscopia

2829 | a falta de colaboracion del paciente, un FEV; inferior al

con premedicacion, anestesia y técnicas habituales'
80% del valor tedrico de referencia en los grupos asmaticos o inferior al 60% en el grupo mixto, o la presencia de:
insuficiencia respiratoria o cardiaca, angor inestable o IAM en los Ultimos 6 meses, o alteraciones de la coagulacion,
fueron causas de exclusion del estudio®®.

Aproximadamente 30 min. antes de la FB los pacientes fueron premedicados con 0'5 mgr. de Atropina y 5 mqr.
de Diazepan i.m. La anestesia utilizada fue topica con clorhidrato de Lidocaina al 2%, sin superar los 200 mgr.
Sistematicamente el fibrobroncoscopio (OLYMPUS BF-B10) fue enclavado en el bronquio del segmento medial del
L.M., y se instilaron 150 ml. de suero salino isotonico, a temperatura ambiente®”, en bolos sucesivos de 50 ml, El
liquido recuperado, por aspiracion manual con la misma jeringa tras cada bolo, y desechado el correspondiente a los
primeros 50 ml. instilados, fue introducido en frascos de plastico estériles®. Una vez terminada la fibrobroncoscopia
se le administré a los enfermos asmaticos 0'2 mgr. de salbutamol por via inhalatoria.

Procesamiento del fluido recuperado del LBA. El liquido extraido fue transportado inmediatamente al
Laboratorio. Una vez medido el volumen, se centrifugd a 1.800 revoluciones por minuto (500 G) durante 15 minutos.

Componente celular. El recuento total de células se realiz6 en una cdmara de Newbauer. El boton celular se
resuspende con 2 ml. de solucién de Hanks, y parte de esta resuspension se vuelve a centrifugar a 500 G durante 5
minutos. Las extensiones fueron tefiidas con May-Griin-wald-Giemsa y se realizo el recuento porcentual de células
con microscopio Optico, sobre un minimo de 300 células.

Liguido sobrenadante. Si no era- posible su andlisis inmediato, se congelaba a -70°C. Sistematicamente fueron
determinadas las proteinas totales por el método modificado de Lowry®. La histamina, 6-CETO-PGFla y PGE, se
cuantificaron por radioinmunoanalisis®*>*.

Analisis estadistico. El estudio estadistico se ha realizado en base a la cotej acién de las medias de cada
grupo en funcién de las caracteristicas de los mismos: sexo y habito de fumar.

Nos hemos ajustado auna distribucion normal de Gauss de desviacion cuadratica media o standar. El
estadistico utilizado ha sido la t de Student y se ha calculado el coeficiente de correlacion de Pearson entre

parametros dentro de cada grupo. Valores de probabilidad de P<0'05 son aceptados como significativos.
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RESULTADOS

Todos los datos son expresados como valores medios el error tipico de la media (SE).

FIGURA 2
Volumen recuperado del LBA

ml 80 N.S.
N.S.
P<0.05
-
! /
NORMAL 64.06 25.94
EXTRINSECO 64.31 16.50
MEDIAS S.D.
INTRINSECO [777 50.72 20.73
MIXTO % 44.84 22.28

El volumen recuperado en todos los pacientes estudiados, desechado con antelacion los 50 ml. iniciales, ha
sido de 58'33 + 21'79 ml. En la figura 2 se refleja el volumen recogido en cada grupo: Control, Asma, Extrinseco,

Asma Intrinseco y Mixto.

TABLA 1
Recuento celular de los liquidos del LBA

Células totales Macrdfagos Linfocitos Neutrdfilos Eosindfilos

n®x 10%/ml % % % %
Control 944+ 920 86'80 £ 9'39 1006 = 7'63 178 £2'32 033 £ 0'61
Extrinseco 984+ 6'50 89'82 £ 7'98 827+ 775 096+ 1'11 0'93 +1'94
Intrinseco 347+ 231 80'63 £ 9'56 17'09 £ 10'61 070+ 048 . 0'54 £ 0'93
Mixto 12'07 £ 13'06 9023 £ 8'44 4'46 + 5'73 1'54 £2'33 0'81 +£0'98

El recuento total de células, agrupados los pacientes en fumadores (23 varones y 3 mujeres) y no fumadores
(23 varones y 19 mujeres), ha sido de 12'30 £ 9'67 y 7'26 +7'35 x 10000/ml. respectivamente. En las figuras 3y 4 se
muestran el recuento porcentual de macrofagos, linfocitos, neutréfilos y eosindfilos de ambos grupos.

En la tabla 1 estan expuestos estos mismos parametros, pero referidos a los grupos Control, Extrinseco,

Intrinseco y Mixto.
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FIGURA 3

Recuento porcentual de células de los liquidos del LBA en fumadores

Macréfagos
90'73%

Eosindfilos
0'57%

Neutréfilos
2'38%

Linfocitos
4'76%

CELULOSAS TOTALES: 12'30 £ 9'67 x 104/ml.
FIGURA 4

Recuento porcentual de células de los liquidos del LBA en no fumadores

Macréfagos
85'90%
Eosindfilos
0'56%
Neutréfilos
1'43%
Linfocitos
10'78%
CELULOSAS TOTALES: 7'26 + 7'35 x 10%/ml.
FIGURA 5
Niveles de histamina en los liquides del LBA
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La histamina fue medida en ngr/mgr. de proteinas totales. Su concentracion, en cada grupo estudiado, se refleja en la
figura 5.
Tanto la PGE; como la 6-CETO-PGFla fueron medidas en pgr/mgr. de proteinas totales y, para facilitar su

comparacion y estudio, en pgr/ml. (Tabla 2).

TABLA 2

Concentracion de prostaglandina E, y de
6-CETO-PGF,0 en los liquidos del LBA de
los cuatro grupos estudiados

PGG, 6-CETO-PGF o
pgr./mgr. P.T. pgr./ml. pgr./mgr. P.T. pgr./ml.
Control 18'05 +13'40 472 £3'10 3'58 £5'33 1'00 + 1'71
Extrinseco 11'03 £10'31 2'94 £2'57 4'80 528 1'33 £ 1'62
Intrinseco 19'15 + 1524 574 £3'62 1'84 + 2'65 1'87 £2'59
Mixto 985+ 829 2'34 + 191 6'11 £ 6'48 2'11+2'14

En el grupo asma bronquial extrinseco hemos obtenido un nivel medio en suero de IgE de 395'41 + 375'73
Ul/ml., y en el intrinseco de 41'87 = 26'79 Ul/ml.

DISCUSION

El fluido recuperado en el conjunto de los pacientes estudiados, coincidiendo con los datos obtenidos por otros
investigadores y apuntados por Xaubet y Agustil®®, ha superado el 50% del volumen instilado. Si tenemos en cuenta
el medido en cada grupo, vemos como en el intrinseco y mixto los valores son inferiores, existiendo diferencias
significativas (p<0'05) entre este uUltimo y el grupo control. Estos datos sugieren lo indicado por Castella, el cual
encontraba una buena correlacion entre el volumen de liquido recuperado y el cociente entre el volumen espiratorio
méaximo en el P segundo y la capacidad vital®?.

El nimero de células totales encontradas en los liquidos del LBA de los fumadores es superior al de los no
fumadores. Este incremento significativo (p<0'05), se produce sobre todo a expensas de macréfagos y neutrdfilos, y
coincide con los resultados obtenidos por Jiménez Ruiz y col.®”. Al igual que en la mayoria de los estudios revisados,
hemos encontrado un descenso significativo del porcentaje de linfocitos en fumadores con respecto a no fumadores
(p<0'01)®, y no han aparecido diferencias significativas en el recuento de eosinéfilos entre ambas poblaciones®?. Si
tenemos en cuenta el nimero total de células, y recuento porcentual de macréfagos, linfocitos, neutréfilos y
eosindfilos, en relacion a los grupos control, extrinseco, intrinseco y mixto, encontramos disminuciones significativas
(p<0'05) en el n.° total de células en el grupo intrinseco y en el porcentaje de linfocitos en el grupo mixto, en
comparacion con el control. Todos los demas valores cuantitativos del componente celular para cada grupo, no han
presentado diferencias significativas con el control. Llama la atencion la escasa presencia de eosindfilos en los
liquidos del LBA de este estudio, sobre todo cuando numerosos investigadores afirman que estas células estan
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elevadas en el LBA de los enfermos asmaticos. Independientemente de las diferencias que puedan existir entre las
cifras dadas por estos autores, debidas a la aplicacion de diferentes métodos de medida, una explicacion légica seria
la apuntada por Bousquet, el cual dice que los eosindfilos se correlacionan con la gravedad del asma“?. No
olvidemos que la poblacion de asmaticos incluidos en este estudio estaban considerados como leves, pues para su
control clinico sélo precisaban metilxantinas orales y/o Beta-adrenérgicos inhalados y se encontraban estabilizados.
En cuanto a la presencia de histamina en los liquidos del LBA, tampoco existen claras cifras de referencia.
Wenzel S.E. y col. obtienen una concentracion media de 0'36 + 0'22 mgr./ml. en un grupo de asmaticos extrinsecos,
de 0'13 £ 0'03 mgr./ml. en un grupo de asmaticos intrinsecos, y 0'21 + 0'07 mgr/ml. en el control“V. El nivel medio de
histamina de la poblacion extrinseca de nuestro estudio, significativamente inferior al aportado por Wenzel, no
presenta diferencias significativas con el obtenido en el grupo control. Al igual que en otras publicaciones(42'43),
encontramos una alta correlacion directa ( r = 0'82, p<0'05) entre el valor porcentual de eosindfilos y la concentracién
de histamina; pensamos que las posibles causas indicadas anteriormente para explicar la baja presencia de
eosinofilos serian extrapolables para la histamina, cuya concentracion en los liquidos de los LBA de los enfermos

4349 "E| nivel de histamina en el

asmaticos aparece generalmente elevada en numerosos trabajos de investigacion
grupo intrinseco no difiere significativamente del aportado por Wensel ni del medido en el grupo control. Si hemos
encontrado diferencias significativas (p<0'01) entre las concentraciones de histamina de las poblaciones mixta y
control. Recordemos que el grupo mixto con cifras altas de histamina, estd formado por bronquiticos crénicos
obstructivos y enfisematosos, los cuales presentan una disminucién del FEV2 e indice de Tiffeneau superior al
objetivado en la poblacién asmatica. Estos datos confirman los hallazgos de Jarjour, que encontré una correlacion
inversa entre la concentracién de histamina en el LBA y el FEV,“?. Estudiado el coeficiente de correlacion de la
histamina con los otros componentes celulares medidos y con la IgE total en suero, vemos que en todos ellos ha sido

directa y muy baja.

TABLA 3

Niveles de PGE, y 6-CETO-PGF o en los liquidos de
LBA de pacientes normales o grupos control*’*4

TABLA 4

Niveles de PGE, y 6-CETO-PGF ¢ en los liquidos de
LBA de enfermos asmaticos extrinsecos* 4

n.’ PGE, 6-CETO-PGF o

(pgr./ml.) (pgr./ml.) n.’ PGE, 6-CETO-PGF &

(pgr./ml.) (pgr./ml.)

110 > 100
Wenzel (1989) 6 > Wenzel (1989) 8 151279 > 110

- 4950 0001
Liv  (1990) 12 0492009 Lin  (1990) 15 773+1S51  091+017

Le Fever (1990) 10 440£3'40 —

Las prostaglandinas han sido medidas en los liquidos del LBA de enfermos con asma bronquial, al contrario
que en el estudio celular, en muy reducidas ocasiones. Cuando han sido analizadas, el nimero pequefio de la
muestra y la variable metodoldgica para su cuantificacion, han proporcionado unos resultados dispares que
dificilmente se pueden comparar (Tablas 3y 4).
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Actualmente podemos afirmar que no existen valores de referencia, y que cada investigador compara sus
cifras con los de su propio grupo control.

(4149 '|os niveles de PGE, de los grupos extrinsecos e intrinsecos no han

Coincidiendo con otras publicacione
presentado diferencias significativas con el control (Fig. 6). Al contrario, este mismo parametro en el grupo mixto es
significativamente inferior (p<0'05) al control. Para explicar este hallazgo partimos de un nuevo dato que aparece en
la poblacion mixta: entre las concentraciones de PGE; y los volimenes recuperacos existe una correlacion directa de
0'55 (p<0'05). La escasa cuantia de este volumen, la correlacion directa que encuentra Castella entre éste y el indice
de Tiffeneau®, y la afirmacion de Adkinson de que el tejido bronquial produce PGE,*? nos hacen sospechar que en

esta poblacién mixta la concentracion de la PGE; en los liquidos del LBA puede ser reflejo del grado de deterioro del

FIGURA 6

Concentraciones de PGE, en los liquidos del LBA de los grupos control, asma bronquial extrinseco,
asma bronquial intrinseco y mixto

pagr/mgr. PT. 60 —

50 —

40 -

30 N.S.

20 — N.S. \ P<0'05
NORMAL. 13'40
EXTRINSECO | 10'31

MEDIAS S.D.

INTRINSECO [ 19'15 1524
MIXTO Eﬁ 9'85 8'29

tejido bronquial. Hemos encontrado muy baja correlaciéon entre la PGE; y las células totales, macréfagos, linfocitos,

neutroéfilos, eosindfilos, histamina e IgE total del suero. Concretamente para esta Gltima r = -0'21.
En cuanto a la 6-CETO-PGF1a, lo primero que nos llama la atencién es la gran dispersion de sus valores.
Indudablemente la prostacielina (PGl,) es influida por numerosas variables, algunas conocidas, como la
dietarica en &cidos grasos poliinsaturados, principalmente el eicosapentaenoico (EPA) y el decosahexaenoico
(DCHA)(‘”), y la mayoria desconocidas que no han podido ser controladas en el presente trabajo de investigacion. Los

niveles medidos de este metabolito de la prostaciclina, en los diferentes grupos del estudio, no difieren
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4146) | og

significativamente de la poblacion control (Fig. 7), coincidiendo con los hallazgos de otros autores
coeficientes de correlacion de este metabolito con las células totales, con los valores porcentuales celulares
(macréfagos, linfocitos, neutrofilos y eosindfilos) y con la IgE total del suero han sido muy bajos. De igual manera,

este parametro referido para la histamina ha sido inverso y muy pequefio.

FIGURA 7

Concentraciones de 6-CETO-PGF o en los liquidos de LBA de los grupos control,
asma brongquial extrinseco, asma bronquial intrinseco y mixto

pgr/mgr. PT. 12 -
10 -
8 - N.S.
6 N.S.
47 N.S.
2 -
0- =
NnormAL 3'58 5'33
EXTRINSECO | 4'80 5'28
MEDIAS S.D.
INTRINSECO [ 1'84 2'65
MIXTO B 6'11 6'48

Existe una buena correlacién entre las PGE; y las prostaciclinas en el grupo control (r = 0'55, p<0'05), y esta
cifra disminuye a 0'32 cuando este coeficiente es medido en el total de la poblacién asmatica (extrinsecos e
intrinsecos). La edad, sexo y habito de fumar no han influido significativamente en las concentraciones de estas dos
prostaglandinas.

CONCLUSIONES

Quedan resumidas en los siguientes apartados:

1. Es de una gran importancia, para el estudio de prostaglandinas en los liquidos del LBA, la redaccién de una
normativa que unifique la metodologia de estudio.

2. Debido a que estos mediadores son de accion corta, y a que sus concentraciones en los liquidos del LBA de
los enfermos asmaticos es variable segiin el momento evolutivo de los mismos, consideramos importante que en las
publicaciones al respecto se reflejen con claridad los criterios de estabilizacion de los pacientes.

3. La edad, sexo y habito de fumar, no alteran las concentraciones de PGE; ni de prostaciclina en los liquidos

de los LBA del asma bronquial.
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4. Los niveles de PGE; y de 6-CETO-PGFla alcanzados en los liquidos del LBA de los enfermos con asma
bronquial leve y estabilizados, grupos extrinsecos e intrinsecos, no han tenido diferencias significativas con sus
respectivos grupos control.

5. El coeficiente de correlacion entre cada prostaglandina (PGE, y PGI,) y el niimero de células totales, valores
porcentuales de distintos tipos celulares (macréfagos, linfocitos, neutréfilos y eosinéfilos) e histamina, analizados en
los liquidos del LBA del asma bronquial, ha sido sistematicamente bajo.

6. En la poblacion con asma bronquial extrinseco, las PGE, y prostaciclina de los liquidos del BAL han
evidenciado una baja correlacion con la IgE total del suero.

7. Hemos encontrado una buena correlacion entre las concentraciones de PGE;, y de 6-CETO-PGFla de los

liquidos del LBA del grupo control.
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