UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

FACULTAD DE MEDICINA DE SEVILLA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

LIBERACION ANTIGENO-ESPECIFICA DE
LACTOFERRINA POR LOS NEUTROFILOS EN
PACIENTES ATOPICOS.

TESIS PRESENTADA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
EN MEDICINA POR:

LOURDES FERNANDEZ DELGADO



FACULTAD DE MEDICINA DE SEVILLA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
UNIDAD DOCENTE DE PATOLOGIA GENERAL
Y PROPEDEUTICA CLINICA
ALERGOLOGIA CLINICA
Prof. Dr. D. José Conde Hernandez

D. José Conde Hernandez, Profesor Titular del Daepento
de Medicina de la Universidad de Sevilla, Coordorade la
Unidad Docente de Patologia General y PropedéGtioica,

y de la Disciplina de Alergologia y Jefe del SeiviRegional
de Inmunologia y Alergia del Hospital Universitairgen
Macarena y D. Francisco Javier Monteseirin Mateogt@r
en Medicina y Cirugia y Médico Adjunto del Servicio
Regional de Inmunologia y Alergia del Hospital Usrsitario
Virgen Macarena.

Certifican: Que el trabajo presentado por Dia. Hesr-ernandez Delgado “Liberacion

antigeno-especifica de Lactoferrina por los ndiligden pacientes atdpicos”, ha sido

realizado bajo su direccion y que plantea una bBg$ty unos objetivos alcanzables,
elige el material y método adecuado para cumgiolgjetivos, presenta unos resultados
objetivos, que contrasta adecuadamente en la discysllega a unas conclusiones

acordes con los resultados, por lo que redne ttmosequisitos necesarios para ser
presentados y defendido como Tesis Doctoral.

Y para que conste y surta los efectos oportunoglenpel
presente en Sevilla a 1 de Marzo del dos mil cinco.

Fdo: Prof. Dr. D. José Conde Hernandez.

Fdo: Dr. D. Francisco Javier Monteseirin Mateo.



DEDICATORIA



A mi padre por su apoyo continuo, y por alentarme a
avanzar en nuestros conocimientos. EI me ensefi@lque
esfuerzo merece la pena.

A mi madre por su amor eterno y aliento diario.

A mi marido por su ayuda incondicional, y constante
disponibilidad.



AGRADECIMIENTOS



Al Dr. D. Francisco Javier Monteseirin Mateg artifice e impulsor de la
investigacion cientifica en alergia que ha dadofpdo este trabajo, por su
generosa dedicacion y las horas empleadas en bmratadn de este
trabajo. Gracias Javier.

Al profesorDr. D. José Conde Hernandezpor su dedicacion al Servicio
de Alergia, y ofrecerme sus consejos y conocimgnrtola elaboracién de
esta tesis, para €l mi admiracion.

A mis compafieros y amigoBedro Chacon y Antonio Vega,por su
constante disposicion siempre que la precisé, eflessnsefaron todo lo
gue sé del laboratorio. 20sé Luis Pérez Formospor su buen humor que
contribuyeron a hacer mas agradables las sesioeesrabbajo. Ellos
consiguieron convertir el laboratorio en mi seguoasa.

A las Dras. Maria Jesus Camacho Herrerae Inés Bonilla Garriguez
sin cuya colaboracion, no habria podido salir adelaste trabajo.

A los pacientes sin ellos realmente este trabajo no seria uri@aea



INDICE



INTRODUGCCION ..o, 1.

1.1, INflam@acCion @IEIQICA .......uuuiiiiiiiii s e e e e e e e e e en e 2

1.2. Monitorizacion de la inflamacion al€rgiCa - ......cccuvviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 3

1.30 NEULIOTIIOS ..o e e e e e 5
0 0 I O 1 o =T o I 5
1.3.2. ESITUCTUIAL. ...ttt e e et e e e e e ern e e e aeees 5
I R T U T [ 1 PSRRI 7
1.3.4. Receptores para la IgE en neutrofilogdnos ............vveeeiiiieiiiiiiiiiiiiieeens 9.
1.3.5. NUmero de neutrofilos en 10S proCesSeBJaIOS ............cvvvvvvviiiiiiieeieeeeeees o 10

1.4. Mecanismos por lo que el neutréfilo puedériomr a la patogenia de los procesos

=1 (0] oo 1SRRI 12
1.4.1. Degranulacion Y SECIECION.......uuu i eeeeeeeeeeeeeeeeeetiiieas e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeees 12
1.4.2. Moléculas de adN@SION ..........euiiiiiiieeeeiiiiiiiiiiie e 15
1.4.3. Actividad quimiotactica de 10S NeUtrOfiloS.............uvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiiae 17
1.4.4. Neutr6filos NOrmo-hipOAENSOS ...« eeeeeeeeeeiiiiiiiiireeereeeeeeeaeeenaeaanes 17
IR TV =T [F= To [0 =TSN 11 o] [ Lo o 18
1.4.6. Radicales tOXICOS d€ OXIgENO .........ceeeemmruurmrieieeeeeeeeeeeereeereerrnrnnnnnnnnannnn 20
1.4.7. Sintesis y secrecion de nuevas proteinaeporeutrofilos.............cccevveveeeeens 23
1.4.8. Metabolismo del Ghy otros procesos intracelulares ...........cccoevveueenne... 26

R = Tod (o ] (=1 1 1] F= USRS PPPPPUPPPPRRR 28
1.5.1. Generalidades ..........cooiiiiiiiiiiiieee e ———————————— 28
1.5.2. Estructura y Propiedades ............ oo eeeeernmmnniiniieeeeeeeeseesseseesssseneeneeesnnn. 29
1.5.3. Niveles de lactoferrina en plasma.......cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiii e, 33
1.5.4. Metabolismo de la lactoferringa........ccccecuiiiiiiiiee s 35
1.5.5. Receptores de la lactoferring .......ccccccvvvvvevveeeiiiiiiie e 36
1.5.6. Papel biologico de la lactoferring....cccceeveeeeeeiiiee e 37
1.5.7. Defensa del NUESPEA ..........cceiiiceeeeeee e e e 38
1.5.8. Regulacion de la respuesta inmune por taflcina.................ccccooeeeennn. 40
1.5.9. Papel en el metabolismo f&rriCO .......cccoevvvveeieiiiicicie e, 42
1.5.10. Lactoferrina y la mielOpOYESIS .......cccevvviiiiieeiiiicie e eeeeee e 44
1.5.11. Otras funciones de la lactoferrina..............oouuuuiiiiiiiiieeeeeeee, 45

1.5.12. Posibles aplicaciones ClNICAS......cemmieieieeeeeiiiiieieeeeiiie e 48



HIPOTESIS Y OBJETIVOS ....oovveeeeeeeee et cmme e 49

MATERIAL Y METODOS ....oooeeeeeeee e 53
3.1. PAcCIenteS Y CONMIOIES ......ooveiiiiiiiiieee e re e e 54
3.2, TESE CUTANEOS ...ttt e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e s e nannaes 56

3.3. Preparacion de leucocitos polimorfonuclearestaje y estudio de su viabilidad..57

3.4. ODbtenciON de MUESIIAS SEIICAS.........cemmemacteeeeeeeeeeeeeeesesiiiirbbbbeeeeeeeeeeeesaannnes 60
3.5. Determinacion de la IgE eSPeCifiCa........uuueiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeccccccceeeeee e 61
3.6. Disociacién de las inmunoglobulinas de la digpe del neutrofilo..............oe...... 63
3.7. Secrecion de lactoferrina estimulada por EBBBLAS ...........vvvvciiiiieiieeeeeeeeeees 64.
3.8. Determinacion de la lactoferrina ........ccccce oo 65
3.9. Determinacion de la funcidn PUIMONAY ... e eeeeeeeeeeeeieciiviiieeeeee e e e 68
3.10. Test de provocacion BroNQUIAl ..........cceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieer e 69
S 0 I I Y/ 1< (o To [0 I 1] = T 1153 1o o PP 73
RESULTADOS ...
4.1. SeleCCiON d€ PACIENTES .........cceee s oo e e e e ettt e e e e e e e e e eaaeaessrberaeeeeees 75

4.2. Estudio de la cinética: dosis y tiempo paréiberacion de la lactoferrina por los
NEULrOfilos @StIMUIATOS...........uuuiiiiiiiiiieieeiiie e 77

4.3. Especificidad de la respuesta a los alergenas.............cccceeeeeeeveiiiiiieeeevieeenns 80

4.4. Relacion entre la IgE-especifica sérica yatadferrina liberada por los neutrofilos
tras el estimulo alergénico eSpPecifiCO.....ccoceeeeriiiiiiiiiei e 84

4.5. Relacion entre la lactoferrina liberada parreutrofilos y la clinica de los pacientes
Po1 (0] o1 [odo IS (1] a1 (ST = 1] 1 - ) PR 86

4.6. Estudio de la liberacién de lactoferrina s heutrofilos estimulados por diferentes
alergenos a los cuales son Sensibles ..........cooovvviiiiiiiiiii e 88

4.7. Relacion entre la funcion ventilatoria pulmoda los pacientes y la degranulacion
(o Lo LT 0 (o) {1 01U PRPPPRPPPR 90

4.8. Relacién de la liberacién de lactoferrina ebgrado de respuesta bronquial tras la
Provocacion iNESPECITICA ....uuuuuuuiiiii i s cccceeeriere s e e e e e e e e e e 92

4.9. Relacion de la liberacidon de lactoferrina ebigrado de respuesta bronquial tras la
ProvoCcaciOn €SPECITICA ........oiiiiiiiiet s e oo e e e e e r e e e e e e e e nenees 94

4.10. Relacién de la liberacion de lactoferrina adngrado de severidad del asma

o] 0 o [ 1= P PPRPSR 96



DISCUSION. .o ettt 08.

5.1. Participacion de los neutréfilos en 10S proSesergicos .........veeeeeeieeeeeeeenn. 99..
5.1.1. Receptores de IgE en neutréfilos hummana.............ccoooeeeeciiviiiiiee s e 99
5.1.2. Exocitosis de los granulos del neutsafi.............ccccoeeiiiiiiiiiiiiiicceeeeee, 100

5.2. Caracteristicas de la secrecion de lactoBerrin.............oooeeiiiiiiiiiiiieee s e 101
5.2.1. Estudio de la cinética dosis y tiempdeeliberacion de lactoferrina.............. 101
5.2.2. Liberacion alergeno-especifiCa.........ccceveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieciceeeeee e 102
5.2.3. Liberacion IgE-dependiente de lactofarr............cccceeeeeeeiiiiee et 104

5.3. Peculiaridades diferenciales con la activadgih dependiente de otras células que

participan en 10S ProCeS0S AlEIQICOS ....... e eeeeerrreermrrmnnnnniaaaeeeaaeeeeaaearaeeeeeeeen 105

5.4. Relacién entre la IgE sérica y la secreciotadmferrina.............ccccccvvvvvveeennen. 108

5.5. Relacion entre la secrecion de lactoferrifggjinica de los pacientes atopicos........ 109

5.6 Relacion entre la degranulacion de neutrdfillas pruebas funcionales respiratorias 110
5.6.1. Relacion con la funcion ventilatoria pulmona............ccccceeeeeviciieeec e 111

5.6.2. Relacién con el grado de respuesta bronttagla provocacion bronquial . 111

5.6.3. Relacién con la gravedad del asma....cccccceoooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 116
5.7. Consecuencias fisiopatologicas de la secrat@dactoferrina..........c.ccccevvvvvvnnnnnn. 117
CONCLUSIONES.....co e 121
RESUMEN ... e 124
BIBLIOGRAFIA.......ccoiiitiiiet et e, 129

ABREVIATURAS CIENTIFICAS



INTRODUCCION



Introduccién

1.1. INFLAMACION ALERGICA

La llamada inflamacion alérgica se caracterizaggorun fendmeno dual o bifasico
gue consta de unarimera fase o respuesta inmediata consecutiva a la liberacién de
mediadores primarios a partir de las llamadas aglefectoras primarias, representadas
por los mastocitos y basofilos, seguida de saganda fase o retardada mas prolongada
caracterizada por la infiltracion del foco inflaim@o por células efectoras secundarias
entre las que destacan fundamentalmente los esi§f los neutréfilos que van a
liberar a su vez otros mediadores inflamatoriosiiseéarios responsables de la respuesta
tardia.

Para que se produzca la inflamacion alérgica, spligee una etapa de
sensibilizacidn previa que se inicia con la cagtagi procesamiento del antigeno por las
células presentadoras de antigenos, continta gmedantacion del mismo al linfocito T
CD4+ y consiguiente reconocimiento por parte de gsfinalmente con la interaccion
entre las células T y B, en donde intervienen tartracciones celulares directas como
interleukinas liberadas por los linfocitos T, quaduce a la produccién de anticuerpos
de la clase IgE responsables de la sensibilizageas células efectoras primarias,
mastocitos y basofilos.

En el transcurso del proceso inflamatorio, comoseonencia de la activacion de
diferentes poblaciones celulares, se va a provaoaaumento de la liberacion de
citoquinas y quimiocinas algunas de las cualesetiencapacidad para inducir la
expresion en las células endoteliales de moléaddasdhesion. Estas moléculas de
adhesion junto con las quimiocinas presentes ecélatas endoteliales van a favorecer
la migracion leucocitaria hacia el foco inflamatoal interaccionar con otras moléculas
de adhesion y receptores presentes en la supealfidas células migratorias.

Una vez que estas células migratorias o efect@asndarias de la inflamacion,
entre las que destacan los eosinofilos y los nilagp alcanzan el foco inflamatorio,
donde son reclutadas y activadas, comienzan a gseguea serie de mediadores
secundarios proinflamatorios. De este modo se r@igina compleja trama de
interacciones y de amplificacién de la respuesiggala.

Las manifestaciones clinicas de las reaccionegiedésr IgE-mediadas derivan de
los fendbmenos inflamatorios que se producen conmsemuencia de la generacion y

liberacion de productos solubles por determinadtigpes celulares.
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A pesar de que se reconoce la patologia atopica eomproceso en el cual se
induce la liberacion de mediadores y el acimuloéglas inflamatorias en el 6rgano de
choque, y de que varias de estas células inflamatojmacréfagos, linfocitos,
mastocitos, basofilos, eosinoéfilos, neutrofilos laquetas) han demostrado estar
implicadas en la reaccion alérgica, el papel deséago por cada una de ellas no esta
del todo aclarado. Debido a la naturaleza créniealas procesos alérgicos, los
leucocitos que persisten en los tejidos, especrakneosindfilos y linfocitos, han sido
los mas estudiados. Hasta hace poco tiempo se ueai@scasa nocion del papel que
podia ejercer el neutrdfilo en la reaccion alérgioaa célula con un potencial
proinflamatorio y lesional importante y que se amtta presente en el foco
inflamatorio alérgico. Sin embargo, existen fuertssdencias experimentales de la
participacion de los neutréfilos en los proces@sgitos™ 2 Asi, se ha comprobado en
éstos un aumento de la actividad quimiotictica ymopguinética, expresion de
marcadores de activacion (entre los que destasamddéculas de adhesioén), alteracion
de la respuesta a diversos agentes reguladoreiiquion de leucotrienos, liberacion de
componentes de los diversos granulos citoplasngtigo generacion y liberacion de
metabolitos del oxigeno. Y parece confirmarse perihvestigaciones de los ultimos
afnos que el neutrdéfilo es una célula que interviirecta (a través de mecanismos IgE-
dependientes) e indirectamente (por su accidn sobyes estirpes celulares) en la

inflamacion alérgica
1.2. MONITORIZACION DE LA INFLAMACION ALERGICA

El tratamiento de las enfermedades inflamatori@s tsomo la enfermedad alérgica
esta basado hoy en dia en recomendaciones nasi@aiéernacionales. En la mayoria
de los casos el tratamiento funciona bien, sin egaya@n muchos casos es obvio que el
tratamiento es menos exitoso. La variabilidad emeslultado del tratamiento puede
deberse a muchas razones, una de la mas impoesefalta de conocimiento de los
mecanismos subyacentes en cada paciente. Es obei@xjste una gran variabilidad
interindividual tanto en las células inflamatorésno en los mediadores involucrados en
el proceso inflamatorio. Los tratamientos modem®sa enfermedad inflamatoria deben
por tanto no solo considerar la entidad de la emdéeiad y sus sintomas, sino también la

fisiopatologia subyacente con el fin de ser los épdsnos posibles para el paciente.
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Para evaluar correctamente la participacion de ocedlala inflamatoria en
particular, es necesario conocer cuales son ladaséhue participan y su grado de
participacion. Durante las Ultimas décadas se ritantado identificar moléculas
secretadas por células inflamatorias concretas sarddlar ensayos sensibles para
detectar a estas moléculas, con el objetivo de miadiresencia y actividad de tales
células inflamatorias en los procesos inflamatorfear ello existe un gran interés por
identificar moléculas que sean marcadores espesifie las células en cuestion, de
manera que al detectarse cambios en los niveledidi@s moléculas estos fueran
indicativos de un cambio en el turnover y actividadas células inflamatorias de las que

son marcadores.

Monitorizacion de la inflamacion alérgica
NO

Wartas celulas

Macrdtage

Epitelio

Triptaza Elastaza
ECF / HIL

EPO Lastoferrina \
AV Epx MPO
. Mastocitos ‘

Eosindfilos oI-op (‘\ Meutréfilos
Linfocitos-T

i
oo (G (@D (@) € @ (@ (e
. @_’ I[.‘_ﬁ. Selectina-E i
Monocitos Lizomma Chemokines

Wartas celulas

Figura 1. Células involucradas en la inflamacién alérgicprgteinas secretadas por las mismas que
pueden ser Utiles para su monitorizacion, asi calguenos marcadores tales como el 6xido nitrico)(NO
citoquinas y chemokinas que pueden ser medidos cefiejo de la actividad de la inflamacidon alérgica
aunque no sean especificos de ninguna célular pteducidos y secretados por muy diferentes cglula

La lactoferrina es un marcador especifico de lagraBlos cuando es estudiada en
sangre pero en otros fluidos corporales no es ucadar especifico de los mismos ya

gue algunas glandulas exocrinas pueden liberarkngente.
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1.3. NEUTROFILOS

1.3.1.- Origen:

Las células fagociticas incluyen: granulocitos {railos, eosinofilos y basaofilos)
y células del sistema mononuclear (monocitos y aiagos).

Las células fagociticas se originan en la méduta,0®das derivan de una célula
madre mieloide conocida como CFU-GM (unidad formmadode colonia
granulocitos/monocitos) procedente, a su vez, de e#lula madre hematopoyética
pluripotencial (CFU-S). La célula mieloide CFU-GMresente en un 90-95% en la
médula 6sea, se diferencia posteriormente haciaddaslineas progenitoras de las
células fagociticas; granulocitos (neutrofilos, dides y eosindfilos) y células
fagociticas mononucleares (monocitos-macréfagjfsha proliferacion de CFU-GM y
su diferenciacion irreversible hacia la producdi@nla serie granulocitica y monocitica
esta regulada al menos por dos factores: el GM+{&&¥or estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos) que actlia sobre losupseces de la serie granulocitica y
monocitica conjuntamente y el M-CSF (factor estadol de colonias de

mononucleares) que lo hace solamente sobre losifaganononucleares.

1.3.2.- Estructura:

Los neutréfilos constituyen el 40-70% de todoslénsocitos en sangre periférica
y algunos estan presentes en el tejido conectegirs la morfologia del nucleo se
distinguen dos tipos: células en banda y célulagneatadas; las primeras son
neutroéfilos jovenes, cuyo nucleo esta indentadotasnsegundas, formas maduras, se
observa el ndcleo constituido por un numero de lasbuue oscila entre 2 y 5,
conectados por finos filamentos de cromatina.

Presentan un diametro aproximado de 1Q:80 Los neutrofilos, no presentan
nucleolo y no pueden dividirse ni diferenciarseci@plasma contiene un gran nimero
de granulos e inclusiones de glucégeno.

a) Se distinguen tres tipos de granulos que puedendisénguidos por los

distintos componentes que contienen. Nombradoglpanden de aparicion en
las células progenitoras de la médula 6sea sorsitpsentes: primarios o
azurdfilos, secundarios o0 secretorios 0 espesificterciarios. Los granulos
primarios o azurdfilos, de 04om, forman el 10-20% del total y se producen

desde el estado de promielocito, son lisosomascguéenen las enzimas
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necesarias para la digestion intracelular y diveismmpuestos con actividad
bactericida (fosfatasa &cida, arilsulfatafagalactosidasap-glucuronidasa,
lisozima, mieloperoxidasa, proteinas cationicas$, granulos secundarios o
especificos, de unasp2n, forman el 70-85% del total de granulos y aparece
a partir del mielocito; contienen lisozima, progsaseutras (colagenasa),
fosfatas alcalina y lactoferrina. Por dltimo habtesnde los granulos terciarios
o0 de gelatinasa, normalmente asociados con laotasbn a la membrana
plasmatica de receptores OfReceptor del complemento, C3b e C3bi, de tipo
1, CD35),CR; (receptor del complemento, C3b e C3bi, de tipo B31&11b)
fMLP (N-formil-L-metionil-L-fenilalanina), laminina o proteinas como la

nicotinamida dinucleétido fosfato (NADPH).

Gréanulos azurdfilos Gréanulos especifico Gréanulos
terciarios
Enzimas = Mieloperoxidasa = Lisozima = Gelatinasa

microbicidas |= Lisozima

Proteinasas |= Elastasa = Colagenasa

neutras

= Catepsina G
= Proteinasa 3

Hidrolasa = Glicerofosfatasa

acidas

= Glucoronidasa

= N-acetil-glucosaminidasa
= Manosidasa

= CatepsinaByD

Miscelaneas | = Proteinas catidnicas = | actoferrina

= Defensinas = Proteinas transportadoras
= Proteinas incrementadoras de vitaminas B
de permeabilidad de* Activador de plasminégeno

bacterias. = Histaminasa

= Factores bactericidg Receptores de fMLP, C3bi y
derivados de granulgs laminina.
azurofilos = Citocromo Rsg

La degranulacion de los neutréfilos es un eventpoimante en la reacciéon
inflamatoria, puesto que los granulos especifiardienen productos capaces
de activar al complemento por la via alterna, fordwaG,. Por otro lado, los

granulos azurdfilos, que se liberan tardiamenteekmroceso fagocitico,
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contienen inactivadores dek{y de otros agentes quimiotacticos, limitando
asi la extensién de la inflamacion.

b) Las inclusiones de glucdgeno aparecen en el mielgcgon mas numerosas a

medida que la célula madura, contribuyendo al aparergético.

Situados adyacentes a la membrana celular se @ispms microfilamentos,
compuestos de actina y miosina, que seran respgessidl movimiento celular.

Una vez maduro, el neutrofilo permanece en la n@dska, que actia como
reservorio (conteniendo un 93% de todos los nalasyf o lo abandona en respuesta a
estimulos apropiados pasando a la circulacién. ida wmedia del neutréfilo en la
circulacion es de unas seis horas, pasadas lassoudkebido probablemente a estimulos
quimiotacticos se adherira a la superficie endaltelconstituyendo los llamados
neutréfilos marginados, y comienzan a rodar soagseparedes de los vasos de una
forma lenta, proceso mediado por moléculas de aithesHay factores
microambientales que afectan la expresién de ewt@éculas y promueven asi la
adhesion de los neutrofilos al endotelio tales coi@®-CSF, IFNy (interferon
gamma), endotoxina, TNF (factor de necrosis tumothtl (interleukina-1), LT B

(leucotrieno B), PAF (factor activador de plaquetas), y fMLP.

1.3.3.- Funciones:

La funcion primordial de los neutréfilos es la aeefa del huésped,
especificamente la fagocitosis y destruccion deaimntes patdégenos en los tejidos. La
célula responde a estimulos quimiotacticos gensradcel tejido afectado que inducen
la marginacion (adherencia a las células endotslial diapédesis a través de la pared
de los vasos de la microcirculacion hacia el lugala lesion, donde intentara destruir al
agente causante de ésta. Por eso, el proceso whellacion de los neutréfilos en los
tejidos para la defensa del huésped es esencalaaupervivencia. Esta acumulaciéon
es un proceso controlado resolviéndose el progdkomatorio de forma aguda con la
desaparicion del agente causante. Sin embargos sinecanismos de control fallan,
existe una respuesta exagerada o persiste el &st(ommo sucede en los enfermos
alérgicos), la acumulacion y activacion de los riilibs contribuyen a la lesion tisular.

Los neutrdfilos fagocitan las bacterias y otrosnég® infecciosos. Estas particulas
opsonizadas con anticuerpos IgG y complemento lsierath a los neutrofilos mediante
sus receptores Fc y GRsiendo internalizadas en un proceso dependient€ad y

Mg™. Paralelamente el neutrdfilo incrementa el consdmoxigeno, iniciado antes de
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la ingestion y degranulacion, lo que se denomirstiatido respiratorio”, que consiste
en una exacerbacion del metabolismo celular queuilésla particula fagocitada. Este
“estadillo respiratorio” se inicia con la activagidle una oxidasa (NADH 6 NADPH

oxidasa) que estimulara la lanzadera hexosa mdatdo®l ciclo de glutation, etc; los

productos que se obtienen son anion superoxidaxioer de hidrégeno, radicales
oxidrilos e hidroxilos. Estos derivados toxicos dekigeno destruyen los

microorganismos, pero también pueden afectar daselecinas del propio organismo.
Para protegerlos se elaboran una serie de enzimmastd la inflamacion aguda:

superoéxido dismutasa, que convierte el ion supdoden perdxido de hidrégeno, el cual
es convertido en agua por una catalasa.

Una vez en marcha “el estadillo respiratorio” s&i@nla degranulacion. Los
granulos del neutréfilo se asocian a las vesicidgeciticas vertiendo su contenido
enzimético y formando el lisosoma secundario.

Hay estudios in vivo que demuestran la movilizacgéouencial de las vesiculas y
granulos de los neutréfilos tras estimulacion coediedores inflamatorios. Se ha
demostrado una jerarquia en la movilizacion declestro compartimentos: vesiculas
secretoras, granulos de gelatinasa, granulos éispsci/ granulos azuréfilog”. El
contenido de las vesiculas secretoras es citatpggtas vesiculas se forman durante la
maduracion del neutréfilo en la medula 6sea, coatigfosfatasa alcalina, proteina de
adhesion MAC-1 (intracellular adhesion molecule-Xgceptores para péptidos
formilados con actividad quimiotactica y €R% y su matriz contiene proteinas
plasméaticas'®. Los granulos de gelatinasa contienen gelatindss granulos
especificos contienen lactoferrina, vitaming Igjada a proteinas y otras proteinas. Los
granulos azurdfilos contienen mieloperoxidasa (MP@¥fensinas y proteasas como
elastasa y proteinasat3 La membrana de los granulos de gelatinasa ysigrémulos
especificos contienen MAC-1, receptores para quitragentes ademas de otros
receptores, y también un Unico citocromo-b que iim& como componente terminal
del radical de oxigeno generando HADPH-oxidada'® ***/ Cuando los neutréfilos
son estimulados con mediadores inflamatorios, ey movilizacion de las vesiculas
secretoras, un 20-25% de la gelatinasa sufre @sixiy un 5-7% de la lactoferrina se
libera de los granulos especificos.

La mayor parte de los estudios sobre la activadén los neutrofilos y
movilizacion de sus granulos, se ha realizado ernrédfdos de sangre periférica. Sin

embargo, los neutréfilos ejercen su funcion in vioncipalmente después de la



Introduccién

extravasacion de la corriente sanguinea. Durantexteavasacion, los neutréfilos
primero entran en intimo contacto con el endotediscular, después con la membrana
basal y finalmente entran en contacto con los ndedés inflamatorios, incluyendo
citoquinas producidas por células del tejido camedtircundante a los vasos.

Los granulos de gelatinasa se movilizan mas exivanstnte durante la
extravasacion, que los granulos especificos y &ilngdlo cual puede ser crucial porque
la liberacion de proteina colagenolitica como esg#datinasa puede facilitar la
migracion del neutrofilo al tejido perivascular.rira parte, los granulos especificos y
azurdfilos (que contienen mas enzimas destructigdsjidos y sustancias bactericidas),
sufren exocitosis parcialmente. Una explicacibnapasta liberacion durante la
extravasacion es que el neutrofilo se activa p@oatacto intimo con el endotelio y la
matriz extracelular. La unién de los ligandoB.dantegrinas y L-selectinas produce un

incremento en el Gacitosélico que es la principal sefial del neutodéih la exocitosis.

Aparte de las funciones clasicas ya conocidasskoyan conociendo poco a poco
otras muchas funciones del neutrdfilo, que le estariiriendo un papel cada vez mas
importante dentro de la respuesta inmuno-inflaneat§uizas el mayor problema para
investigar la activacion de los neutrofilos sea soie verdaderas “bombas enzimaticas”,

por lo que estas enzimas destruyen las propiagcoescias de la activacion celular.

1.3.4.- Receptores para la IgE en neutrofilos humars:

La liberacion de mediadores a partir de las célidgslicadas en la reaccion
alérgica, se inicia gracias a la presencia en gerfaie de receptores para moléculas de
IgE que reconocen especificamente al alergeno meapte de la patologia del enfermo
atopico. Dos moléculas de IgE unidas a través ddragmentos Fab, con un antigeno
(alergeno) bivalente o polivalente, estan fijadda superficie celular por su fragmento
Fc que se une a receptores Fc especificos pacadanas pesadasllamados FeR,
identificAndose tres formas conocidas de receptpeza la IgE: el heterotrimérico
receptor de alta afinidad #R!) *® *° el receptor de baja afinidad @Ril/CD23)2% %'y
el Mac-2/IgE-binding proteineBP) o Galectina-3°?* Como consecuencia se produce
una metilacion de los fosfolipidos, formacién dehal del i6n calcio y liberacién de
mediadores preformados y no preformados (sinteizdé novo).

Hasta hace poco no se habia demostrado en losbfilest la presencia de

receptores para IgE, de manera que el descubrimnilengjue los neutrofilos poseian las
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tres formas conocidas de receptores para la Ig&idmaun punto de vital importancia
para demostrar que toma parte activa en la reaaiéngica. EI Mac-2/IgE-binding
protein €¢BP) fue el primer receptor para la IgE descritda@nneutréfilos humanos y

mediante codificacién de su ADNc ha demostradalistinto del FeRI y del FeRIl %>

%6 Esta proteina (Mac-2) se expresa principalmemtelae superficie celular de
macréfagos murinos peritoneales estimulados comlid@ato, lineas celulares
macrofagicas, células dendriticas interdigitanéescluso en el citoplasma de algunas
células epiteliale$”?° En algunos trabajos no sélo se ha demostradeekencia de
estos receptores, sino que se ha comprobado gsierexasgos caracteristicos en los
pacientes alérgicos:

= El nimero de neutréfilos positivos para el MacsZsaemilar en los pacientes
atépicos que en controles sarfdsy no se ha encontrado ninguna diferencia, tras la
estimulacion IgE-mediada, en la expresion de esteptor.

= El porcentaje medio de los neutrdéfilos de sangrdéuiea positivos para el
FceRI fue del 70% en enfermos asmaticos comparadosglcé¥b del grupo de controles
sanos. Asi mismo, se pudo comprobar coémo los rféagrde los lavados alveolares de
los enfermos asmaéticos también poseiaRFE.

= Yamaoka et al han demostrado que el granulocyteraphage-colony
stimulating factor (GM-CSF) es capaz de estimudasihtesis y una mayor expresion
del FeRII/CD23 en neutrofilos humanos de donantes sdraxs,18 horas de incubacion
20 sin embargo no se ha podido comprobar un auntEnexpresion en neutréfilos de
pacientes alérgicos sin inmunoterapia. En los péeseatopicos existe un aumento del
FceRII/CD23 en los neutrofilos incubados solo en edimeale cultivo sin la adicion de
ningun factor estimulador. Posiblemente, la est@mioh ‘in vivo” de los neutrofilos de
los pacientes con GM-CSF pudiera hacerlos no remca una posterior estimulacion

“in vitro” con el mismo factof™.

1.3.5.- Numero de neutréfilos en los procesos alérgs:

Tal y como hemos comentado anteriormente cadax@itee mas evidencias de la
participacion de los neutréfilos en los proces@sgatos. Este hecho se apoya en la
comprobacion de un namero elevado de neutroéfildesprocesos alérgicos.

En los tests de provocacion ocular se comprueba@ @ma reaccion inmediata (a
los 30 minutos) se detecta un aumento de célufsnatorias: neutrofilos (11-20 por

campo), eosindfilos (2-4 por campo) y linfocitos52por campo). A las 6 horas
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(reaccion semitardia), ademas de la neutrofilia2 por campo), existe una infiltracion
significativa de eosindfilos (5-9 por campo) y tinitos (3-10 por campo). En la
reaccion tardia (a partir de las 24 horas), nosrr@mos con una menor celularidad,
neutroéfilos (2-5 por campo), eosindfilos (2-4 pampo) y linfocitos (3-7 por campo).
Estos sucesos se producen especificamente coergemb y no se producen cuando se
estimula el 6rgano de choque inespecificamentehistamina. Estos hallazgos los
podemos encontrar en pacientes en los que peedisistimulo antigénico aunque no
tenga sintomatologi® >4 Por otra parte no se han encontrado diferencia eimero

de eosindfilos entre la conjuntivitis estaciongdeyenne, aunque si se ha constatado un
aumento de neutréfilos y linfocitos en la seguredmecto a la primera

En los enfermos con rinopatia extrinseca con ysgitomas, tras el lavado nasal
no se encuentra mayor cantidad de neutréfilos especto a una poblacion normal;
pero si una mayor cantidad de MPODespués de realizar un test de provocacién nasal
con PAF se encuentra un aumento significativo deréflos y de MPO en los lavados
nasales, correlacionandose los valores de amb@snpaos en los mismo¥. Tras
provocacion antigeno-especifica se encuentra emrspuesta inmediata y tardia un
aumento de neutréfilos, con respecto a la provécamdn una solucién de contrdj en
las respuestas tardias también se obtienen losawmisesultados’. Esta neutrofilia se
correlaciona con la presencia en los lavados rasdde histamina, IL-6, ECP y
eosindfilos®. En biopsias obtenidas 24 horas después de lagaon también se
encuentra un aumento significativo de neutréfilpgste aumento se ve inhibido por la
administracién de inmunoterapia a doble ciego daogbo™.

En esputos inducidos, en asmaticos, se observaegiste un aumento de
neutréfilos no sélo en los cuadros aguéfo4? sino también en los cuadros severos y
persistentes del asrfia

En los lavados broncoalveolares (BAL) se detectaawmento significativo de
neutréfilos en pacientes asmaticos sintomaticas,respecto a un grupo de referencia.
Los neutrdfilos se detectan en pequefia proporcidmpacientes que no han sido
estimulados mediante una provocacion antigénicata Eaduce una reaccion
inflamatoria que generalmente conlleva la acuniditade neutréfilos sobre todo en la
fase tardid**’, al igual que el ozono o la hipernea isocapfiic®. En el BAL de los
pacientes que sufren empeoramiento nocturno existe resurgimiento de la
acumulacion de células inflamatorias (a las 4 dendiana se encuentra la mayor

cantidad de neutr6filo¥), que revierten a la mafiana siguiente. Los néldsoflue se
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obtienen de los BAL dan muestras de estar activaasmso son la mayor expresion de
moléculas de adhesién en su superficie cefllaEstas células podrian tener un papel
adicional en el proceso inflamatorio bronquial coseria facilitar la acumulacion
posterior de eosindfilos, al igual que ocurre cars Imonocitos®’. La mayor
concentracion y especificidad de las proteasascgméienen los neutrofilos pueden
permitirle abrir las barreras celulares del tefidmectivo para la emigracion y facilitar
el camino a otras células inflamatorias con postielad.

En contra de los hallazgos obtenidos en los BAlgstlidio de los neutréfilos en
las biopsias de los enfermos asmaticos en repdsas @ctivacion presenta resultados
contradictorios>*°. Una de las causas seria la posible acumulaci@stas células en
sitios donde habitualmente no se realizan biogsia® los bronquiolos terminales, o la
posibilidad de que los neutrofilos con el pasotaghpo no puedan distinguirse bien
técnicamente, o lo que es mas probable que esh@s suuerte celular (apoptosis) de
forma mas temprana que por ejemplo los eosinéfiimisten trabajos que demuestran la
presencia de estas células a las 4-6 horas despigFgras que no se hallan a las 24
horas de la mism#. En pacientes que mueren como consecuencia dieca proceso
asmatico, si la muerte se produce de forma rapigdecuna mayor acumulaciéon de
neutrofilos, mientras que si ésta es mas lenta,céslas predominantes son los

eosinofilos®.

1.4. MECANISMOS POR LO QUE EL NEUTROFILO PUEDE CONTRIBUIR

A LA PATOGENIA DE LOS PROCESOS ATOPICOS

Algunos de los mecanismos principales por los gtesecélulas pueden contribuir
al inicio, desarrollo y mantenimiento de la reancadérgica y su posible expresion en

los enfermos at6picos son:

1.4.1.- Degranulacion y secrecion:

Durante las reacciones inflamatorias, en la respuesas inmediata, los
neutroéfilos interaccionan con los vasos del lecherawascular y migran, con la
consiguiente degranulacion y secrecion del contediel los granulos. Ademés de la
secrecion del contenido de estos granulos, ladaséhctivas también secretan otras
proteinas, hidratos de carbono y lipidos procedeteguentes no granulares.

Los procesos migratorios no siempre tienen imporgadefinitiva, siendo posible

que la interaccion de las células activadas cqratad vascular pueda desembocar en
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una secrecion sin migracion. Esto favoreceria shitello de las lesiones en el tejido de
las vias aéreas sin que necesariamente estassaélildanatorias tuvieran que hallarse
en el tejido circundante.

La degranulacion y secrecion de las dos clases mesyde granulos estan
reguladas separadamente. Los iondéforos calcicosicémd secreciéon de granulos
especificos, mientras que los ion6foros de casianenovalentes causan liberacion de
los azurofilos. Los granulos secundarios se fusion#gs pronto, con diferentes
estimulos y con mas rapidez que los azurdfilosh&eostulado que ello permitiria la
accion de ciertas enzimas del fagosoma antes deslqold intrafagosomal cayera lo
suficiente como para inactivarlas, ademas sumamistra la membrana citoplasmatica
nuevos receptores y moléculas de adhesion pareapa&idad quimiotactica y adhesion
6ptimas™* >0

Los neutréfilos contienen y pueden secretar vgraentes proteasas, incluyendo
la elastasa de los neutréfilos, catepsinas y coksge Es posible que algunas de estas
enzimas puedan permanecer pegadas a la membrata Tey posibiliten la digestién
de proteinas especificas o sustratos de célusaibles los neutrofilos se adhieren. La
importancia de estas proteasas radica en su alziadasu amplio espectro de accion.

A las proteasas de los neutrofilos se les ha atigbtener un papel critico en la
penetracion celular a los tejidos, al abrir hueenslas barreras y/o creando nuevos
quimioatrayentes a partir de la fragmentacion a¢efmas del tejido conectivd, lo que
puede generar un dafio significativo en los tejighasticularmente en presencia de un
exceso de oxidantes. Los neutrofilos primados ymesidos, que permanecen
adheridos a las células endoteliales o epitelidleante largos periodos de tiempo son
muy destructivo§® ®* Algunos de estos procesos son mediados pordeasts incluso
en presencia de todas las antiproteasas del svdésoiranscendente que la citotoxicidad
directa que se puede provocar es el hecho de g@miamas proteoliticas desencadenan
en los tejidos circundantes la desunion de sudastla consecuencia de los fendmenos
de destruccién proteolitica que se ven incremestatopresencia de oxidanf&s El
efecto destructor de las proteasas en el tejidmgnar es bien conocido en el caso del
enfisema pulmonar. El asma bronquial no parece astaciado con una anormalidad
funcional de laaj-antiproteasa, pero en algunos casos se ha daieefadtasa
extracelular por métodos inmunohistoquimicos en Véas aéreas de enfermos
asmaticos, y nuestro servicio, conjuntamente ceosptha demostrado una mayor

cantidad de fenotipos deficientescdeantitripsina en enfermos at6pic6%®
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Las proteasas pueden actuar en algunas circuragamomo moléculas de
comunicaciéon celular, por ejemplo favoreciendo Uacién de los mediadores. La
catepsina G neutrofilica también ha demostrado usereficiente mediador en las
interacciones neutréfilos-plaquet®s’. Del mismo modo las proteasas son agentes que
pueden primar de forma efectiva a los macréfdgoka habilidad de la elastasa y la
catepsina G neutrofilicas de estimular la secreg@®moco de las vias aéreas también es
otro ejemplo de cdmo estas sustancias pueden efara@ones per se” en el drgano
de choque, que no se corresponden estrictamentel coecanismo inflamatorio directo
3. Curiosamente, parece que las enzimas proteglitazabién presentan capacidad de
regular a su vez ciertos mecanismos inflamatorfs, se ha demostrado como
inactivan a la citoquina proinflamatoria TNF-"

El interés actual sobre las proteinas cationicasvattas del eosinofilo ha
potenciado la investigacion sobre el papel de estatancias derivadas del neutrdfilo.
Los granulos azurdéfilos poseen varias proteinaamalhte catidnicas, como son:
defensinas (péptidos de neutréfilos humanos (HNBfgpsina G, proteina cationica
antimicrobial de 37 kD (CAP37) y proteina inductbctericida/permeabilidad (BP1).
La carga positiva de ciertas proteinas neutrofilicearece que contribuye a sus
funciones y asi tenemos que los policationes tienétiiples efectos sobre diferentes
células y tejidos, incluyendo alteraciones en laiones de las vias aéreas de animales
de experimentacién, que parecen ser debidas exafusnte a su carda

La MPO liberada de los neutréfilos puede reacciaoarel HO, generado durante
el estallido respiratorio, juntamente con un halwsualmente C) para generar OHCI
y otros compuestos similares que pueden provosgmlelel tejido circundante durante
los procesos inflamatorios. No se han encontradereticias significativas en el
cociente niveles séricos de MPO/numero de neutsdfle sangre periférica, entre los
pacientes atopicos y los controles sanos de refier®hEn esputo inducido, los niveles
de MPO eran mas elevados en los pacientes con@sman sujetos controles, con lo
gue se demostraba que existia una degranulacigradelos primarios en los enfermos
asmaticos’. La provocacion nasal antigeno-especifica, enepses atépicos, produjo
un aumento tardio de los niveles de MPO en lassierres de los lavados nasales,
tales hallazgos no se produjeron en sujetos sAH0sSi se estimula a los neutréfilos
con particulas de Sephadex opsonizadas con s@eemcsientra que existe una mayor
liberacién de mieloperoxidasa en los enfermos mésgque en los control&Y siendo

esta liberacion més intensa al final de la primagre en épocas de no sintomatologia
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en enfermos polinicd¥. Utilizando el mismo método de particulas opsataza existe
una mayor liberacion de MPO si los neutréfilos ssnruban con IL-3 (interleukina 3)
y sobre todo con GM-CSF. No hubo ninguna influersiisse incubaban con IL-5
(interleukina 5)%2. La secrecién de MPO por los neutréfilos no seénwébida por la
adicién de citochalasina B, como ocurre en losnédidbs con la proteina catidénica de
los eosindfilos (ECPY.

En nuestro servicio se han realizados diversosliestisobre la liberacion de MPO
por los neutréfilos. Si estimulamos estas células tMLP, obtenemos una mayor
liberacion de MPO en un grupo de pacientes asngtgio inmunoterapia que la
producida en controles sanos. En el grupo de asmsatsin inmunoterapia, nos
encontramos con una correlacion negativa entrabkracion de MPO y la funcion
pulmonar, tomada como FEYWolumen maximo espirado en el primer segundo)ode |
pacientes. En pacientes asmaticos tratados connotemapia, los neutrofilos secretan
menos MPO que los no tratados con inmunoterapigen@ndose unos valores
semejantes a los hallados en los controles s&h®s La liberacién de MPO en
neutroéfilos de pacientes atépicos se ve inhibiddifsmentes grados, por antihistaminicos
(loratadina > terfenadina > cetirizina), nedocrostitico y corticoides (dexametasona y
budesonida)®. Por otra parte, cuando estimulamos con antigengreduce una
liberacion especifica de MPO, que no se observpageientes alérgicos no sensibles a

dicho antigeno ni en sujetos safids

1.4.2.-Moléculas de adhesion:

Los neutroéfilos estan equipados con sensores pées solubles, generados en
los tejidos en respuesta al insulto celular, y sersspara moléculas de superfitie
Estos receptores son los encargados de la comigmicde los neutréfilos con el
exterior.

En la actualidad, esta bien documentado que lagauials CD 11b (cadena
variable de las integrinas y que forma parte deptor del complemento GRy CD35
(receptor del complemento @Rno solo forman parte de la superficie celuladate
neutréfilos, sino que su menor 0 mayor expresionedpu desencadenar
inmunodeficiencia o alteracion de la activacionulzl Después de realizar el test
cutaneo alergeno-especifico, los neutrofilos exgre$n situ” mayor numero de
receptores de GRque los de sangre periféri®d En enfermos asmaticos, se ha

demostrado un aumento de expresion del CD35 emplerficie celular de neutrofilos,
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con respecto a una poblacion sana de referéficimas provocacion bronquial con
antigeno, histamina y ejercicid °% Asi mismo, después de la estimulaciém Vitro”
de estas células con un factor activador de lografdas (el factor quimiotactico
fMLP), existia un aumento en la expresién del C 14 La modulacién de estas
moléculas en los enfermos alérgicos no solo reiguler fagocitosis de particulas
opsonizadas, sino que intervendrian en la adhesluar al permitir un determinado
grado de union a las células endoteliales vasaulgrposterior migracion hacia el
6rgano de choque (piel, mucosa nasal, vias adreas 26 88 89, 92-101

En los enfermos asmaticos mas inestables, aquplltienen una variabilidad en
su pico de flujo del mas del 10%, existe un aumeéetadhesion de los neutréfilos de
sangre periférica a la selectina E que no llegarasgnificativo, aunque si lo es la
adhesion a ICAM-¥2

En nuestro servicio se han investigado las modificees de las moléculas de
adhesion y otros receptores de membrana: CD llter{eavariablenL de lasf,,
integrinas), CD 11b, CD 11c (cadena variab¥ede lasp,, integrinas), CD18, CD62L
(selectina L), ICAM-1 (CD54), CD32 (receptor Il tes inmunoglobulinas G: FRII)
y CD16 (receptor lll de las inmunoglobulinas G:yRdl) que se producen en los
neutréfilos de pacientes atOpicos. Cuando estimpgagon un alergeno al cual el
paciente es sensible, existe una disminucion deb62CDen la superficie de los
neutréfilos cuantificados, igual en porcentaje al cklulas positivas como en la
disminucién de la intensidad media de fluorescerftiaF) 1% No se observa
ninguna modificacion en los restantes receptores.Hallazgos en el CD62L no existen
en controles sanos ni en pacientes alérgicos datilosi con un antigeno al que no son
sensibles. Cuando estimulamos los neutréfilos déeptes alérgicos con anticuerpos
anti-lgg observamos, como existe un aumento delé3Pina disminucion del CD62L
con respecto al porcentaje de células positivas. r€specto a la IMF, se produce un
aumento de expresion del CD 11 b y CD 18, mieruas se vuelve a producir una
disminucién del CD62L, todo ello dependiente dedais de anti-IgE que se deposita
en el cultivo. No se observdé ninguna modificaciom les restantes receptores
estudiados. Se observé que el efecto de la antetgEnas potente que el del antigeno,
ya que el numero de receptores de IgE estimuladosuperior al emplear el citado
anticuerpo. Curiosamente, también se ha obtenido disminucion del namero de
CD62L tras estimulacion con anti-IgE en linfocitde pacientes alérgicos, con un

aumento del CD62L soluble en el sobrenadante dilva@u Por otra parte, la
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inmunoterapia inhibe de forma significativa la cdatl de CD62L liberada de la
superficie celular, por lo que actuaria frenand@ado de estas células del torrente
circulatorio hacia el foco de respuesta alérdica

Como los resultados con el CD62 eran constantesu&iquiera de los métodos
empleados para su estudio, se prosiguio el estmiiceste marcador observando que
los antihistaminicos (loratadina, terfenadina yirizéa), asi como el cromoglicato
disodico eran incapaces de revertir los efectodadanti-IgE. Por el contrario, la
budesonida y la dexametasona si inhibieron la disondn de CD62L, aunque a dosis
de 100uM.

1.4.3.- Actividad quimiotactica de los neutrofilos:

La actividad quimiotactica de los neutrofilos inglecpor PAF esta aumentada en
los pacientes con asma bronquial con respecto aaliiacién sana de referencta®’
y esté relacionada inversamente con la producaidrigs neutréfilos de un derivado
del &cido araquidénico 5-HETE®" no existen diferencias si estimulamos la
quimiotaxis de los neutréfilos con histamina, sosi@ P, VIP 0 somatostatind®.
Tampoco existen diferencias si estimulamos la cutemis con PAF y fMLP en
pacientes con rinitis alérgica con respecto adwgroles, aunque si la hay al estimular
con PAF los neutrofilos de densidades mas bajappsentan un aumento de este con
respecto a los de més altd& La teofilina inhibe la quimiotaxis de los neutids$ de
pacientes asmaticos estimulada con LPS opsonizadosgero'®. Por otra parte,
podemos medir la actividad quimiotactica que genelrasuero o las diferentes
secreciones sobre los neutrofilos, y asi tenemedagactividad quimiotactica del suero
est4 aumentada en los enfermos asmaticos con respena poblacién contrdt®, au-
menta en enfermos asmaticos tras provocacién amiap ' 2 nebulizacién de
agua destilada? y antigeno™* % No existe ninguna actividad quimiotactica
aumentada del suero si efectuamos una provocacidmetabisulfitd™>. La actividad
quimiotactica de las secreciones nasales esta aataeen los enfermos con rinopatia,
sin influir el hecho de que sea extrinseca o ninytemer influencia la provocacion
nasal con antigend'® Sin embargo, otros autores si han encontradoautigidad
quimiotactica elevada de las secreciones nasasptovocacion con antigehd, por
la presencia del factor quimiotactico de los ndit® de alto peso molecular en las

mismas condicione&?
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1.4.4.- Neutrdfilos normo-hipodensos:

Cuando utilizamos medios de separacién de neutsdfle distintas densidades:
fraccion 1 (densidad > 1.085), fraccion 2 (1.08@lensidad < ¢ 4.085), fraccion 3
(1.077 < densidad < 6 =5 1.081) y fraccion 4 (d#si< 6 = 1.077), se encuentra en
los enfermos alérgicos un mayor numero de neutsdfiipodensos. Si comparamos la
guimiotaxis de los neutrdfilos inducida por el PAFel fMLP de los enfermos con
rinitis alérgica, se puede comprobar que las celgae poseen menor densidad
presentan una mayor capacidad quimiotactica.

Cuando se incuban los neutréfilos con PAF y GM-C&kmentan las cantidades
de neutrdfilos hipodensos con ambas sustanciadcsieinefecto del PAF inhibido al
utilizar un inhibidor de los receptores del PAE Pero si analizamos esta conversién
con respecto a la poblacion normal de referencia eb GM-CSF convierte mas
cantidad de neutréfilos en hipodensos de formaifgigtiva en los pacientes alérgicos
con respecto a la poblacién de referentiaSe ha indicado que los neutréfilos pueden

n 121

desensibilizarse al PAF, tras la exposicion a sstdancia ifi vivo , sugiriéndose

que estos mecanismos podrian explicar los antsriatazgos ih vitro” *?° ya que
los neutrdéfilos de los enfermos alérgicos estgpfanados por el PAF de forma natural
para tener una reaccidbn aumentada para otras slastamnmientras que estarian

"desensibilizados" para la actuacion posteriomaismo PAF.

1.4.5.- Mediadores lipidicos:

Los neutréfilos no contienen mediadores lipidicosfgrmados, pero pueden
sintetizarlos, sobre todo PAF y LIBAunque en ciertos momentos se ha debatido, hoy
estd demostrado que estas células son capacesnigizar prostaglandinas y
tromboxanos a través de la enzima ciclooxigena€a<jc¢>>1%

Si estimulamos los neutrofilos con el ion6foro ElcA23187, observamos como
unos autores no encuentran diferencias en la tGhigradel LTB, entre los pacientes
asmaticos y la poblaciéon normal de referentda Mientras que otros autores si
encuentran diferencias estadisticamente signifiggt?® 107 113 122, 125. 12§ 5 nosjple
explicacion a estos hallazgos es que mientras fioses analizaron pacientes sin
sintomatologia y con inmunoteraptd’, los segundos lo hicieron en pacientes sin
inmunoterapia®” 13 12> 128 Estos (ltimos observan ademéas que no se prodistas
diferencias en los pacientes cuando no tienen maattmogia clinica y si cuando la

tienen (fuera y dentro de la estacién poliniéd)Las observaciones de Hosni et4l
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sugieren que las plaguetas pueden ejercer un papeltante en la regulacion de la
produccion de LTB por los neutréfilos. En los neutréfilos de paossnalérgicos, las
cantidades de LTBeran superiores en presencia de plaquetas ausdlog@a solo con
la adicion de acido araquidonico exdgeno. Las @tagpude sujetos normales reducen la
cantidad de LTBliberado por los neutréfilos de ellos mismos, tamken presencia de
acido araquiddnico exdgeno. Por otra parte, laguetas de los sujetos normales
reducian los niveles de LTEn los neutrofilos de pacientes alérgicos (enem@a o
ausencia de acido araquidonico exdgeno), mientraslas plaquetas de los enfermos
alérgicos no afectaban a los neutréfilos de logtesj normales. De esta forma se
prueba que las plaquetas de los sujetos normabelsigen un control negativo en las
cantidades de LTBen los neutréfilos de ambas poblaciones, miemuasias plaquetas
de los sujetos alérgicos parecen haber perdidopeséncial de inhibicion, pudiendo
incluso incrementar la capacidad de produccién BB.len los enfermos alérgico%.
Siguiendo con estos hallazgos el nedocromil séeicoapaz de inhibir la formacion de
LTB4 en los neutréfilos de pacientes alérgicos, misngi@e no lo hace en neutrofilos
de los controles sand¥.

Con respecto a otro metabolito de la 5-lipooxiganasisten resultados
conflictivos en trabajos realizados por los mismo®res pues mientras que refieren en
un trabajo que el 5-HETE libre esta mas alto enals®maticos que en los controles
sanos””; en otro refieren que el 5-HETE libre, el estedfio y el total estan mas altos
en los controles sanos que en los pacientes asmatfc Estas diferencias pueden
deberse a que en el primer caso los pacientesaestaintomaticos, mientras que en el
altimo estaban con sintomatologia. Por otra pastegncuentran una esterificacion
superior del 5-HETE en los pacientes asmaticoeques controles sand&’.

Los niveles séricos de lyso-PAf fueron superiorepa&cientes con polinosis que
en un grupo control sand’. La acetiltransferasa del lyso-PAF (acetil-CoAggEmta
mas actividad en neutréfilos no estimulados degpaies alérgicos que en controles
sanos.

La COX es la enzima que metaboliza los pasos desatedo araquidonico hacia
la formacion de prostaglandinas y tromboxanos.tEridos isoformas de COX: el tipo
1 (COX-1) es constitutiva y esta presente en mucéksas, mientras que la del tipo
(COX-2) esta ausente de forma habitual en condisiobasales, pero puede ser
inducida en ciertas células por mitégenos, citoaglig otros factores. Varios tipos

celulares humanos normales (incluidos los neut®)fil pueden expresar la forma
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inducible y los eicosanoides derivados de su aiinatras estimulos adecuadgg
Los neutrdfilos de pacientes asmaticos son capbeemtetizarla, tras provocaciom “
vitro” con PAF, TXB, HB-PGF,, PGka, PGD, y PGE, aunque no se ha realizado su
comparacién con una poblacién normal de referéefitia

Mediante citometria de flujo, se ha podido comprajpge a los 20ninutos de
estimulacion con un anticuerpo anti-lgE se produae aparicion de COX-2
intracelularmente en neutrofilos de pacientes alésg También aparece esta enzima si
estimulamos con antigenos a pacientes sensibibzadeentras que no lo hacen las
células de sujetos sanos ni de pacientes alérgwegnsibles a ese alergeno. Con una
concentracion de 2hg/ml de anti-lgE nos encontramos, mediante immuottbg,
mayor presencia de COXefie con otros estimulos como el PMA (a 100nM) bR
(100 pg/ml). Tras estimulacion con anti-IggE nos enconttamademas en el
sobrenadante un aumento de tromboxano B, y tramudstcon antigeno especifico un
aumento de PGE>",

1.4.6.- Radicales téxicos de oxigeno:

Los neutrdfilos son conocidos como la mayor fuelgenion superdxido (radical
superéxido @), H,O, y acido hipocloroso (HOCI). Esta bien establecifle los
oxidantes pueden actuar juntamente con las prateasatrofilicas aumentando el
grado de dafio tisuldf* 13 133

Los neutréfilos de pacientes atépicos producen su@eroxido en ausencia de
estimulo que los neutréfilos de sujetos no atopic@sando estimulamos con el
ionoforo célcico A23187 y con el quimioatrayenteLi®sigue siendo significativa la
diferencia en la produccion de radicales toxicoxigeno en los pacientes atopicos
con respecto a la poblacién normal de referetidi@tros autores observan los mismos
hallazgos cuando estimulan también con fMEP 3% 13 También se producen mas
radicales toxicos de oxigeno en los neutrofilodadeenfermos asmaticos que en los
controles si estimulamos con PMX™*y con zimosan opsonizadf*. Esta
produccién de © es inversamente proporcional a los valores del,F&\a los valores
del PD20-metacolina®* y PD20-histamina **) indicativos del grado de
hiperreactividad bronquial. AlUn mas, en paciemp@s presentan un empeoramiento
clinico (determinado por la presencia de ataquegtsos), la produccion de,Ces

superior a la que se produce en enfermos asmétitaisles>
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Por otra parte, no existen diferencias en la proiducde radicales toxicos de
oxigeno entre pacientes atdpicos y controles sanss estimulan los neutrofilos con
PAF y LTB, solamenté® ¥’ Pero estos dos productos priman la produccié@ie
tras estimulacion de neutrofilos con fMLP, mas en pacientes alérgicos que en los
controles sanos. La dexametasona y la azelastinbeim de forma mas intensa esta
produccion en los controles sanos que en los pasiaérgicos, o que hablaria en
favor de una mayor "resistencia” al efecto de esteslicamentos en los procesos
atopicos bien por una mayor y mas persistente peeselel PAF y el LTB en los
enfermos alérgicos o por una alteracién intrinsecallos™* 32

Los neutréfilos del BAL de enfermos asmaticos pomiiu mas cantidad de
radicales toxicos de oxigeno que los de un grupdraosano de referencia. Las
plaguetas inhiben la formacion de @ partir de neutrofilos de controles sanos, sin
embargo esto no sucedid en un paciente con asmguabintenso y con un aumento
en su numero de plaquetas, lo que sugeria en apaedlos autores una anormal
relacién entre plaquetas y neutréfilos en alglo ¢dp asma®,

139, 140 hyestro servicio

Al principio del estudio sobre el estallido regpario
intentd detectar la activacion de los neutréfilosigeno-dependiente investigando la
produccién de especies reactivas de oxigeno (R@Smediante la técnica de la
reduccion del ferricitocromo C. Pero no se obsemdguna activacion por esta
metodologia. Previamente, por el mismo método ndhaaia detectado tampoco
activacion de los neutréfilos antigeno-especificpacientes alérgicdd?. Sin embargo
cuando se utilizé quimioluminiscencia dependieng ldminol, si se obtuvo una
respuesta positivd>. Esto parecia poner en evidencia la posibilidadsiar utilizando
una técnica inadecuada, de una falta de relacianet@ntigeno o de cualquier otro
factor dependiente o no de la técnica. Analizaaduibliografia previa, Daniels et 4f
no pudieron detectar la producciéon dg¢ ®n neutrdfilos tras la estimulacién con IL-8
utilizando el método del citocromo C. Lo mismo aucuando intentaron reproducir
el experimento Wozniak et 4, sin embargo obtuvieron una respuesta positivadma
utilizaron la quimioluminiscencia dependiente demiol, lo que corroboraba
resultados anteriores que ya habian demostradoothugrion de @ mediante esta
técnica tras estimulaciénirt'vitro” de neutréfilos con 1L-8,

Estas discrepancias entre los dos métodos se hamtado explicar por varias

razones:
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- Una mayor sensibilidad de la quimioluminiscendependiente de luminol con
respecto a la reduccion del citocromd*€

- Como el luminol es lipofilico, tiene la capacidae poder penetrar dentro de las
células, detectando la produccion de Oextracelular e intracelularmente.
Mientras la técnica de reduccién del citocromo Qrf@ detectar sélo la
produccion de @ intracelular.

- Los dos ensayos poseen una especificidad disihhentras que la reduccion del
citocromo C es especifico para la produccion deyQoor lo tanto refleja la
actividad de la NADPH-oxidasa de forma exclusivaluminol, por su parte,
puede ser oxidado por muy diferentes radicalesxiigeno y oxidantes, lo que
puede reflejar la actividad de otras enzimas geloesa de radicale¥’. Asi,
Wang et al han demostrado que el oxido nitricodpeao por la sintetasa del
6xido nitrico, aumenta la luminiscencia dependietetéuminol**® 149
Pudimos comprobar, por el método del luminol, guprbvocacionih vitro” de

neutréfilos de pacientes alérgicos con el antigezgponsable del cuadro clinico
conduce a un aumento del estallido respiratoriodibbas células. Este estallido
depende directamente de la concentracion del atigedel tiempo en que actle. La
activacion es especifica ya que no se produce ouafiadimos un antigeno al cual el
paciente no es sensible y si empleamos célulasodeotes sanos**'*° Tras la

estimulacion con el antigeno, hemos observado cdos dos componentes
citoplasmaticos de la NADPH oxidasa, p47 y p67nserporan a la membrana celular
para formar la NDPH oxidasa de forma activa. Er @sbdelo, la estimulacion del
estallido respiratorio antigeno-especifica en pdege alérgicos se ve inhibida si
afadimos antihistaminicos (loratadina, terfenadirwgtirizina y cariebastina),

nedocromil sédico y corticoides (budesonida y dextasonaf®. Por otra parte, hemos
podido demostrar que uno de los posibles mecanigiaok accidén bactericida de
ciertas quinolonas como el norfloxacino y el oflox®, es debido al aumento de
produccion de ROS, a través de la estimulaciorad¢llPH oxidasaen macrofagos y

neutrofilos.

1.4.7.- Sintesis y secrecidon de nuevas proteinas [@os neutrofilos:
Hace algunos afios se pensaba que los neutrofdos"eglulas terminales”, que
no podian sintetizar ningun tipo de sustancia. Estda ademas avalado por el hecho

de que estas células poseen poca cantidad dembesode acido ribonucleico (ARN).
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Pero se ha descubierto como son capaces de sintetia amplia variedad de proteinas
gue pueden aumentar la actividad preexistente dladatrofilos o pueden aumentar la
presencia y actividad de células inflamatotids

a) La interleukina 8 (IL-8) es un potente quimioatmatgey activador de los
neutréfilos. En los pulmones, la IL-8 parece sepragher quimioatrayente para estas
células. Aungue la IL-8 puede ser producida porogatiipos celulares, también puede
ser sintetizada por los neutréfilos en respuestarams mediadores inflamatorios. De
esa manera, la produccion de IL-8 por los neutsfipbuede contribuir a un
reclutamiento adicional de neutrdfilos y puede autareo prolongar la activacion de
los neutréfilos de una forma autocrifta

En esputos inducidos, existe un aumento de IL-8acientes con asma en
relacién con una poblacién contfdl También hay un aumento de IL-8 en el BAL y en
el aspirado traqueal de pacientes asmatitos>® Tras estimulo antigeno-especifico,
existe una mayor liberacion, igual nasal que bragde IL-8*>% 1%

Mediante un estimulo IgE-dependiente, no s6lo hernasprobado que se libera
IL-8 de los neutrofilos de pacientes atopicos, sue se estimula su sintesis
observandose un aumento de la expresion del ARNwo €llo se lleva a cabo, por un
mecanismo dependiente del eje*G@lmodulina-calcineurina y con la estimulacién
del factor nucleakB (NF«B) **°. Los antihistaminicos (loratadina > terfenadina >
cetirizina) y los corticoides (budesonida y dexaseha) son capaces de inhibir la
produccion de IL-8 liberada por los neutrofilos mheeientes alérgicos tras un estimulo
IgE -dependient®.

b) La ECP fue originariamente un componente originaildos granulos de los
eosindfilos. La ECP es una molécula multipotente aotividades citotdéxicas y no
citotoxicas. Su mecanismo citotoxico se basa atqmaren su capacidad de formar
canales en las membranas celulares, esto permpgasel de agua y pequefios iones
conduciendo a un mecanismo litico osmotico de éslas. Ello sugiere que la ECP
pertenece a la familia de las proteinas formaddegsoros.

Basados en los experimentas Vitro”, se postuld su importancia en los procesos
“in vivo”, en los cuales la ECP actuaria conjuntamente trtas proteinas citotoxicas
del eosindfilo y con radicales téxicos de oxigefsi, la ECP se ha podido detectar
mediante técnicas inmunohistoquimicas en tejidasot@ados de varios procesos

patolégicos humanos entre los que se encuentarab™’.
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Probablemente los efectos no citotoxicos de la E€& incluso mas importantes
en los procesosilf vivo”, ya que ocurren a concentraciones mucho mas Qag@tos
citotoxicos. Las actividades no citotoxicas de f@aPEvan directamente en contra de
células como fibroblastos, células epitelialespbbs y linfocitos T.

Los efectos en fibroblastos incluyen una alteracém la liberacion de
proteoglicanos y la subsecuente acumulacién iftrzcele dichos productos?

Los efectos no citotoxicos de la ECP en las céldpgeliales del arbol
respiratorio inducen un aumento de secrecién deorpoc estas célulaS®. La ECP
causa la liberacion de histamina vy triptasa darastocitos del corazén, asi como de
histamina de baséfilos humana$

En los linfocitos T inhiben la proliferacion en pegsta a mitdogenos y a la
reaccion mixta de leucocitos, regulando las respaesediadas por los linfocitos

El aumento de cantidades de ECP en el lavado batwemlar se ha asociado con
la reaccién asmatica tardi®’ después de una provocacién bronquial antigeno
especifica, asi como en pacientes atopicos tragxp@sicion natural al antigeno. Los
niveles de ECP en el BAL de enfermos asmaticos,camdiciones basales, se
incrementd en aquellos que fueron ocasionalmeatadns con broncodilatadores pero
no en pacientes regularmente tratados con coréisdithalado$®®. Se ha encontrado
una correlacién positiva entre niveles de ECP el BAa severidad del asm&**®
Resultados dispares se han encontrado con respdetdECP y la hiperreactividad
bronquial. Ferguson et df’ demostré6 una correlacién inversa entre la respues
bronquial a histamina y los eosindfilos, pero na ECP en BAL, mientras Aalbers
168 y Oddera'®® demostraron una correlacién inversa entre elecitd de ECP en
BAL y el PD20 con acaros y el PD20 con metacolespectivamente.

En comparacién con controles sanos, Fahy &t’alemostraron un aumento en
los niveles de ECP en esputo inducido de enfernsmsaticos. Tras un test de
provocacion bronquial con alergeno, en enfermoswomasma moderada, se produce
un incremento marcado en los niveles de ECP ertesmplucido obtenido a las 4h 'y a
las 24h tras provocacion.

En los asmaticos los niveles de ECP en esputo rselamionan con los niveles
séricos de ECP, porcentaje de eosinéfildshiperreactividad bronquidl* "3 funcion
pulmonar y el score de sintomd8™'" Los niveles de ECP son marcadamente mas
elevados en esputo que en el BAL, siendo la caideiaentre los niveles de ECP en

esputo y en el BAL muy pobrég€® "7 Los niveles de ECP en esputo se redujeron
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s

significativamente en asmaticos, después del tiatam con prednisond™® 18 asi
como en nifios tras tratamiento con corticoideslittus' .

Se han hallado niveles aumentados de ECP en @b ftigl lavado nasal durante la
exposicion natural antigénica en pacientes corigipiroducida por pélene®$®%
rinitis alérgica perenn&?y después de una provocacion alergénica de pasieon
rinitis alérgica estacional después de la épocmsisintomas®*®® El anélisis de la
cinética de produccion de la ECP después de lsopaaion antigénica, demuestra que
se produce en la fase tardfa (3-24 h post provocadie la reaccion alérgic¢g 18 187
Tras tratamiento de corticoides tépicos, se produeeinhibicion en la acumulacién de
la ECP180 184 188, 189y 5nno et al®® demostraron una correlacién entre el grado de
mejoria de la hiperreactividad nasal a la histanyih cambio en los niveles de ECP
después de la terapia.

Los resultados de los estudios de la ECP en s@epacentes asmaticos indican
que los niveles se relacionan con la severidad éaefermedad asmatica, medida por la
funcién pulmonar (PEAK-FLOW, FEV etc), la sensibilidad a la histamina o
metacolina, la propension a desarrollar una reacagimatica tardia y la propension a
desarrollar asma inducida por el ejerciti@ Se ha demostrado en algunos estudios,
que niveles altos de ECP en suero en ausencia ttatamiento adecuado, predice la
aparicién de una exacerbacién agtitta También se ha relacionado con el grado de
exposicion al alergeno, pues cuando esta subecknhambién los niveles de ECP, y
cuando aquella baja sucede igual con la ECP. Gumeste, estos estudios han
demostrado que el contaje en el numero de eogadiib tiene valor y si las medidas
de ECP"#*%

Como su propio nombre indica la ECP se ha reladmiséempre con la actividad
del eosinéfilo'®>. Pero se ha demostrado como la ECP también exidtes neutréfilos
196-197 por otra parte, la estimulaciéon de los eosinéfimor un mecanismo IgE
dependiente, no ha conseguido producir activacemlidhas células ni liberacién de
sus componente$®® Mas especificamente, la estimulacién IgE depenelieel
eosindfilo no provoca la liberacién de la ECP pichds células®.

Como hemos podido observar, la ECP la podemosrheaticel interior de los
neutréfilos bien sea mediante microscopia de feamecia, como por citometria de
Flujo, y la liberacién de la ECP podemos compr@barediante analisis por la técnica
ELISA, como por immunoblotting. La liberacion de EECP por los neutréfilos se

realiza 6ptimamente a las 18 horas de cultivo dasesélulas con el agonista. Se
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produce con el antigeno al que el paciente estdensno se produce con el antigeno al
cual el paciente no es sensible o en individuosssde referencia. Con la anti-IgE se
produce una liberacién mayor que con el antigelnBAE& también induce la liberacion
de ECP y conjuntamente el PAF con la anti-IgE iedugna mayor liberacion de ECP.

Nuestro equipo de investigacion ha demostrado danteCP es liberada por el
neutréfilo por un mecanismo IgE-dependiente, quesegcifico ya que sélo se produce
la liberacion con el alergeno al cual los paciestassensibles.

Curiosamente, el PAF es capaz de liberar ECP emdosréfilos ‘per sé,
mientras que no sucede esto mismo en los eosiadfdoque es incapaz de liberar
cantidades apreciables cuando actla sélo, neadsitén colaboracion de otras

substancias antes de actuar €l mismo.

1.4.8.- Metabolismo del C4' y otros procesos intracelulares:

Segun algunos autores, la estimulacion de newsdfibn PAF y LTBno origind
diferencias significativas en el aumento de’'Catracelular en los neutréfilos de
enfermos alérgicos con respecto a los de los destsanos®. Sin embargo, nosotros
pudimos comprobar que existia un aumento dé! i@&acelular cuando estimulabamos
con antigeno y ademas, al estimular con anti-lggseenso del Ghintracelular era
superior en las células de los pacientes alérgjaesen las de los sujetos safitls

En nuestro modelo celular, la inhibicién del fle C&" a los neutréfilos de
pacientes alérgicos inhibia la liberacion de ILI8, produccion de ARNm vy la
activacion del NFB, por lo que el C&, no sélo interviene en la liberacién de IL-8,
sino también en su sintesis. La calmodulina es anmAma que esta implicada en
muchos mecanismos del desarrollo de la respuesitiarcen general, activando la
funcién de varias cinasas (CaM cinasa | y Il, @égnae las cadenas ligeras de la
miosina), fosfatasas (calcineurina), canales i@ifaomba CZ de la membrana
plasmatica) y otras enzimas citosdlicas, tales cdosfodiesterasa, adenilciclasa y
oxido nitrico sintetasa. Por ese motivo, no esrsogente que los inhibidores de la
calmodulina inhiban procesos de activacion celatamo el estallido respiratorio, el
aumento de expresion del Mac-1, la migracion celda motilidad celular y, en
nuestro caso, la liberacion Ige-dependiente de-& |

Por otra parte, la calcineurina es otra enzima wua funcion primordial en la
cascada de transduccion de sefales que conllaaivacion celular, siendo un factor

regulador de factores de transcripcion tales correAN, NFkB y AP-1, que estan
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involucrados en la expresién de un importante nardergenes, como pueden ser el de
la IL-2, el TNFea, etc?® La presencia de calcineurina en los neutréfileshabia
adivinado por mecanismos indirectos; nuestro sertia demostrados por primera vez
la actividad de esta enzima en neutréfilos humétoscomo era regulada por €ay
por ROS. La ciclosporina (CsA) es un farmaco innsupoesor que Sse une
especificamente a la inmunofilina e interfiere anaktivacion de la calcineurina.
Nuestro servicio ha presentado evidencias de guesh inhibe, de manera dosis-
dependiente, la produccién de IL-8, la expresioMB&Im para la IL-8 y la formacion
de complejos de NkB. Se ha sugerido que el factor de transcripciorANIFpuede
estar involucrado en la produccion de IL-8 pornesitrofilos, pero hasta el momento
no hemos podido encontrar ninguna actividad NF-ATeé ADN de los extractos
nucleares de los neutrofil8%.

Se han descrito varias isoformas de la proteinai@aéPKC) y se han clasificado
en tres grupos basados en su estructura y enflast@es que las regulan. Las mejores
caracterizadas son las que se describieron prineetamy que son las PKC
convencionales (cPKC), entre las que se incluy&g-B, PKC$I, PKC$Il y PKC-+y,
que necesitan para su activacion de la fosfatiitisey se activan por Gay
diacilglicerol. Las nuevas PKC, como son: PERKC<, PKCv, PKCH y la PKCy,
también necesitan de la fosfatidilserina y delildjierol, pero son independiente del
cd* 'y son estructuralmente similares a las PKC coriveales. Y por Gltimo, las
PKC atipicas, como la PK€y la PKC105, que requieren fosfatidilserina pen s
diacilglicerol y C&" independientes, siendo diferentes estructurakngaias otras dos
subclases. En nuestro servicio no solo se ha cdragooque la regulacion del CD62L
es mediado por la activacion de la PKC, sino gae tma activacion IgE-mediada de
los neutréfilos de pacientes alérgicos se actienslubunidades: PK@; PKCII,
PKC-3, PKCy, PKC<. 2%
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1.5. LACTOFERRINA

1.5.1.-Generalidades:

El nombre de lactoferrina deriva de su antiguaifatasion como una proteina
fijadora de hierro mayoritaria en la leche.

De las tres proteinas con afinidad por el hierm@ndferrina, ferritina vy
lactoferrina, esta ultima se revela cada vez masocona pieza fundamental en los
acontecimientos fisiopatolégicos ligados a la inféa e inflamacion, constituyendo el
nexo de union entre el incremento del turnoverdeitario y el atrapamiento de hierro
en el sistema fagocitico-mononuclear.

La lactoferrina, también llamada lactotransferrieg,una proteina transportadora
de hierro, que se encuentra presente en las gcaom#a especificas o secundarias de
los granulocitos polimorfonucleares. Fue descubigror primera vez en la leche
bovina por Sorensen y Sorensen en 1939 en 1960 se aisl6 en la leche humana por
Johannsorf®. Posteriormente, la obtencién de antisueros e$pesiizo posible su
deteccion en otros fluidos corporales tales comadgeama, saliva, secreciones nasales
y bronquiales, bilis, orina, semen y moco cervitésson et al en 196% utilizando
aminoacidos marcados, demostraron su sintesisagotivlos granulocitos neutrofilos
de la médula 6sea. Por otra parte, el uso de anpios anti-lactoferrina marcados con
fluoresceina, reveld una brillante fluorescencitopiasmatica en metamielocitos y
neutrofilos maduros, y débil tincidbn en elementagsnmmaduros. Poco después, en
1970, Baggiolini et af°® mediante estudios de fraccionamiento celularpetnaron
que la lactoferrina se localiza en las granulagosecundarias o especificas del
neutréfilo de conejo. Esto mismo fue demostrado newitrofilos humanos por
Spitznagel et al en 197%.

Sintetizada por los neutréfilos como proteina démado intracelular, en
condiciones fisiologicas es liberada al medio edhaar en muy pequefias cantidades,
encontrando amplias diferencias segin los diverstimes, siendo para Hansen €0l
de 0.13-0,42 mg/l, y para Olofsson et%@ide 0,40-2,64 mgl/l.

Como ya se ha mencionado se encuentra en la @ratdialidad de las
secreciones corporales, predominantemente en lacsmes de las glandulas
exocrinas digestivas, respiratorias y reproductigagiriendose en un principio un rol

en la defensa inespecifica contra patégenos invasiv

28



Introduccién

1.5.2.- Estructura y Propiedades:

Se trata de una glucoproteina de 703 aminoaci@oBmdentre 75 y 80 kDa y con
un punto del isoeléctrico de 8.7, que transportersblemente dos iones Feor
molécula®®23

La estructura terciaria de la hololactoferrina dstes en una sola cadena
polipeptidica plegada en dos Iébulos llamados NE-Wbulo cada uno con un sitio
fijador de hierrd*®, que se corresponden con los radicales aminoratrresiduos 1-
333) y carboxilo terminal (residuos 345-692) respamente, la secuencia 334-344
representa la llamada bisagra, se trata decHt®&slices que cumple su rol durante la
apertura y cierre de los dominios, de manera queigie®s ajustes internos puedan
permitir la acomodacion del hierro y aniones steral la estructura molecular general
217.

Cada l6bulo es subdividido en dos dominios N1, N2dpulo) y C1, C2 (C-
I6bulo), con un sitio fijador de hierro situado lencara interna de la hendidura inter-
dominio ?*® Figura 2. La fijacién de hierro (F&) por la lactoferrina ocurre
concomitantemente con la vinculacion de dos aniafeeshicarbonato, un proceso
esencial para ligar el hierro a la lactoferrfhdy los aminoéacidos que contribuyen a la
fijacion del hiero en la hendidura son 2 tirosinhsyspartato y 1 histidind” '8 El
papel del anidén carbonato parece ser doble: (d)alear cargas positivas que podrian
rechazar el cation, y (b) preparar el sitio fijadet metal en la apo-proteina agregando
dos ligandos méas potent€s. Como resultado de la fijacion del hierro se poedel
cierre de la hendidura inter-dominio.

Hay una notable homologia entre los dos l6bulos dlminoacidos 1-333 y 345-
692, respectivamente). Se han demostrado 125 (3@m)oacido idénticos en los
respectivos I6bulos y muestran una estructuraamacmuy similar. Esto ha llevado a
una teoria de duplicacion del gen, que podria hatrido hace unos 500 millones de
afos cuando la molécula original de 40 kDa se oo mientras formaba los dos
dominios y dando lugar asi a una familia de preigicon una masa molecular de 80
kDa?',
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Figura 2: Estructura terciaria de la hololactoferrina.

La secuencia de la lactoferrina humana ha sidaliesta en diferentes fuentes de
lactoferrina: la primera secuencia de aminoacidoseslizdé en la lactoferrina de la
leche materna y la secuencia del ADNc en céluladomdies y glandulas mamarias.
Estas secuencias fueron practicamente idénticas, esnbago, la estructura
cristalografica de las diferentes lactoferrinas hoas sugieren que son tres residuos de
argininas (GRRRS), y no cuatro (GRRRRS), los presean el extremo N-terminal de
la proteina. Esta discrepancia es consecuencia ftexibilidad de la proteina en su N-
terminal y por ello la densidad en este punto esigua®’.

Los estudios de cristalografia también han mostralds cambios
conformacionales una vez fijado el hierro en ladferina y transferring®®. La
afinidad fijadora de hierro y las caracteristicadas I6bulos se han estudiado bien en
la transferrina®®, pero es menos conocido en la lactoferrina. Lasfarina puede
existir en cualquiera de estas cuatro formas mtdees®® 2?1 %22 gpotransferrina,
transferrina monoférrica, en sus formas-A 6 -Bransferrina diférrica. Cuando el
grado de saturacion férrica aumenta, la masa malede la transferrina disminuye,
implicando que el hierro fijado a las areas fij@dode la transferrina inducen un
cambio conformacional que conduce a cerrar un domiijador de hierro. La
separacion de tres formas de lactoferrina ha siohbbién representada con éxito usando
cromatografia liquida de alto rendimiento, peracdaeza absoluta sobre la existencia
de cuatro formas fijadoras de hierro de lactofar@din no se ha logrado, ya que la
diferenciacion entre posibles formas-A y B de Il&mtina monoférricas por
electroforesis no se ha llevado a cabo

El analisis estructural por Rayos-X ha reveladoe$tructura espacial de la
lactoferrina®'®, Figura 3. La estructura terciaria de la apolactoferrinalpkactoferrina
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son diferentes, y las diferencias principalmenteesdgran en el N-I6bulo. EI N-Iébulo
de la apolactoferrina tiene una conformacion adié@uh angulo de 53° entre los N1 y
N2 subdominios), y el C-lobulo tiene una conformacicerrada (los C1- y C2-
subdominios se acercan). En la hololactoferrinabaamliébulos muestran una

conformacioén cerrada®.

pohyanicn-Rinding
doman

C-lobe

ATP-hingding
darmain

Figura 3: Estructura espacial por Rayos-X de la apolactaferyi hololactoferrina.

La lactoferrina puede existir en tres isofornfd§ dos con actividad RNasa
(lactoferrina- 3 'y lactoferrinay) y una sin actividad RNasa (lactoferring; las tres
estan presentes en la leche del pecho humana psegranulocitos™* %4 Estas
isoformas comparten la misma fisica, quimica yctarésticas antigénicas, pero difieren
en sus propiedades funcionales. Las isoformas abwidad RNasa no muestran
funciones hierro-fijadoras, mientras que la isofarfijadora de hierro no tiene ninguna
actividad RNas&'% Estos resultados pueden explicar parcialmentdiviarsidad de
informaciones sobre las funciones atribuidas adtoferrina.

La lactoferrina de la leche humana tiene dos pymbbsnciales de glicosilacion (la
asparragina 137 y 478, una localizada en el ext@mg el otro en el extremo N-
terminal); sin embargo, el grado de glicosilaci@ani& (y por tanto la masa molecular de
la proteina puede oscilar entre 76 y 80 kD). Notatis, los residuos de glicésidos
presentes en la lactoferrina son caracteristi®sos azlcares encontrados son glicanos
poli-N-acetillactosaminicos, que contienen acidadgtineuraminico, galactosa y fucosa

210.211 | 5 estructura primaria de los glicanos de laofectina de los polimorfonucleares
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neutrofilos humanos (PMN) es idéntico al de losagibs de la lactoferrina de la leche
humana. Van Berkel et &°demostraron que la alta resistencia de la lactngefrente

a proteasa, bajadas del pH, etc..., podria sedaebla alta glicosilacion. Pero el papel
preciso de estos glicanos no se ha establecid®,dice que su eliminacion no tiene un
efecto claro en la funcion y propiedades de laofactina, tales como la fijacion al
receptor*® %% Sin embargo, esta afirmacion se ha discutidogmas estudios donde
fueron implicados como ligandos del recegtdr

La lactoferrina es notablemente resistente a laad@gion proteolitica por la
tripsina y enzimas similares a la tripsina, dandwia resistencia parcial por lo menos a
la digestion en el intesting®. Esta propiedad facilita la absorcién neonatallale
lactoferrina de la leche maternal. Es interesanie @ forma hierro-saturada (la
hololactoferrina) sea mas resistente a la proisoljse la apoform&®®. El grado de
lactoferrina saturada de hierro en el plasma esodesida’®.

Las similitudes entre la lactoferrina y otras tfanmgnas son pronunciadas. El
mismo modelo de polipéptidos plegados se encuarirégodos los miembros de la
familia de las transferrinad' #® La lactoferrina, como la transferrina, es un
transportador férrico y como tal existen la holtdéerrina (hierro-saturadas) y
apolactoferrina (hierro-vacia). La masa molecukaidatransferrina (la apo-forma: 75-
76.6 kDa; la holo-forma: 73.8-86 kDa) esta denebrdngo conocido de la lactoferrina
(la apo-forma: 75-76.4 kDa; la holo-forma: 82.6 kD&% La composicién de
aminoécidos de la lactoferrina y transferrina parser muy similaf** 2*? con un 49%-
59% de homologia entre los dos dominios correspoiel de las respectivas moléculas
219 | a estructura secundaria, incluyendo sus uniafisslfiricas entre residuos de
cisteina®™, asi como la terciaria es notablemente similaloEresultados han llevado a
especular que las dos moléculas pueden compantiseto origen filogenétict™

Pero la lactoferrina, sin embargo, difiere de Ens$ferrina en sus propiedades
inmunologicas o antigénicas, composicion de hidrate carbono (los glicésidos de la
lactoferrina contienen un residuo de fucosa terfpina solubilidad en agua, punto
isoeléctrico (la lactoferrina es mas basica que trensferrina, pl 8,7 y 5,9
respectivamente), localizacion del hierro fijadsitjos de glicosilacion (los puntos de
glicosilacion en la transferrina estan localizado<! I6bulo-C, mientras cada I6bulo (-C
y -N) de la lactoferrina tiene un sitio de glicasibn)?** 2*2 231 por tanto pese a sus
similitudes conviene enfatizar algunas diferen®@asre ambas, que pueden tener un

notable significado biologico:
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a) No se ha evidenciado reactividad inmunologica atazentre transferrina y
lactoferrina de la misma especie, debido probalbiene minimas variaciones
entre sus determinantes antigénicos. Esto facii#a identificacion y
cuantificacion de ambas por métodos inmunologicoffuedos corporales.

b) A pH é&cido, por debajo del fisiolégico, la transiiea pierde su afinidad por el
hierro, en tanto que la lactoferrina sigue consetefa. Esto hace que en un
foco inflamatorio, donde el pH es acido por la attacentracién de productos
catabdlicos, esté favorecido el trasvase de dichtalndesde la transferrina
hacia la apo-lactoferrina liberada por los neutwéfial medio extracelular
durante la fagocitosis. De esta forma, la reaccion:

Transferrina-Fe + apo-lactoferrina— apo-transferrina + lactoferrina-Fg
esta permanentemente desplazada hacia la derecha.

c) La lactoferrina tiene un turnover mas rapido quetrémsferrina. Esto le
confiere gran importancia en la cinética del hiemnoprocesos infecciosos. En
este sentido, Bennett y Kokocinsk?, demostraron que la lactoferrina
saturada con hierro, no en su forma libre (apafaatina), tras marcarla con
isotopos radiactivos, experimentd un rapido aclé&ato plasmatico, que se
acompafd de una rapida captacion en higado y bazadiactividad persistio
varias semanas en estos organos, desde dondafigéetida lentamente a la
médula 6sea antes de aparecer en eritrocitos anted.

d) Las células del sistema fagocitico-mononuclear goseeceptores de
membrana especificos, no sélo para la transfeffthasino también para la
lactoferrina, siendo la afinidad de ésta por aggethucho mayor cuando se
encuentra saturada de hierro que en su formaZfibre

e) El péptido conector interlobular es helicoidalla lactoferrina, mientras que

en la transferrina es irregular

1.5.3.- Niveles de lactoferrina en plasma:

La lactoferrina esta presente en el plasma a ctraoéones relativamente bajas,
comparadas con los niveles substancialmente n@seaitontrados en el calostro, leche
materna, y el plasma seminal. Las diferencias addsnen su determinacién son
probablemente atribuibles a factores como:

1) Los métodos analiticos.
2) El tipo de anticoagulante usado.
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3) Las variaciones en la saturacion férrica de laofadtina. Se ha visto como
ciertas formas de lactoferrina tienen una afinioeés alta por sus receptores. La
afinidad por el receptor quizas podria atribuirdesacambios conformacionales
gue ocurren cuando liga hierro.

4) El estado de la lactoferrinan“vivo” comparado con el polimerizadm ‘vitro”
235230 | 5 molécula exhibe una pronunciada tendenciaokingrizado lo que
posiblemente puede contribuir a aumentar la amghma de niveles de
lactoferrina en suero.

5) Elintervalo de tiempo entre la venopuncion yrélssis.

La lactoferrina del plasma deriva predominantemetgdos neutréfilo$®. Su
presencia en los granulos especificos se usa admgrara identificar estos granulos.
Sin embargo, resultados recientes han mostradtadaetoferrina también se encuentra
en otros granulos, probablemente terciarios, aurgbmjas concentracioné?. Las
concentraciones de lactoferrina en plasma puedeo pueden correlacionarse con el
contaje de neutré6filod® 23 239 dependiendo de la magnitud de la degranulacién y
quizés la contribucién de otros érganos, como ldul@dsea, endometrio y placenta, en
la captacion de lactoferrina plasmati¢ 42

Varios autores han notificado que los niveles de&farrina son mas altos en los
varones que en las mujer®s **2* uno informé que lo niveles eran similares, pero
con desviaciones estandar mayores para las mdéférgssolo uno informé de niveles
mas altos en las mujeres que en los vardfiesEn vista del mayor volumen de
granulocitos con lactoferrina encontrado en los bres por Freeman et &', es
probable que el nivel mas alto encontrado en vargoe la mayoria de los autores sea
consecuencia de su degranulacion en mayor 0 meado.g

Los niveles de lactoferrina en plasma cambian deareahembarazo. Los cambios
en los niveles de lactoferrina del plasma matesglmanifiestan con un ascenso
progresivo en la concentracion, estabilizandose semana 29 del embaraZ4 Varios
factores pueden contribuir a esto: (a) la leucsit@sociada al embaraZz8: (b) el
aumento selectivo de lactoferrina en el volumemuyea de neutréfilos, mientras el
contenido de mieloperoxidasa se mantiene igtfal(c) la contribucién a los niveles
plasméticos maternos de la lactoferrina derivaddadeecidua®?y, quizas, (d) una
influencia hormonal en la produccion de lactofexripor otros tejidos como el

endometrio, decidua o acino del pecfi8 Por tanto parece que los niveles de
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lactoferrina pueden influenciarse por la actividawlocrina. Tal influencia hormonal
explica y se basa en los siguientes hechos: (@@daiacion estandar mayor vista en el
suero de las mujeré€® (b) la sugestiva produccién endometrial de lastifa durante

la fase secretoria del ciclo menstrdal, (c) el aumento en los niveles plasmaticos
durante el embaraZ8’, (d) la correlacién entre el contaje de neutréfydos niveles de

251
0]

estradiol urinario™", (e) niveles mas altos postmenstruales que prdmales en la

F52

mucosidad vaginaf™, (f) la disminuciéon en los niveles de lactoferrigaginales

méximos encontrados en las mujeres con anticonosptirales®?

, (g) la tendencia
conocida de los niveles plasmaticos de lactofepara variar con el ciclo menstrdaf,

(h) las diferencias entre los niveles de varon yenes, (i) la dependencia hormonal de
la concentracién de lactoferrina prostatiéd’, y (j) los niveles de plasma

postmenopadsicos mas altés >*°

1.5.4.- Metabolismo de la lactoferrina:

La lactoferrina se produce y almacena en los nilaplibre de hierro, a nivel de
los granulos especificGs® >

Parece ser, como ya hemos comentado, que los sidde produccién de
lactoferrina son hormono-dependientes. Se piensdagregulacion de la produccién de
la lactoferrina depende del tipo de célula prodactBor ejemplo, los estrogenos regulan
la expresion de lactoferrina en los tejidos dettraeproductor, pero no influyen en la
produccion de lactoferrina por las células de lEmdulas mamarias; en cambio la
prolactina estimula la produccion de lactoferrimala&s glandulas mamarias durante la
lactancia.

La lactoferrina almacenada en los granulos espesifile los neutrofilos tiene dos
destinos: o puede secretarse en los tejidos cierues o sangré®™ o los granulos
pueden fundirse con el fagosofi?d La secrecién a la circulaciéon depende de factores
de degranulaciébn que a su vez parecen ser deptsligle la activacion de la
guanilciclasa (cGMP) y de la PKC (calcio dependignEsto ocurre en condiciones

aerébicas y anaerobias y se estimula por la IUe8lgG unida a la superficfe® 2°’
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Los niveles plasmaticos de lactoferrina generalmanimentan en sobrecarga de
hierro, inflamacién, enfermedades infecciosas, yache el desarrollo de un tumor,
demostrandose un mecanismo de estimulacion mudifat para la liberacion de la
lactoferrina de los neutr6filse.

En su liberacion, la lactoferrina liga iones de ahesiendo el hierro el mas
estudiado. La relacién precisa de apo/hololactoizren suero no ha sido todavia
determinada, porque tales determinaciones tieregtasidificultades experimentales. La
lactoferrina es eliminada de la circulacion de wuda estas dos maneras
fundamentalmente:

* Puede eliminarse tanto de la circulacion como deekpacios intersticiales a
través de un mecanismo de endocitosis receptoragedbor las células fagociticas
(macréfagos, monocitos y otras células del RES),etdraslado subsiguiente del hierro
a la ferritina®® #* 2% En experimentos realizados con ratas, la viddiande la
hololactoferrina inyectada se prolongé el triple d@loquear el RES®. Alguna
controversia existe todavia con respecto a ladastlunvolucradas en esta forma de
eliminacién de la lactoferrin&®.

e La manera alternativa de eliminacion de la lactofar seria su captacion
directa por el higado. Las células de Kupffer yemrtlotelio del higado, asi como los
hepatocitos parecen estar involucrados en ellotiem@o al parecer una captacion
competitiva con la transferrirf&.

Bennet y Kokocinski mostraron que la lactoferrinarcada se aclara rapidamente
de la circulacion por el higado y bazo. Con todtatdoferrina no desaparecié hasta 7
horas después de la inyeccitfi No es todavia seguro que la lactoferrina, como la
transferrina, se recicl®'. Se necesita una investigacién mas extensa péeaden el
metabolismo de la lactoferrina totalmente.

Los rifiones también parecen jugar su papel erirtarglcion de la lactoferrina de
la circulacion ya que se ha encontrado lactofaergifragmentos de lactoferrina en la
orina de lactante$®®> Es interesante conocer que la lactoferrina enadaten los
lactantes alimentados con pecho es predominanterdersrigen materndf? También

se han encontrado fragmentos moleculares de laghafen las deposicioné¥.

1.5.5.- Receptores de la lactoferrina:

La lactoferrina es una proteina basica con un puséeléctrico alto (8.7),

permitiéndole  sufrir uniones inespecificas a machélulas diana o protein&s®
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Algunos estudios con fragmentos de lactoferrinécand que el I6bulo-N (de residuos 1-
90) esta involucrado en la fijacién al receptorladactoferrina®®*. Sin embargo otros

estudios encontraron que ambas regiones de lafdatt@a humana lobulos-N y C se
ligan a los receptores bacterianos de la lactoi@fff. Los receptores de la lactoferrina
se han identificado en el tracto gastrointestieal, los leucocitos y macréfagos, las

plaquetas, y en bacterias. Un resumen de estgstoees se presenta enflabla 1.

Tabla 1: Receptores de la lactoferrina identificados.

Receptor Masa molecular Constante de afinidad E ikl
(KDa) (Ka)
Intestinal 114 (no reducida) 0.3 x fo + hololactoferrina
38 (redugida + apolactoferrina

+ lactoferrina desglicosilada
+ lactoferrina fragmentada
- lactoferrina bovina
- transferrina

Monocitos - 4,5 x 10 + lactoferrina
- transferrina

Macréfagos - 1,7 x 10 + lactoferrina

Neutréfilos - 2,2x 10 + lactoferrina
0,86°°

Plaguetas - 13,6 x 10 + lactoferrina
1,23&°° + transferrina

Bacteriales: - - -

- S.aureus

Aeromonas hydrophilia
N.meningitides

H. Influenzae

Shigela flexneri

Silente: - - -
- AlbUmina

- IgA

- Lisozima

- B-lactoglobulina

- ADN

1.5.6.- Papel biolégico de la lactoferrina:

Todavia existen muchos aspectos por aclarar adetqaapel exacto y mecanismo
de accion de la lactoferrina. Se ha demostrado lgukactoferrina juega un papel
fundamental en el mecanismo de defensa del huéapiedomo en el metabolismo
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férrico. Su papel en el mecanismo de defensa dadmd va mas alla de un mero agente
bacteriostatico. De hecho a su funcidén bacterigstde suma que puede ejercer un efecto
bactericida y puede frenar la proliferacion de tnaicrobios como los hongos y virus.
Es mas, tiene un papel importante en el mecanisndetensa corporal a través de sus
acciones inmuno-moduladoras. En el metabolismdctéda lactoferrina parece que
interviene en el control de la disponibilidad féari Otros mecanismos en los que la
lactoferrina esta implicada incluyen una funcioguladora del crecimiento celular, la

coagulacion, y quizas la modulacién de la adheseceiular Figura 4.

Antivirica

Inmunomoduladora

Antiparasitos
\ Antibacteriana

/

Antiinflamatoria <\ > Antifangica
LACTOFERRINA \

Ferrinemia A/A/
Factor de transcripcion / \ \

Granulopoyesis Procoagulante

Antitumoral

Proteasa

Ribonucleasa

Autoanticuerpo

Figura 4: Funciones de la lactoferrina

Muchas de las acciones de la lactoferrina estamrokente relacionadas con sus
propiedades fijadoras de hierro, pero también egocigue no todas sus acciones son

atribuibles a dicha capacidad fijadora de hierro.

1.5.7.- Defensa del huésped:

El papel de la lactoferrina en la defensa contsanhecroorganismos se pone en
evidencia clinicamente por las infecciones rectewistas en los pacientes con una
ausencia de granulos especifié¥sy por la funcién granulocitica alterada asocieia

una deficiencia de lactoferrin®’. Esto est4d experimentalmente confirmado por los
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resultados de investigaciones en los que se commbéfecto proteccionista mostrado
por la lactoferrina en la septicemia por E. cofieimentaf®®

El papel mejor conocido de la lactoferrina en elcamssmo de defensa es su
accion bacteriostatica por sus propiedades fijaddeahierro. Durante la fagocitosis,
los PMNs degranulan, es decir, las granulacionsap#gecen y su contenido es vertido
en el fagosoma de forma secuencial, precediendedpscificas a las primari&%
Inmediatamente después, el pH de la vacuola seduwde®®®, condicién que favorece
la actuacion de las proteinas granulocitarias. daoferrina, que se encuentra con
pobre contenido en hierro, podria restringir lgpdisbilidad de dicho metal dentro del
fagosoma, al unirse a él avidamente, a pH acidchdiestriccion favorece la funcion
bactericida del fagosoma, dificultando al mismaonfi@ el desarrollo intracelular de la
bacteria. Esta hipétesis se ve apoyada por eljtrate Bullen y Armstrond’®, los
cuales consiguieron revertir la actividad bactdecsobre Pseudomona aeruginosa,
saturando la capacidad transportadora de hierta ldetoferrina dentro del PMN.

La produccidn de agentes oxidantes a partir dglemd molecular, es un aspecto
importante durante la fagocitosis. De ellos, ela@didroxilo (OH), formado a partir
del G, y del HO,, destaca por su potencia, actuando no sélo cowrteri@da dentro
del fagosoma, sino también como mediador de dafidati en la inflamacién. La
reaccion de sintesis, por su lentitud, no tenditaaa biologica sin la presencia de
sustancias que aceleren su velocidad. En estedsemimbruso y JohnstoA’
demuestran como la lactoferrina, unida al hierrccaégaz de contribuir al aumento
considerable deOH en PMNSs. Dentro del fagosoma, donde el pH afaeil complejo
lactoferrina- Feacelera la produccion del potencial oxidante netegpara la actividad
antibacteriana ya que la la lactoferrina tienedhilidad de unirse a los iones férricos
libres, haciendo que estos no contribuyan a lalisiatale los radicales toxicos de
oxigeno los cuales podran seguir ejerciendo susidoes. Podemos concluir que la
lactoferrina favorece la actividad de los radicafescos de oxigeno.

Ahora se sabe que la lactoferrina, ademas de sdanabecteriostatica, también
puede ser bactericida. El efecto bactericida delaldoferricina B, un péptido
proteoliticamente derivado de la regién N-termidal la lactoferrina, se dice que es
varias veces mayor que el de la lactoferrina. téofarricina B parece ser letal para un
amplio espectro de microbios, inhibiendo la capatiformadora de colonias de la
mayoria de las especies testatlasEl efecto bactericida de la lactoferrina es lteva

cabo por la permeabilizacién, es decir dafiandodmbrana bacteriana exterior con la
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alteracion subsiguiente de su permeabilidad. La lon@na bacteriana dafiada incorpora
la lactoferrina teniendo lugar a continuacion urspersion de lipopolisacaridos (LPS)
273 E| componente activo lactoferrina/lactoferricBi@n la membrana bacteriana se dice
que es una molécula proteica de 38-kDa, conocideqmrina®’*.

Parece ser que la lactoferrina también tiene @defcingicidas y quizas antivirales.
El efecto antifungicida no estd del todo aclarageto se conoce que fracciones
monoproteicas de Candida albicans aumentan el mideecélulas polimorfonucleares
fungifagociticas®”>. También se ha demostrado la matanza directa resiop de la
capacidad formadora de colonia de Candida albipantos fragmentos N-terminales de
la lactoferrina, al parecer a través del mismo miscao que ejerce su efecto bactericida
276 E| efecto de la lactoferrina en la proliferaciéimal todavia es polémico. Los
neutréfilos mostraron tener reducido el conterd@olactoferrina tras las infecciones
virales. Este déficit de lactoferrina de los néfilvé se sugiere que juega un papel

importante en las sobreinfecciones bacterianavipalss®"’.

1.5.8.- Regulacion de la respuesta inmune por lad@ferrina:
La lactoferrina, como previamente se mencion0,qeajegar un papel extenso en

el mecanismo de defensa modulando ciertas pautaminiiogicas **8

Existen
observaciones que hacen pensar en un papel inmadokmwlor que incluye la
inhibicion de la produccion de varias citoquinaduidas TNFe y la IL-1B, que juegan
un importante papel en la respuesta inflamato& piensa que la inhibicion en la
liberacion del TNFa por la lactoferrina es debida a su capacidad tleaacomo anti-
endotoxina por fijacion al lipido A de los LPS libdos de las bacterias lisadas, de modo
que inhibe la fijacién de los LPS a los receptd@&sl4 de los monocitos/macréfagos
donde se inicia la respuesta proinflamatoria. Sibargo, la identificacion de receptores
para la lactoferrina en la superficie de mieloldastnonocitos, macréfagos vy linfocitos
ademas de las células epiteliales involucradas @naduccion local de TNE; sugiere
que la lactoferrina puede tener un efecto direatdaeregulacion de la produccion de
citoquinas por estas células a través de su unilos aeceptores especificas de los
mismos "8

Ademas la lactoferrina puede estar involucrada t@&mlen la immunotoleracia,
evitando la activacién del sistema del compleméfit§in embargo existe estudios que
informan que puede activar la via clasica del cemehtc®®.

Un resumen de sus funciones inmunomoduladoras estégidas en [&abla 2.
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Tabla 2. Funciones moduladoras de la lactoferrina en losamemos de defensa del huésped

Funciones Moduladoras

Mecanismos Probables

1. La lactoferrina aumenta la acumulacién de neutsfj
su adherencia a los tejidos en el lugar de laiajur

2.La lactoferrina aumenta la adhesividad de los
granulocitos favoreciendo las interacciones cedslar

3. El papel de la lactoferrina en la produccion decalds
libres:

a) En medio acido como el del fagolisosoma, la
lactoferrina puede promover la produccion de
radicales para la destruccién intragranulocitica de
microorganismos  catalizando la  producciéon
neutrofilica de radicales hidroxilos.

b) En el caso de valores normales de pH extracelalar,
lactoferrina puede inhibir la produccion de radisal
libres y de este modo disminuir el dafio oxidatieo d
los tejidos:

» La lactoferrina inhibe la produccién de radicales
libres por monocitos estimulados.

» La lactoferrina puede proteger a los neutrdfilos
del dafio peroxidativo lipidico.

* La lactoferrina inhibe el
peroxidacion lipidica.

mecanismo de

4. Debido a su funcién reguladora del crecimiento:

a) Los efectos parecen ser fundamentalmente de

naturaleza inhibidora:

« Inhibe la proliferacién de linfocitos inducidos por
mitdgenos y aloantigenos.

* Bloquea la liberacién de histamina por los
mastocitos de rata.

* Inhibe la sintesis de anticuerpos.

* Favorece el control de la actividad de monocitos/
macroéfagos.

« Accién anticomplemento.

* Aumenta la citotoxicidad de las células natural
killer (NK) y la citotoxicidad de las linfokinas de
las células killer activadas (LAK).

b) Mecanismo de accién de la lactoferrina a través de

su accién sobre la actividad de las citoquinas

* La lactoferrina suprime la secrecion del factor
estimulador de colonias de granulocitos-
monocitos.

e El 50% de la lactoferrina saturada por hierro
inhibe la liberacion de citoguinas tales como TNF,
IL-1B e IL-2 a modo dosis-dependiente y tiempo-
dependiente.

 La lactoferrina solo afecta la liberacion pero ao |
actividad bioldgica de las citoquinas.

» La lactoferrina en presencia de lipopolisacaridos,
aumenta la produccién de de IB;ITNF-o, IL-6
y prostaglandinas.

5.La lactoferrina puede modificar la
inflamatoria en el SLE por uni6n al ADN.

respuesta

6. La lactoferrina de neutréfilos aumenta la capacidad
antimicrobial de macréfagos.

7.La lactoferrina incrementa la funcién de los
polimorfonucleares por aumento de sus motilidad y
favoreciendo la produccion de superéxidos.

8. La lactoferrina puede sustituir a los anticuerposlee
activacion de la via clasica del complemento.

¢ Reduccion de la carga de superficie y por tantdade
fuerzas repulsivas.

* La lactoferrina se une a la superficie de las a8lul

polimorfonucleares y reduce su carga superficial.

a) Suministra hierro al sistema generador de

radicales de oxigeno.

b) Secuestrando hierro.

* Mecanismo dependiente de la union al hierro.
* Mecanismo dependiente de la union al hierro.

* Mecanismo dependiente de la union al hierro yalgue
lactoferrina saturada de hierro esta demostradonque
tiene efecto inhibidor.

« Desconocido, podria ser dependiente de sus
propiedades quelantes de hierro.

« Desconocido, pero aparentemente dependiente de la
saturacién de hierro.

» Desconocido.

» Desconocido

« Controvertido. Algunos encuentran una accién
procomplemento.

» Desconocido pero independiente de la saturacidicdér
o de la actividad RNasa.

* La inhibicién de la sintesis de IL-1 dependientelale
concentracion de lactoferrina (feedback negativo).

¢ Desconocido.

» Desconocido.

* No conocido pero independiente de la saturacién
férrica.

La interaccion entre la lactoferrina y el ADN imeida
unién del ADN con los anticuerpos anti-ADN. També&mn
capaz de disgregar la unién ADN y anticuerpos ADIN.

Los macréfagos
lactoferrina) como
mieloperoxidasa.

ingieren granulocitos (ricos en
fuente de lactoferrina y

Desconocido, pero aparentemente independiente de la
saturacion férrica pudiendo ser abolido por antjzo®
antilactoferrina.

Desconocido, aunque parece ser que interviene la

adherencia de la lactoferrina a la membrana.

41



Introduccién

1.5.9.-Papel en el metabolismo férrico:

La lactoferrina de la leche materna se absorbectmtpor el intestino de los
lactantes’®?. La observacién de una concentraciéon de lactoferyi una disponibilidad
férrica mayor en la leche materna que en la bowingind la hipotesis de que la
lactoferrina podria favorecer la absorcion férecalos lactantes alimentados con pecho.
Esto parece ser probado por el hallazgo de unarrabgorcion férrica por los lactantes
alimentados con leche materna que en los reciédosaalimentados con leche bovina
281 Que la lactoferrina aumente la absorcién férres, sin embargo, todavia
controvertida®pero varios hallazgos parecen apoyar tal posihilidatre otros:

« La habilidad del enterocito humano de extraer bide la lactoferrind®

 La alta captacion de lactoferrina por los enteoscit.

* La correlacion entre la excrecion urinaria férmegnatal con la concentracion lactea
de lactoferrina, asi como con la captacién de leeh@echd®

« El transporte férrico a través del cepillo intestipor la lactoferrind®.

La lactoferrina puede afectar los mecanismos bgiobs celulares quizas a través
de su influencia en la disponibilidad férrica. Herho se conoce que afecta a las
funciones celulares del huésped actuando sobA®DBl, y en menor grado sobre el
ARN vy sintesis de proteinas, la expresion de mareadde superficie de linfocitos, la
secrecion de inmunoglobulinas, la expresion detpx de interleukina-2 y muchas
otras?®. La lactoferrina puede asi, a través de su efeatta disponibilidad férrica,
indirectamente influir en un espectro ancho devalzdes fisiologicas.

Una de las caracteristicas de los procesos infeagie inflamatorios, es el rapido
descenso de la concentracion sérica de hf€tréloy dia se sabe que este fenémeno es
parte integrante de un conjunto mas amplio de aconientos que se ponen en marcha
en respuesta a la liberacién del pirbgeno endoégentambién denominado IL-1,

Figurab.
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Figura5: Efectos de la IL-1 sobre la concentracion sérichideo.

Dicho péptido es el responsable de la fiebre, &lbodismo proteico, la sintesis
hepatica de proteinas reactantes de fase agudatgracion en los niveles plasmaticos
de ciertos oligoelementos como el hierro, zinc pre6®’. Sobre los propios PMNs, la
IL-1 es capaz de estimular la liberacion del codienle sus granulaciones especificas
hacia el medio extracelular, tanto en ausenciagecditosis como de adherencia a otras
células®®® Este hecho enlaza con la teoria de Van Snick &, segun la cual la
lactoferrina liberada por los PMNs es responsabde lal hiposideremia en la
inflamacién. ElI complejo lactoferrina-fes captado por los macréfagos, resultando un
bloqueo de dicho oligoelemento a nivel del sistdagcitico-mononuclear. De esta
forma, hay menos cantidad de hierro almacenado demidina disponible para la
sintesis de hemoglobina. Hansen et®3lencontraron un marcado descenso en la
concentracion de lactoferrina intragranulocitamalas primeras fases de una infeccion
aguda, coincidiendo con un maximo ascenso de lxetdracion de lactoferrina

plasmatica. Esta observacion refuerza todavia anditalda teoria.
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El atrapamiento del hierro a nivel del sistema &igmn-mononuclear, perpetuado
en el tiempo por la continuidad de un proceso mdsorio (tuberculosis, supuracion,
colagenosis,etc.), es un factor decisivo en el rddfa de lo que conocemos como
anemia de los trastornos crénicos, cuyo patropadideremia, aclaramiento plasmatico
de hierro acelerado y aumento de los depdsitogutetindoteliales, puede ser
explicado por las alteraciones fisiopatolégicagantmente mencionadas.

1.5.10.-Lactoferrina y la mielopoyesis:

El efecto exacto de la lactoferrina en la mielopigydodavia estd debatiéndose.
Esta implicada en la regulacién de la granulopaygsr la inhibicién de la mielopoyesis
a través de un mecanismo de feedback negafid®

El papel de la lactoferrina como regulador de leelopoyesis podria ser
contemplado del siguiente modo: en respuesta anfieecion bacteriana, se produce
una leucocitosis neutrofilica, fruto de la libadac de CSA por las células
mononucleares (familia de glucoproteinas denonaimiazblectivamente “Actividad
Estimuladora de Colonia” o CSA capaces de aumdatéwrmacion de coloniasirf

vitro” 2%

y sintetizadas fundamentalmente por los monocit@rofagos y los

linfocitos T). La liberacién concomitante de ingrkina 1 por los monocitos, principal
fuente de dicho mediador, condiciona, junto a otedsctos, una activacion y
degranulacion de los PMNs aun en ausencia de tag@giencaminadas a yugular el
proceso infeccioso. La apo-lactoferrina liberadmeadio extracelular, capta hierro de la
transferrina, y de esta forma se une a receptaspscHicos de los macréfagos,
resultando no soélo un bloqueo de dicho oligoelemesnt el sistema fagocitico-
mononuclear, sino también una modulacion de laymcidn de CSA para adaptar la

mielopoyesis a las necesidades de cada monteigiar,a 6.
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Figura 6: Inhibicion de la mielopoyesis por la lactoferrina.

Pero ademas se ha observado como la lactoferrifim sereceptores especificos

en las células hematopoyéticas, se internalizaaks télulas, y se une con el ADN

dentro del nucleo. La eucromatina se ha sugeridwoaal sitio funcional probable para

la accién inhibitoria de la lactoferrina.

Por ultimo es posible que la lactoferrina jueguénportante papel patogénico en

neutropenias de origen centfal, en las que presumiblemente existe una alteratson

los mecanismos que regulan la mielopoyesis.

1.5.11.-Otras funciones de la lactoferrina:

Otras funciones de la lactoferrina son menos colascpero no por ello menos

importantes, algunas de la cuales son:

Las proteinas de fase agudas se definen comod#sas cuya concentracion en el
plasma aumenta un 25% o mas en infecciones o iafleim. Varios autores han

sugerido que la lactoferrina se clasifique comopnateina de fase aguda.
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* La presencia de anticuerpos anti-lactoferrina entas enfermedades autoimmunes

hace suponer su participacion en la immunotoleadiatla 3.

Tabla 3: Enfermedades con anticuerpos anti-lactoferrina y la
frecuencia y el porcentaje con el que aparecen.

Enfermedad Frecuenciay porcentaje de
anticuerpos anti-lactoferrina

Enfermedad de Crohn cagionalmente, 34%, 8%

Colitis ulcerosa alta, 45-50%

Colangitis esclerosante alta, 50%

AR no complicada ocasionalmente, 2,4%,
4%, 10%, 20%

Lupus eritematoso sistémico mredmente, 20%,
15-20%, 39%

Sindrome de Sjégren primario amaaimente

Esclerodermia 19%

Sindrome de Felty 50%

* Una funcion antitrombdética también se ha atribuada lactoferrina. La posibilidad
de que la lactoferrina o sustancias derivadas dctaferrina puedan influenciar la
funcién de las plaguetas se apoya en observaciones:

1) la presencia de receptores de lactoferrina en &asbranas de las plaquetas
296.

2) la inhibicién de la agregacién plaquetaria ADPéadat”’.

3) la inhibicion del fibrindgeno que liga las plaquetsDP-tratadas.

4) la inhibicién de la agregacion de las plaguetasegeion del tromboxanos y
descarga de serotonifi&

» La lactoferrina es capaz de promover la adhereseibs leucocitos a las paredes
endoteliales, por lo que amplifica la respuestalaeinflamatorig?®.

» La lactoferrina neutrofilica, en cantidades singitaa las halladas en el liquido de las
vias aérea¥” induce en los eosinéfilos varios efectos: la pomibn de superéxido,
la degranulacion de los mismos con liberacion délgDa sintesis de leucotrienos
con la subsiguiente secrecién de LTE.

e La lactoferrina tiene propiedades de RNAasa y DNMA@a®r lo que puede ejercer
acciones de citotoxicidatl.

 La lactoferrina influye en la actividad de lasutés natural killers (NK cells) y

sobre algunas otras células exhibiendo efectoggitms.
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* La lactoferrina es capaz de inducir la secrecionTNé&-a, IL-8, oxido nitrico, y
GM-CSF a partir de macréfagos humarifs
» La lactoferrina es capaz de inhibir la secrecionhgamina y la actividad de la

triptasa, quimasa y catepsing &3

Algunas de estas funciones sugieren que la adhdsida lactoferrina al epitelio
puede constituir un mecanismo iniciador del prodeflamatorio dentro de las vias
aéreas. Es también posible que otros factoresedifes a la IgE (e.j lactoferrina
liberada por los neutrdéfilos) actien también contuctores de la activacion/liberaciéon
de los eosinofilos en los procesos atopicos IgEiwed. Los hallazgos de que ECP
secretada por los neutréfilos estimula la libenaadé la lactoferrina por las glandulas
serosas de la mucosa del arbol respiratorio, auntemosibilidad de que la activacion
del eosindfilo por esta lactoferrina pueda tamlé@rer lugar a través de un mecanismo
feedback positivo generado por la propia ECP dainéfilo con la consiguiente
activacion persistente de esta célula dentro gi@alaérea. Por lo tanto es posible que la
activacion del neutréfilo mediada por la IgE puedadular la respuesta de los

eosindfilos en los procesos atépic¢ds Figura 7.

Figura 7: La lactoferrina como inductora de la activaciim@tacion de los

eosindfilos en los procesos IgE-mediados.
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A pesar de estos conocimientos no se conocia pooglento si la liberacién de
lactoferrina por el neutréfilo de los pacientesrgildbs pudiera deberse directamente a

un mecanismo alergeno-dependiente.

1.5.12.- Posibles aplicaciones clinicas:

El estudio de la lactoferrina puede tener utilidéidica tanto desde el punto de
vista diagnostico como prondstico y orientarnosreda cinética del neutrdfilo en el
curso de procesos tales como leucemia granulocliigaancreatitis calcificada crénica,
la fibrosis quistica, la septicemia, la aplasiaggénita de los vasos deferentes y vesiculas
seminales, la esquizofrenia, inflamaciéon de lacaldicion y degradaciéon del cartilago,
psoriasis y artritis reumatoide. Se han demost@uauerpos de lactoferrina en los
pacientes con el sindrome de Felty, y el descubritaide estos anticuerpos puede ser
atil en su diagndstico. Se ha sugerido mas alla lgqug-lactoferrina/RNAasa yy-

lactoferrina/RNAasa pueden ser de valor en el desuiento de cancer de mama.

El estudio de la lactoferrina liberada por los n&ilbs nos puede ayudar a aclarar
el papel de los mismos en el proceso inflamatolwgeco, pudiendo en un futuro
resultar util como herramienta diagndstica e irelpgndstica, y no debemos olvidar la

posible utilidad terapeutica gracias a su papelutaalr del proceso inflamatorio.
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Hipotesis y Objetivos

Este trabajo, sigue la linea de investigacion gste &ervicio realiza sobre la
participacion directa del neutréfilo en la respaealtérgica, estudiando las posibles
modificaciones sobre aspectos funcionales de laogrdgfdos de enfermos alérgicos y

su comportamiento tras estimulos especificos.

Esta demostrada la presencia de moléculas de Id& superficie de neutrdfilos, no
s6lo de pacientes alérgicos, sino también de sugd00s. Esto significa que si estas
células poseen receptores de IgE y moléculas Heelg su superficie, cabe la
posibilidad de que puedan estimularse por un mecenidependiente de esta
inmunoglobulina, elemento clave de las reaccionésyiaas. Efectivamente, nuestro
grupo demostré como esta célula podia activarsegtermecanismo e incluso se pudo
comprobar, por citometria de flujo y por microseopmle fluorescencia, como los

alergenos se unian a la superficie de los neuisdfie una forma especifica.

La exocitosis juega un papel muy importante enidelbgia del neutrdfilo. La
secrecion de los distintos granulos parece redakmrespuestas tempranas de estas
células, como la adhesién y extravasacion de lamas. Los neutrofilos poseen varios
granulos: los azuréfilos o granulos primarios, imdbs por su contenido en
mieloperoxidasa y elastasa; los secundarios o Hgps¢ ricos en lactoferrina; los
terciarios, ricos en gelatinasa y otros organukasochinados vesiculas secretorias con
predominio de fosfatasa alcalina. Los granulos@ias contienen un gran namero de
enzimas liticos que pueden lesionar el tejido scdyi si se liberan por un mecanismo
fuera de control. Los especificos y terciarios timgen un reservorio de proteinas de
la membrana plasmatica celular, que se trasloclansaperficie de la misma después de
la activacion celular. Al mismo tiempo, contienenauamplia gama de proteinas
implicados en la adhesion y extravasacion de lagtréos humanos, asi como
enzimas involucrados en la generacion de mediadmiebles de la inflamacion. La
lactoferrina es una proteina transportadora dedjigue se encuentra presente en las
granulaciones especificas 0 secundarias de losofilagy que se revela cada vez mas
como una pieza fundamental en los acontecimiengispétologicos ligados a la
infeccion e inflamacién: participa en los mecanismantibacterianos de los
polimorfonucleares, se comporta como un importae¢ellador de la mielopoyesis, y
ademas juega un papel fundamental en la modulat@biproceso inflamatorio de las

vias aéreas.
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Los diferentes granulos poseen funciones fisiol®idlistintas, por lo que la
exocitosis de los mismos se regula por mecanismdspendientes, tanto que la
degranulacion de los azurdfilos puede realizarse gie se efectie la de los
secundarios y viceversa. Pues bien, nuestro grapgdemostrado como los granulos
azuréfilos se liberan mediante un mecanismo IgEedeiente 347 Como los
granulos secundarios juegan también un papel trdsotéal en la respuesta del
neutréfilo y a la luz de la presencia de lactofexrrien procesos alérgicos, hemos
querido comprobar si efectivamente se podia reatemabién una exocitosis de los
granulos secundarios o especificos por un mecansnigeno-especifico e IgE-
mediado.

Para la realizacion del presente estudio nos @ards los siguientes objetivos:

1° Estudiar si existe un mecanismo antigeno-espeqjfica la liberacion de una

de las proteinas de los granulos especificos detrgido, como es la

lactoferrina, en los pacientes alérgicos.

20 Comprobar si existe una modulacion dosis-deperaligniempo-dependiente

en la liberacion de la lactoferrina tras la expi@siantigeno-especifica, una

vez demostrado el anterior apartado.

30 Demostrar la especificidad de la liberacién deatdadferrina por los antigenos

a los gque los pacientes atopicos son sensibles.

40 Estudiar si la IgE especifica de la superficie legludel neutréfilo es

responsable de la liberacion de la lactoferrineagés de un mecanismo IgE-

dependiente y descartar la participacion de la IgG.

50 Si demostramos que la reaccion es IgE-dependieoeprobar si la cantidad

de IgE especifica sérica se corresponde con laidedntde lactoferrina

liberada por los neutrofilos tras el estimulo adeigo.
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Comprobar que los resultados de este estudio ddado en los pacientes
alérgicos son consecuencia de su caracter atopimtependientes del cuadro

clinico (rinitis/asma).

Evaluar la correlacion entre la liberacion de lgtdna y la funcién pulmonar
de los pacientes, medida con el REY sus variaciones en funcion de las

respuestas obtenidas en los test de provocacioo)iad.
Determinar si la liberacion de lactoferrina por losutrofilos de pacientes

alérgicos se relaciona de alguna forma con la dealelel asma, segun los

cuadros establecidos en consensos internaciomates @ GINA.
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Material y Métodos

3.1.- PACIENTES Y CONTROLES

El grupo seleccionado para nuestro trabajo est&titwido por pacientes adultos
atopicos con clinica de rinitis y/o asma bronquildrgica que acuden a las consultas
externas del Servicio Regional de Inmunologia yrdiee en el Hospital Universitario
Virgen Macarena de Sevilla, y por un grupo contfelvoluntarios sanos no atopicos. Se
excluyeron los individuos fumadores.

Para realizar esta seleccion, consideramos qupdagntes tienen asma bronquial
cuando refieren una historia de episodios recugsedé disnea y sibilancias en los que, de
forma espontdnea o tras tratamiento con farmacoacbdilatadores, tiene lugar una
mejoria parcial o total de los sintomas.

Por su parte, encuadramos como pacientes corsraiiquellos que presentan los
sintomas y signos clasicos de este proceso (estusran salvas, obstruccién nasal, prurito
nasal, rinorrea, etc.).

A cada uno de estos enfermos atopicos se lesdeaii exhaustiva historia clinica:

a) Filiacion:

* Nombre, edad, sexo.

b) Anamnesis detallada:

» Cuadro clinico, sintomas y signos de la enfermedad.
= Afios de evolucion del proceso.
» Intensidad subjetiva de la clinica.

c) Exploracién fisica general.

d) Tests cutdneos mediante la técnica de prick test alergenos utilizados son
extractos antigénicos disponibles comercialmemigyidos D. pteronyssinus, Olea
europaea y Artemisia vulgaris, de los LaboratoBi@s-Aristegui (Bilbao, Espania).

e) Determinacion sérica de IgE total e IgE espexifpor HYTEC 288 (Hycor
Biomedical Inc.-IZASA, Barcelona, Espafia).

Una vez realizadas estas pruebas, se aceptarolioaqacientes atdpicos que tenian
test cutaneos e IgE especifica positiva a unoiovde los alergenos estudiados.

Ademas, estos pacientes cumplian otros requisiio®c

- Ningun sujeto tenia historia de infeccion del wwaotspiratorio superior en las 6

semanas anteriores.
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- Al comenzar con los tests “in vivo” los pacientes debian estar utilizando
ketotifeno, astemizol ni corticoides al menos 4 a@eas antes; antihistaminicos,
cromoglicato disédico y nedocromil sédico 7 diatkesnbetaagonistas por via oral y
metilxantinas 3 dias antes y betaagonistas pankiédatoria 24 horas antes.

- A ninguno de estos pacientes se les administré nioteuapia especifica con
anterioridad.

- En todos, se descart6 otro proceso patoldgico comaote que pudiera interferir los
resultados.

- Los pacientes debian estar sin sintomas en lasdnses previas.

Los controles sanos formados por voluntarios, @eth ninguna historia de alergia o
sintomas bronquiales, sus tests cutaneos e IgEciBspe con una bateria de
neumoalergenos (acaros del polvo doméstico, pgléoegos, y epitelios de animales) son
negativos y no padecen otra patologia asociada.

Para demostrar la especificidad de cada etapazasas el mismo abordaje
experimental en dos tipos de controles: voluntasa®s y pacientes alérgicos no sensibles
al alergeno a estudiar.

Los pacientes alérgicos diagnosticados con asnuavazsfueron clasificados segun
el grado de severidad de su enfermedad siguiendmaglro establecido en consensos
internacionales como el GINA.
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Clasificacion de la gravedad del asma segun la GINA

SINTOMAS SINTOMAS PEF 6 FEV,
DIURNOS NOCTURNOS | /4 riabilidad PEF
Leve <lvezalasemana |<2vecesal mes > 80%
Intermitente | asintomatico y PEF < 20%
normal entre ataques
>1vez alasemana |> 2 veces al mes > 80%
Persistente | <1 Vvezaldia 20 - 30%
Leve
Los ataques pueden | < 1 yez g Ja seman
afectar la actividad
Persistente | Diarios > 1vez ala seman 60 - 80%
moderado | | g ataques afectan I3 > 30%
actividad
Persistente Continuados Frecuentes __ =60%
grave Actividad fisica > 30%
limitada

3.2.- TEST CUTANEOS
Para su realizacion se sigui6 la técnica del pdcie describiremos a continuacion,
utilizada para el diagnostico etiol0gico de prosesdpicos.
a) Material:
* Algodon hidrdfilo.
* Alcohol etilico de 96°.
* Papel de celulosa absorbente.
» Lancetas (Dome-Hollister-Stier, Bayer, Madrid, E&pa
» Extractos alergénicos para diagnostico mediantk pein solucion salina
fisiolégica con glicerina al 50% y fenol al 0,5%aleorado por los

Laboratorios Bial-Aristegui (Bilbao, Espafia) y conmializados a una
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concentracion de 5 UBE (Unidades Biolégicas Eqeivtds). La bateria
elegida para este estudio consta de los siguiexteactos alergénicos:
D. pteronyssinus, Olea europaea, y Artemisia viggar
b) Procedimiento:
En primer lugar desinfectamos la piel de la canatreé de ambos antebrazos con
alcohol etilico utilizando una torunda de algoddrdfilo, dejandola secar a continuacion.

En la superficie cutdnea a utilizar marcamos tapto®tos como alergenos vamos a
probar y dos mas para los controles positivos yatmags, guardando como minimo 3 cms
de distancia entre ellos.

Al lado de cada marca depositamos una gota delamtcorrespondiente y practicamos
una puncion a traves de cada gota con una landéteerde para cada extracto,
manteniendo una inclinacién aproximada de 45° otepd plano de la piel. En este punto
se tuvo la precaucién de no producir sangrado @guihta ni tampoco arafar la piel, para
evitar posibles alteraciones en los resultados.

Posteriormente dejamos un periodo de 15 minutos lgaactuacion del extracto, una
vez transcurrido el cual secamos la superficie cdeantebrazos con papel de celulosa
absorbente. A continuacion, mediante la utilizacide una regleta transparente
milimetrada, leimos los resultados tomando comreefcia los controles positivos
(histamina) y negativo (cloruro sodico) para valaghgrado de reactividad cutanea de
cada sujeto.

Consideramos resultados positivos aquellas papoalg® diametro fuese, cuando
menos, 3 mms superior al del control negativo, prengue el control positivo mostrara
una reactividad adecuada.

3.3.- PREPARACION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES, CONTAJE,
ESTUDIO DE SU VIABILIDAD
a) Material:
* Pipetas graduadas (Finnipippette).
» Dextrano T-500 al 0,7% (pharmacia Biotech, Upsaiggcia).
* Ficoll-Hypaque (d = 1,077) (Bio-Wittaker, USA, Anga).
« CINaal 1,8% (Sigma, USA, América).
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* Tobos de ensayo heparinizados.

* H,O destilada desionizada

* Solucién salina tamponada con fosfatos (PBS) (BitiaRér).

e Suero fisiologico (Braun).

» Centrifuga con termostato (Jouan).

* Pipetas Pasteur.

*  Solucién azul tripan al 0,4%, disuelto en CINa,@Po (Serva).

» Céamara de Neubauer (Assistent).

*  Micréscopio optico (Nikon).

* Anticuerpos anti-CD9 de ratdén (Immunotech-IZASAy&4dona, Espafia).

e Anticuerpo IgG de cabra anti-raton con bolas miagngéticas (Miltenyi
Biotech, Bergisch-Gladbach, Alemania).

¢ Columna imantada de acero (Dynal MPC-6®, Dynal AS0212, Oslo,
Noruega).

b) Procedimiento:

Los neutréfilos humanos son purificados tras laaexion de 20 c.c. de sangre venosa
periférica, la cual es recogida en un tubo de enbaparinizado.

A esta sangre heparinizada le agregamos Dextrarfs®0Ty lo mezclamos
cuidadosamente durante 2 minutos mediante agital@®0° y se deja sedimentar unos 45-
60 minutos.

Transcurrido este tiempo, extraemos con cuidadol@enadante de color amarillento
con una pipeta Pasteur y se vierte cuidadosamebte sin tubo de ensayo que contiene
Ficoll-Hypaque, en proporcion 1:2 de Ficoll:sandnaciendo resbalar el sobrenadante
sobre la pared del tubo para evitar que se meaclpuneda quedar sobre el Ficoll. A

continuacion centrifugamos a 2000 rpm durante 2tutos a 4°C.
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Afadir Verter sangre en Ficoll Resuspender
Dextranc 0,7% (proporcion 1:2) H,0dd

Reposar Extraer fases
45-60 min superiores
SANGRE l 30sq
Resuspender Resuspender Anfadir
Medio Cultivo PBS CliNa 1.8%
‘ S S
400 x g 400 x g
Extraer SN Extraer SN
-— e
5 min 5 min
L >
NEUTROFILOS Y

2 veces

Figura 8: Esquema de aislamiento de neutréfilos humanos.

Después de esta centrifugacion, nos encontramoslifamentes fracciones (de arriba
a bajo): plasma, anillo linfocitario (donde se esrtwan los linfocitos y monaocitos), Ficoll,

y abajo un precipitado rojizo donde se encuentoannkeutrofilos y hematies. Primero se
extrae el anillo de linfocitos y monocitos y despeéresto de sobrenadante, quedando solo
el botdn de neutrofilos y hematies.

Al pellet rojizo, le realizamos un choque hematitibipoténico para romper los
hematies: resuspendemos el precipitado afladiendb de agua destilada y desionizada
(H.0dd), y a continuacién afladimos rapidamente (emomde 30 segundos) 5 ml de CINa
al 1,8% que devuelve la solucién a una concentnaisiétonica. La suspension celular se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos a 4°C. jresipitados resultantes se someten a
dos procesos de lavado por resuspension en 10 ®B&ey centrifugacion a 1000 rpm

durante 5 minutos a 4°C.
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Finalmente, descartando el sobrenadante, el pealtlar conseguido, que
corresponde a neutréfilos humanos, se resuspenB88rsin glucosa, Cani Mg'™, para
evitar la activacion celular.

Para una mayor purificacion celular llevamos a dabgeparacion de los eosindfilos
gue pueden identificarse en base a su caracteradelgcitos CD9 positivo. Por tanto, la
preparacion de neutréfilos se incuba con anticiergati-CD9 de ratén (Immunotech-
IZASA, Barcelona, Espafia) y posteriormente concaetpo IgG de cabra anti-ratdbn con
bolas micromagnéticas (Miltenyi Biotech, Bergiscladbach, Alemania). Neutrofilos y
eosinofilos son separados tras su paso por unannalimantada, los eosinoéfilos con bolas
anti-CD9 son fijados a las paredes de la columnentnas los neutréfilos se desplazan al
fondo de la misma.

Una vez aislados los neutrofilos, se procede aostiae y a la comprobacion de su
viabilidad.

La viabilidad de las células obtenidas se determiediante el test de exclusion azul
tripan. El azul tripan es un colorante que penetraélulas con perdida de la integridad de
sus membranas, apareciendo éstas tefidas de amidrascopio. La suspensién de células
se diluye con PBS (dilucion 1:10 6 1:100). Despeésun tubo se mezclan @0de PBS,

10 pul de esta mezcla y se afiaden a una camara de NzWb&025 mrh En el microscopio
Optico a 40 aumentos se cuentan las células lacaizen las zonas de 4 x 4 casillas de la
camara. Para calcular el nimero de células y eeptaje de viabilidad celular, se aplican

las siguientes formulas:

n° células/ml = media de células contadas*ddilucién (10 6 100)
% viabilidad = (células blancas o no tefidas /legltotales) x 100

3.4.- OBTENCION DE MUESTRAS SERICAS
a) Material:

Algodon hidrdfilo.
Alcohol etilico de 96°.

Micropore.

Tubo de ensayo con gel separador de suero (BD &iaeutSST 1)
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» Palometa

» Centrifugadora

e Tubo de ensayo 12 x 75mm.

b) Procedimiento:
Las muestras séricas las obtenemos mediante veriopwte 20 c.c. de sangre, la

cual se recoge en un tubo de ensayo con gel sigpata suero (BD Vacutainer SST II).
Permitimos que las muestras se coagulen a tempee@tbiente durante 20-30 minutos,
hasta que el coadgulo se comience a retraer. Eb sgecentrifuga a 300 rpm durante 10
minutos e inmediatamente después de la centrifagdoitransferimos a un tubo de 12 x

75 mm. Se tapa, lo etiguetamos y se guarda a 4°C.

3.5.- DETERMINACION DE LA IgE ESPECIFICA

La técnica de cuantificacion de IgE se realiza segfjimétodo HYTEC 288 Specific
IgE EIA, (Hycor Biomedical Inc.-IZASA, Barcelonaspgafa), se trata de un método “
vitro” para la determinacion en fase sélida de la IgEgmte en el suero, utilizando como
fase solida discos de celulosa que llevan acopladasergenos de interés.
a) Materiales:
e HYTEC 288 Specific IggE EIA, (Hycor Biomedical InEZASA,
Barcelona, Espafia)
» Solucion de lavado (PBS + Triton X100 + Azida sadit 0,3%).
* Agua destilada.
» Pastillas de paranitrofenil fosfato.
* Solucién diluyente de sustrato (solucion de clormmagnésico con
dietanolamina),
e Solucion de conjugado (Anti IgE humana de ratdénjugada con
fosfatasa alcalina).
*  Solucién de stop (hidroxido de sodio 1N).
* Diluyente de la muestra (suero equino libre de.IgE)
» Calibradores a concentraciones estandar conocid@stl/ml; B 0,35
Ul/ml; C 0,7 Ul/ml; D 3,5 Ul/ml; E 17,5 Ul/ml).
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b) Procedimiento:

El fundamento de esta técnica se basa en la piasde un anticuerpo anti-IgE
especifico unido de forma covalente a una fasdadlicho anticuerpo, durante el periodo
de incubacion necesario, actia como captador diyHaespecifica presente en las
muestras, fijandola a dicha fase solida.

Después de un proceso de lavado para eliminar Banly fijada, afiadimos un
segundo anticuerpo anti-IgE especifica, esta vezada con una enzima. Todo ello dara
lugar a la formacion de complejos constituidos [@HgE especifica presente en las
muestras y dos anticuerpos que se unen a ellaqumda fija a la fase solida (captador) y
otro que nos va a poner de manifiesto la cantigathll captada (marcador). Después del
correspondiente periodo de incubacién y un nuewegso de lavado para eliminar el
exceso del segundo anticuerpo, afiadimos el sustoate el que va actuar la enzima del
anticuerpo anti-IgE especifica marcador.

Finalmente, después de un ultimo periodo de inddbaagregamos una solucién
stop que detiene la reaccién, procediendo seguintanee la lectura de la fluorescencia
emitida por cada pocillo por un fluorimetro (FI@#), el cual, una vez leida la placa, envia
los datos obtenidos a un ordenador tipo PC al guecerpora el programa que controla la
informacién sobre las muestras, asi como la lectuiaterpretacion de los resultados
obtenidos. Se procesan los datos y se calcula dasentraciones de IgE especifica
mediante extrapolacion a partir de la curva estaradestruida con los valores obtenidos
para los estandares. Las concentraciones quedeesarps en KU/I.

c) Preparacion del material y manejo del mismo:

Después de permitir que los reactivos se atem@e2@25°C, se prepara como sigue:

e 125 ml de solucion de lavado (PBS + Triton X100 zida sodica al 0,3%) se
mezclan con 1875 ml de agua destilada.

» Pastillas de paranitrofenil fosfato (sustrato)dieyen en solucion diluyente del
sustrato (solucion de cloruro magnésico con di¢séamoa) para formar la
solucién de desarrollo.

* Solucion conjugado (Anti-IgE humana de ratén coa@lay con fosfatasa
alcalina), solucion de stop (hidréxido de sodio ,1hijJuyente de la muestra

(suero equino libre de IgE), calibradores a comeeidnes estandar conocidas:
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A 0 Ul/ml; B 0,35 U/ml; C 0,7 U/ml; D 3,5 Ul/in E 17,5 Ul/ml): se

utilizaron tal y como nos fueron servidos.

En la gradilla de incubacion se colocan tubos \&giee haran de blanco del ensayo,

tubos con discos que llevan fijadas anti-IgE quatsizaran para la realizacion de la curva

patron y tubos con discos que llevan los alergarestudiar.

En otra gradilla se colocan las muestras sériedsdpacientes a estudiar.

El equipo HYTEC realiza los siguientes pasos autimadente:

1. Pipetea 5Qul de calibradores o muestra sérica diluida en caxade los tubos que

tienen discos con anti-IgE.

© © N o a bk~ w N

Incuba 1 hora a 37°C.

Lava todos los tubos con solucion de lavado.

Afade 50ul de conjugado a todos los tubos excepto a loxbkan

Incuba 30 minutos a 37°C.

Vuelve a lavar.

Afiade 20Qul de solucién de desarrollo en todos los tubosuyeshdo los blancos.
Incuba 30 minutos a 37°C.

Pipetea 40Qul de solucion de stop a todos los tubos incluydaddlancos.

10. Mide la absorbancia de la solucion de color queesarrolla.

11. Calcula automaticamente los resultados.

3.6.- DISOCIACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE LA SUP ERFICIE DEL
NEUTROFILO

a) Material:

Acetato bufer (50mM acetato sodico pH 4, 85mM N&@GiM KCI, 0,03%
albumina de suero humano).

Hielo.

Bufer gelatina veronal (GVB) (1,8mM barbital s6dic®1 mM acido
barbitarico, 0,1% gelatina, 0,05 mM MgClL41 mM NacCl, 0,15 mM
CaCb, pH 7.3-7.4).

Centrifugadora.

1 N NaOH
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b) Procedimiento:

Tras el aislamiento, las células (1&H@lulas) son resuspendidas en ide acetato
bufer e incubadas en hielo durante 3 minutos.efiostnente se aflade el mismo volumen
de bufer gelatina veronal (GVB), y la mezcla estrifigada a 500g durante 10 minutos.
Las inmunoglobulinas del sobrenadante se neutrativa 1 N NaOH. La IgE-especifica e
IgG especifica se determinan por la técnica HYTB8 @Hycor Biomedical Inc.-IZASA,

Barcelona, Espafia) ya descrita.

3.7.- SECRECION DE LACTOFERRINA ESTIMULADA POR LOS AGONISTAS

Una vez separados los neutréfilos tal y como hemdescrito anteriormente
procedimos a la determinacion de la lactoferrinaretada por los mismos tras ser
estimulados.

a) Material:

* PBS (bufer fosfatado salino).

« Ca*"

» Suero de ternero fetal (Gibco, Grand Island, NYAUS

* PAF sintético (PAF-C16, 1-O-hexadecil-2-acetilgdiwerol-3-
fosforilcolina) (Sigma).

* BSA (albumina de suero bovino).

» Centrifugadora.

b) Procedimiento:

Los neutrdfilos en alicuotas de 2 X*I@lulas son incubados por triplicado con y sin
agonistas, en 0.3ml de PBS, pH 7.4, comal/l Ca?"y 2% de suero de ternero fetal
(Gibco, Grand Island, NY, USA).

Como agonistas usamos PAF sintético (PAF-C16, Bxattecil-2-acetil-sn-glicerol-
3-fosforilcolina) (Sigma) a una concentracién fime 10° mol/l, y los alergenos a una
concentracion final de 1Qug/ml. EI PAF es preparado por disolucion en etanol
permaneciendo estable varias semanas a -20°Csd@Velte control, que contiene etanol
diluido (<0.025%), no se ha detectado que tenga efecto $abdegranulacién de los
neutréfilos. La disolucion de los alergenos seizadh en PBS, y el PAF en PBS con

1mg/ml de BSA (albumina de suero bovino). Los aeas y PAF son preparados justo
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antes de su utilizacién en el laboratorio. Ninguleolos agentes se ha comprobado que
afecte la viabilidad de las células a las conceitnes indicadas, tal y como se confirma
con la tincion azul tripan.

Después de la incubacion a 37°C en bafio mariagitatién periddica, las células
son enfriadas, y centrifugadas a 700 g duranterbitos a 4°C. El fluido sobrenadante se

separa y guarda a -70°C para posteriores estudios.

3.8.- DETERMINACION DE LA LACTOFERRINA
La lactoferrina liberada en el sobrenadante deivoutelular obtenido es medida por
el método de Lactoferrina-EIA (Enzima ImmunoensaflISA) para Lactoferrina
humana) (BIOXYTECH® Lactof-EIATM Oxis Internaciohdnc., Portland, Oregon,
EE.UU).
a) Material:
» Bufer diluyente de las muestras (3 x 25 ml): 20 midlbufer fosfato, pH
7.4, conteniendo 150 mm NaCl1l, 2 mg/mL de albummmaukero bovina
(BSA), 0.1% Tween-20 y 0.01% merthiolate. Esta @dlu se usa para
diluir las muestras biologicas.
» Lactoferrina estandar (300 ng de lactoferrina prado liofilizada).
» Solucién de lavado (100 ml, concentrada 20x): 1Mbdker Tris-HCI, pH
7.8, que contiene 3M NacCl, 2% Tween-20 y 0.01% nialdte.
» Solucion anti-Lactoferrina: 7l de solucion concentrada de anticuerpo
monoclonal a Lactoferrina en 20 mM bufer fosfaibl, 7.4, conteniendo
150 mm NaCl, 2 mg/mL BSA, 25%, glicerol y 0.01% therlate en un
microtubo.
* Avidin-HRP (peroxidasa): (1 microtubo) 75 gl dewsnbdn concentrada de
acoplador avido de la biotina en 50mM bufer de -AH@&, pH 8.0,
conteniendo 20 mg/ml BSA y 0.01 merthiolate en ucrotubo.
» Bufer diluyente: 3 x 8 ml. 20mM bufer fosfato, pkHt7 conteniendo 1.50
mM NacCl, 20 mg/ml BSA, 0.1% Tween-20 y 0.01% mevldtie.
» OPD sustrato: cada tableta contiene 20 mg de OPD.
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* OPD bufer diluyente: 1 x 20 ml. 100 bufer citrapdd 5.5, conteniendo
0.012% HO, y 0.01% merthiolate.

* Solucion de stop: 1 x 6 ml. 1 M solucion deS@;, .

* Microplacas divididas en 3 secciones: Cada secc@ntiene 2 tiras de
microplacas con 16 pocillos. Ademas la caja inelwn marco para
sostener las tiras de microplacas, y 12 hojasa®lmdhesivo.

* Agua desionizada.

* Tubos de ensayo.

* Pipetas graduadas (100-1000 pul) (Finnipippete).

 Distribuidores automaticos (50 y 100 pl).

» Espectofotometro de 420 nm.

b) Procedimiento:

El método de Lactoferrina-EIA (inmunoanalisis) esandlisis de inmunoabsorcion
unido a enzima 6 ELISA. Se incuban las muestra@®ipocillos de una microplaca, que
han sido revestidos con un primer anticuerpo mamadl a lactoferrina. EI complejo
lactoferrina-MAb (anticuerpo monoclonal) se deteqar un segundo anticuerpo
monoclonal marcado con biotina frente a lactoferrigl paso final del ensayo es una
amplificacién basada en un acoplador avido dedtri@ marcado con peroxidasa (aviding-
HRP). La cantidad de lactoferrina es medida enioadtente, tras la suma de
ortofenilendiamina (OPD), por un espectofotometad0 nm.

c) Preparacion del material y manejo del mismo:

Después de permitir que los reactivos se atempar@®-25°C, algunos de los
reactivos necesitan ser preparados como sigue:

» La lactoferrina estandar (100 ng/mL): Se agregal 3enbufer diluyente de las
muestras a la proteina liofilizada. La soluciondmiguardarse a 2-8°C durante 3
dias.

« Bufer de lavado (20x): El bufer de lavado debeidi®i20 veces antes de usar. El
bufer de lavado diluido esta estable durante Saltasnperatura ambiente.

» La solucioén anti-lactoferrina y avidin-HRP: Estatusiones deben diluirse 250

veces en bufer diluyente antes de usar.

66



Material y Métodos

» Tabletas de OPD: 5 minutos antes de su uso, sehdsal nimero requerido de

tabletas en el bufer diluyente de OPD.

Una vez preparados los reactivos realizamos lasesites pasos:

A. Preparacion del estandar:

Depositamos 100l de bufer diluyente de las muestras una vez quelaestras han
sido diluidas con el mismo en los pocillos a uditizalvo en el primero. El dltimo
de dichos pocillos sera el control negativo.

A continuacion depositamos 2Q0 de la solucion de lactoferrina estandar en el
primer pocillo.

Seriamos las diluciones: para ello transferimos @ cada pocillo en el proximo
y mezclamos despacio con la pipeta evitando la dordm de espuma hasta el
penultimo de los pocillos. Es recomendable canmbmpuntas de la pipeta después
de cada uno de los traslados.

Cubrimos los pocillos con papel del adhesivo yrsaiba a 37°C durante 1 hora.

B. Incubacién con anti-lactoferrina

Se prepara el volumen requerido de solucion delacttferrina diluida.

Se vacia la microplaca y se lavan los pocillosceseon el bufer de lavado.
Eliminamos la solucién de lavado residual con papsbrbente.

Ponemos 10@l de solucion diluida de anti-lactoferrina en cada de los pocillos
hasta el penultimo.

Cubrimos los pocillos con el papel del adhesive ynsuban a 37°C durante 1 hora.

C. Incubacion con Avidin-HRP

Preparamos el volumen requerido de solucién de idHRP y a continuacion
repetimos los pasos anteriores salvo que en eatidocuna vez eliminada el bufer
de lavado afadimos 10 de Avidin-HRP diluido en cada uno de los poallo

Cubrir los pozos con el papel del adhesivo e incat&/°C durante 15 minutos.

D. Medicién Colorimétrica

Preparamos el volumen requerido de solucién de @RBlvemos a repetir cada
uno de los pasos afiadiendo en esta ocasiopl H&dsolucion de OPD preparada en

cada uno de los pocillos.
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» Cubrir los pocillos con papel adhesivo e incubamB83°C hasta que la absorbancia
del primer pocillo (100 ng/ml estandar) alcanceoapnadamente 1-1.5 (de 5 a 10
minutos, dependiendo del lote).

* Afadir 50ul de solucién de stop a cada uno de los pocillos.

* Leemos la absorbancia a 420 nm contra el contgathe.

La curva normal del método de Lactof-EIA se obtigagando la absorbancia a 420
nm (ordenada) como una funcién logaritmica de lascentraciones de lactoferrina
normales (abcisa).

Los valores de la muestra son obtenidos entoncesnperpolacion. Esto puede
realizarse automaticamente por el lector ya queflvare requerido esta disponible. Para
la preparacion de las muestras estas deben dilusaado el bufer diluyente de las
muestras. Para cada determinacion se usapld#las muestras. La presencia de suero de

ternero fetal inferior a 20% en el medio de cultiinterfiere con este ensayo.

3.9.- DETERMINACION DE LA FUNCION PULMONAR

El volumen de flujo espiratorio forzada en el pninsegundo (FEY) es el valor

estudiado para valorar la funcion pulmonar.

a) Material:

» Espirdbmetro seco (Vitalograph, Buckingham, Reinaddh
* Pinza nasal.

» Cartucho de cartén para la boquilla.

* Peso y tallimetro.

» Jeringa de calibracion para espirometro.

» TermOmetro de temperatura ambiente.

b) Procedimiento:

La prueba fue realizada con el paciente en sed@stamn la nariz tapada con una
pinza, para que el paciente respire por la bocaveég del espirbmetro. Iniciamos la prueba
dandoles instrucciones, y explicandoles el métoge consiste en hacer que el paciente
realice una inspiracion lenta y maxima, seguida2ei® segundos de apnea y luego una
espiracion lo mas rapida y prolongada posible. Rapes la prueba hasta obtener al menos

3 curvas espiratorias forzadas con variabiliga8% y seleccionabamos la mejor. En la
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pantalla del neumotacégrafo, queda reflejado laespondiente curva flujo-volumen y
volumen tiempo, y los pardmetros respiratoriosacafad vital, flujo espiratorio forzado en
el primer segundo, indice de Tiffenau, y valoresogdemesoflujos, entre otros. Tanto el valor

absoluto, como el porcentaje y las medicioneszaaddis, las extraemos por impresora.

3.10.- TEST DE PROVOCACION BRONQUIAL

Esta prueba se practica para el estudio de larbgmresta bronquial y consiste en la
realizacion de un numero de inhalaciones de coram@ahes progresivamente crecientes de
metacolina, en el caso del test de provocacionduiahinespecifico, o del alérgeno en la
provocacion bronquial especifica. Sélo llevamosocla realizaciéon de dicha prueba en
aquellos individuos con un FRY FVC> 75% del tedrico.

El aerosol se genera de manera intermitente mediemtebulizador De Vilbiss 646
unido a un dosimetro de Rosenthal-French. Con es#odo un contador-medidor
automatico libera cantidades convenientes y remtdzles de la sustancia aerosolizable
desde un nebulizador. Consta de un circuito eleiciog variable en el tiempo que es usado
para abrir una valvula solenoide por un disparactortrolado por un operativo. La valvula
abierta permite el paso del aire desde un tanqaereleomprimido hacia el nebulizador en
un intervalo determinado por el temporizador deicuito. Con una duracién de
aerosolizacion de 0,5 a 0,6 segundos, el dosirgetrera 0,02-0,03 ml. de solucién cuando
se coloca 0,5-1ml de la solucién en el nebulizador

a) Material:

» Espirémetro seco (Vitalograph, Buckingham, Reinaddh

* Pinza nasal.

» Cartucho de carton para la boquilla.

* Nebulizador De Vilbiss 646.

» Dosimetro de Rosenthal-French que nos permiterdetar con exactitud
la cantidad inhalada, ya que libera una cantidadreienada de aerosol
durante un tiempo prefijado (habitualmente 6 mgr,8 6 0,6 segundos).

 Como agente farmacoldgico broncoconstrictor enest tle provocacion
bronquial inespecifico utilizaremos una solucioringa tamponada de
Methacholine chloride (CINa 0,5%, CO3HNa 0,275%egndl 0,4%) cuyo
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pH debe ser cercano a 7 y de la que se hacenatikgia concentraciones
de 5 y 25 mgrs/ml, las cuales seran utilizadas passtra técnica de
provocacion. Utilizamos como agente la metacolgra,base al caracter
acumulativo de las dosis administradas.

 En el caso de la provocacién bronquial especifiiiizamos extractos
alergénicos liofilizados por los Laboratorios Bégistegui (Bilbao,
Espafa) que se reconstituyen con diluyente. Leribaelegida para este
estudio consta de los siguientes extractos alergenD. pteronyssinus,
Olea europaea, y Artemisia vulgaris.

e Calculadora y cronébmetro.

» Solucion salina con 0.03% de seroalbumina humana.

» Aparato portétil tipo Miniwright (peak-flow-meter

b) Procedimiento:

1. Test de provocacion bronquial inespecifitibs permite conocer la existencia o no de
hiperreactividad bronquial inespecifica, por lo daenbién se le denomina test de
hiperreactividad bronquial.

Utilizaremos el método de Townley que emplea unasodos concentraciones de
metacolina mencionadas (5 y 25 mgrs/ml) a las quaantiene fijas y con las que se
hace un numero determinado de inhalaciones que a&® Wmcrementando
progresivamente.

Las inspiraciones se realizan en un periodo deogegundos desde capacidad residual
funcional a capacidad pulmonar total, conteniéndasespiracion durante unos tres
segundos mas y midiéndose la respuesta a los 9ddeyy Los intervalos entre las
dosis son de tres minutos. Si se precisan varlzaoiones para llegar a una dosis
acumulada determinada, estas se administran de coodecutivo.

Como unidad de medida en esta técnica se utilinaitdad inhalatoria (U.l.) o unidad
acumulativa (U.A.) que equivale a una inhalaciéruda concentracion de 1 mgrs/iml,
de modo que si se hacen 5 inhalaciones de dich@iéolhabremos alcanzado una
dosis de cinco unidades inhalatorias 0 acumulatiyas se irdn sumando a las
siguientes que vayamos administrando hasta alcéziosis maxima de 230 U.A., a

partir de cuyo momento consideramos el test corgatin®.
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Como parametro funcional de medida de la obstradeiénquial se emplea el VEMS
0 FEV;, permitiéendonos determinar este método la PD2QfB&tacolina o dosis
acumulativa de metacolina que ocasiona un descEit0% del FEY obtenido en la
valoracién espirométrica basal.

Para obtener estos valores basales, se realizgnireaer lugar tres determinaciones
espirométricas con el fin de seleccionar el meY#Fy a continuacion colocamos 2
ml de bufer en la camara de nebulizacion, le eapiims al paciente como debe respirar
durante la administracion del aerosol, se le oclayrariz con una pinza nasal y se
administra el aerosol invitandole a que realicettalaciones. A los 90 segundos de
terminar la nebulizacién, se practican de 2 a ¥asiespirometrias, eligiéndose para el
analisis la mejor de las mismas, valorandose cceménpetro funcional el FEY si ho

se producen descensos iguales o superiores al 408 FEV, se continua la prueba
con la provocacion, considerandose como valorealdmsle referencia los obtenidos
tras la inhalacion del PBS. Si por el contrari@ tieainhalacion del PBS se obtiene un
descenso superior se finaliza la prueba y se eealitest otro dia distinto.

En el primero de los casos se procede a la admaiciéh de concentraciones
progresivas de metacolina, comenzando por la mgdongr/ml). En la camara de
nebulizacion colocamos 2 ml de esa menor diluddénmetacolina que se inhala
mediante una inspiracion lenta de 5 segundos dacidur y 3 segundos de apnea,
seguida a los 90 segundos de una valoracion esgiricmy si no se objetiva descenso
> del 20% del VEMS se invita a realizar, segun eldgrde descenso conseguido,
nuevas inhalaciones con la misma dilucion o biem inhalacion de la concentracion
mayor (25mgr/ml) de metacolina. Si a los 90 segant se produce un descenso del
VEMS > al 20%, se administran nuevas inhalaciones de (@8taa concentracion
después de lo cual se realiza nueva valoraciomoesgirica para determinar el valor
del VEMS, alcanzandose finalmente como méaximopkisdacumulativa de 230 U. Si
alcanzda esta dosis no se ha logrado un descaramiguperior al 20% consideramos
el test como negativo.

En los test positivos se elaboran curvas dosisiestp en papel semilogaritmico,
colocando en el eje de las ordenadas los valotdsEig expresados en % respecto de

su valor tras la inhalacion del PBS y en el ejelageabscisas las sucesivas dosis
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administradas expresadas en U.A. Si se toman togzgien las abscisas, se facilita la
representacion, dado el amplio margen de respuestas distintos individuos. Por
extrapolacion lineal entre la dosis causante delastenso en el FE\8uperior a un
20% y el descenso producido por la dosis inmediatarior, se calcula la dosis que
causa el descenso del 20% en el FE¥D20 FEV.

Test de provocacion bronquial especifigd partir del extracto madre se realizan
diluciones a 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1,00(5.000, 1/10.000 que seran
utilizadas el mismo dia de su preparacién. Comaydiite se utilizar4 una solucién
salina con 0,03% de seroalbumina humana.

Se inicia el test con la administracion de 5 intialees del diluyente utilizado.
Transcurrido 10 minutos se realizara un controiresgetrico para tomar del mismo el
valor del FEM como referencia basal para calcular sus posteridescensos en el
transcurso de la provocacion con las diferentescidihes del alergeno. Si tras la
inhalacién del diluyente se producen descenso$EB\g iguales o superiores al 10%,
se pospone la prueba.

El paciente realizara 5 inhalaciones sucesivasda una de estas diluciones mediante
inspiraciones que se realizan desde capacidadusatsfdncional hasta capacidad
pulmonar total, seguida de unos tres segundosrteEaap

La primera concentracién del alergeno a adminisserd la representada por la
diluciébn 100 veces superior a la minima del prick da que se obtiene respuesta
positiva. Si a los 10 minutos no se producen desiean el FEYiguales o superiores
al 10% pero menores al 20%, se administra la sigglidilucion mas concentrada. Asi
sucesivamente hasta llegar a la concentracién mBdre si tras la administracion de
una dilucién se obtiene descensos en el [F&Mre el 10% y el 19%, se esperan 10
minutos para realizar otro control espirométricbir&s este periodo se mantiene el
mismo descenso, se administrara la concentracigerisun. Si tras la administracion de
una dilucién se producen descensos en el ;FigWales o superiores al 20%, se
considera el test positivo, no utilizandose dilnei® mas concentradas.

Tras una positividad o tras llegar a la dilucibnsn@@ncentrada, alin sin obtener

respuesta positiva, se mantendran los controlesoasftricos horarios hasta las 8
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horas de haber administrado el extracto con eldéndetectar posibles respuestas
tardias.

Si el test de provocacién bronquial especifico poaitivo en lectura inmediata
podiamos tratar la reaccion cop2 inhalados. El uso dp2 estimulantes no va a
inhibir una respuesta tardia.

Paralelamente a las maniobras espirométricas, aérga realiza una medicion del
PRF (peak-flow) mediante un aparato portétil tipaniMright (peak-flow-meter).
Finalizado el test el paciente sigue midiéndosa @loras el PFR hasta completar las

primeras 24 horas.

3.11.- METODO ESTADISTICO

Utilizamos como valor para comparar los resultadbtenidos en las diferentes
determinaciones realizadas, la media y el errénesir de la media.

Empleamos como estudio estadistico para el anébsiparativo de las poblaciones
estudiadas, la t-Student no apareada, considermo significativo su valor, cuandop
0,05.

Para el estudio estadistico de la asociacion liaetik dos variables de un mismo
individuo y su sentido (si es directo o inversajpéeamos el coeficiente de correlacion r

de Pearson.

73



RESULTADOS



Resultados

4.1.- SELECCION DE PACIENTES

El grupo de pacientes seleccionados ha quedado constituido por 102 individuos,
de los cuales 17 son los controles voluntarios sanos no atépicos, 17 los sujetos alérgicos
no sensibles, con test cutdneos negativos e IgE especifica negativa, a los alergenos a

estudiar, el resto (68 pacientes) son los pacientes atdpicos sensibles a los alergenos

estudiados (Figura 9 A).

La distribucién atendiendo al sexo es de 61 mujeres y 41 hombres (Figura 9 B),

con edades comprendidas entre los 18 y 50 afios.

Los 68 pacientes atopicos sensibles a los alergenos estudiados quedan agrupados
por su patologia de la siguiente manera: 17 pacientes padecian rinitis extrinseca y 51
enfermos con asma (Figura 9 C) a los cuales dividimos en tres grupos atendiendo a la
valoracién de la gravedad del asma, segin los cuadros establecidos en el GINA, quedando
a su vez cada grupo constituido de la siguiente forma: 17 con asma leve persistente, 17

con asma moderado persistente y 17 con asma severo persistente, (Figura 9 D).

O Sanos
B No Sensibles
B Sensibles

Figura 9A: El total de individuos (102) quedé divido de la siguiente forma: 17 controles
formado por voluntarios sanos y 85 pacientes atdpicos, estos a su vez estan formado por
17 pacientes atépicos no sensibles a los alergenos estudiados y 68 pacientes atopicos
sensibles.

B Hombres
O Mujeres

Figura 9B: La distribucién por sexo fue de 41 hombres (40%) y 61 mujeres (60%).
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O Rinitis
H Asma

Figura 9 C: La distribucién por patologia de los 68 pacientes atépicos sensibles es de
17 enfermos con rinitis y 51 con asma.

D Leve persistente

B Moderado persistente

B Grave persistente

Figura 9 D: La distribucion por gravedad de asma es de 17 pacientes con asma
leve persistente, 17 pacientes con asma moderado persistente y 17 con asma
grave persistente.
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4.2.- ESTUDIO DE LA CINETICA: DOSIS Y TIEMPO PARA LA LIBERACION
DE LA LACTOFERRINA POR LOS NEUTROFILOS ESTIMULADOS

Los neutréfilos de los pacientes asmaticos fueron estimulados con el alergeno al
cual eran especificamente sensibles midiéndose la liberacién de lactoferrina en el
sobrenadante celular. Las Figuras 10 A y B ilustran que el tratamiento de los neutréfilos
con el alergeno provocd la liberacién de la lactoferrina por los neutréfilos de pacientes
que eran especificamente alérgicos a dicho alergeno, y ademds como dicha liberacién

era a su vez dosis (Fig. 10A) y tiempo-dependiente (Fig. 10B).

Figura 10 A: Para comprobar que dicha liberacién era dosis-dependiente
tomamos neutréfilos que fueron estimulados con distintas concentraciones (5, 10, 15, 20
ng/ml) de alergeno al que no eran sensibles £O-' ) y posteriormente tomamos el mismo
nimero de neutréfilos y los incubamos con distintas concentraciones de antigeno (5, 10,
15, 20 pg/ml) a los eran sensibles ("®7). De esta manera pudimos evidenciar como en
los neutréfilos no incubados con el alergeno al cual el paciente era sensibles, la
liberacién de lactoferrina es despreciable al compararla con la lactoferrina liberada por
los neutréfilos que son incubados con el alergeno al que son sensibles, y ademds
pudimos probar en estos ultimos como a dosis creciente de alergeno la liberacién era
mayor, pero una vez superada la dosis de 10 pg/ml decrece la liberacién de lactoferrina,
por tanto podemos deducir que dicha cifra es la cantidad de alergeno que produce una
Optima liberacién de lactoferrina, siendo esta la concentracién que ha demostrado ser la
mas apta para la estimulacién de los neutréfilos de las analizadas tras los diversos

ensayos practicados.

Figura 10 B: Del mismo modo para demostrar que a su vez dicha liberacién era
tiempo-dependiente tomamos neutr6filos no estimulados con el alergeno al que son
sensibles (FO~ ) vy neutréfilos incubados con el alergeno (10ug/ml) al que eran
sensibles ( e~ ) y los incubamos a diferentes tiempos (10, 20, 30, 40 minutos).
Observamos como a medida que aumentamos el tiempo de incubacién la cifra de
lactoferrina liberada en las células estimuladas con el alergeno aumenta, alcanzandose la
cifra mas alta a los 30 minutos de incubacién para posteriormente decrecer, mientras
que no se observan diferencias significativas en las células no estimuladas con el

alergeno.
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Figura 10 A: Estudio dosis-dependencia de la produccién de lactoferrina
después de la incubacién de los neutréfilos con el alergeno al que son
sensibles ( @) compardndolo con neutréfilos incubados con un alergeno al

que los pacientes no son sensibles (—o-).
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Figura 10 B: Cinética tiempo-dependiente de la produccién de lactoferrina
después de la incubacién de los neutréfilos con el alergeno al que son
sensibles ( —@-) compardndolo con neutréfilos incubados con un alergeno al

que los pacientes no son sensibles o).
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4.3.- ESPECIFIDAD DE LA RESPUESTA A LOS ALERGENOS

Para determinar la especificad de la liberacién de la lactoferrina, es decir que la
lactoferrina es liberada cuando estimulamos los neutréfilos con los alergenos a los
cuales son especificamente alérgicos, decidimos estudiar la liberacién de la lactoferrina

en las células después de 30 minutos de incubacidn, en diferentes condiciones:

e Neutréfilos de pacientes asmdticos estimulados con el alergeno al que son
sensibles.

¢ Neutrdfilos de pacientes asmdticos estimulados con un alergeno al que los
pacientes no estaban sensibilizados.

e Neutrofilos de controles sanos.

Pudimos demostrar como la liberacidn de lactoferrina era bastante superior en las
células de los pacientes atépicos incubadas durante 30 minutos con el alergeno al que
son sensibles, al compararla con la lactoferrina liberada por los neutréfilos de los
controles sanos, y los neutréfilos de pacientes atdpicos estimulados con un alergeno al
que no estdn sensibilizados. Por tanto podemos concluir que la liberacién de
lactoferrina si es una reaccién especifica y depende de la existencia de sensibilidad al
alergeno testado, ya que sélo los neutréfilos incubados con el alergeno especifico
responsable del cuadro clinico de los pacientes eran capaces de liberar la lactoferrina, no
ocurriendo esto mismo cuando se estimulan los neutréfilos con el alergeno al que el
paciente no es sensible, ni en controles sanos, ya que en ningin de estos dos dltimos

casos se pudo demostrar una liberacién significativa de lactoferrina al medio.

Figura 11 A: Los neutréfilos del grupo de pacientes atépicos estimulados con el
alergeno al que eran sensibles mostraron una produccidn significativamente m4s alta de
lactoferrina que las células de los controles sanos (p <0.001) 6 las células de los
pacientes atdpicos incubadas con un alergeno al que los pacientes no estaban
sensibilizados (p <0.001).

No se observé diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
lactoferrina liberada por las células de los controles sanos y la liberada por las células de

sujetos alérgicos no sensibilizados al alergeno (p = 0.262).
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Figura 11 A: Estudio de la especificad de la liberacién de lactoferrina por

los neutréfilos

En el caso de los neutréfilos estimulados con alergenos a los cuales no eran
sensibles y en neutréfilos de controles sanos, al no demostrarse liberacién de
lactoferrina, nos podiamos preguntar si la falta de liberacién es debido a una alteracién
de las células. Por ello, estimulamos las células de ambos grupos con PAF y pudimos
comprobar como s{ liberaban lactoferrina. Existe una diferencia singnificativa (p<0,001)
entre la lactoferrina liberada por las células incubadas con PAF y las células incubadas
con el antigeno al que no son sensibles y las células de los controles sanos, no
existiendo diferencia significativa (p=0,051) entre la lactoferrina liberada por los
neutréfilos tratados con el antigeno al que son sensibles y los neutréfilos incubadas con

PAF, Figura 11 B.
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Figura 11 B: liberacién de lactoferrina por los neutréfilos de pacientes

alérgicos y controles incubados con PAF.

Para descartar que en las células no estimuladas con antigeno pudiera existir una
liberacién de lactoferrina significativa, comparamos la lactoferrina liberada por los
neutréfilos no estimulados con la lactoferrina liberada por los neutréfilos estimulados de
controles sanos, de pacientes atdpicos no sensibles y pacientes atdpicos sensibles.
Pudimos evidenciar como la lactoferrina liberada por los neutréfilos no estimulados es
similar a la lactoferrina liberada por las células de los controles sanos estimuladas con el
antigeno y la lactoferrina liberada por los neutréfilos de pacientes atdpicos no sensibles
a dicho alergeno, mientras que si se evidenciaba una diferencia significativa entre las
lactoferrina liberada de las células no estimuladas y las estimuladas con el alergeno al

que eran sensible, Figura 11 C.

82



Resultados

700
600 - - Células no estimuladas
Células incubadas con el
500 - 1 alergeno (10pg/ml)
E
o))
E 400 -
©
£
=
2 300 A
[<]
=
o
(]
-
200 A
100 A
0
Antigeno Antigeno Controles
sensible no sanos
sensible

Figura 11 C: Comparacién entre la lactoferrina liberada por los neutrdfilos no
estimulados con el antigeno y la lactoferrina liberada por los neutréfilos incubadas con el
antigeno (10pg/ml) tanto de controles sanos, como de pacientes atdpicos sensibles y no

sensibles
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44.- RELACION ENTRE LA IgE-ESPECIFICA SERICA Y LA
LACTOFERRINA LIBERADA POR LOS NEUTROFILOS TRAS EL
ESTIMULO ALERGENICO ESPECIFICO

Una vez demostrada que la liberacién de lactoferrina es especifica, dosis y tiempo-
dependiente, nos queda establecer que esta liberacién es mediada por un mecanismo IgE
dependiente, por lo que nuestro siguiente paso es demostrar como la respuesta al alergeno
en los neutréfilos de los pacientes alérgicos estd directamente relacionado con un

mecanismo IgE mediado.

Pudimos comprobar como s6lo los neutréfilos de los pacientes con test cutdneos e
IgE especifica positiva al alergeno estudiado tenian en la superficie celular del neutréfilo
IgE especifica positiva al alergeno, y que tras la incubacién con el mismo, solo en estos
neutréfilos se demostrd una liberacidn significativa de lactoferrina. Por lo tanto parece ser
que la IgE especifica de la superficie celular del neutréfilo era la responsable de la
liberacién de la lactoferrina a través de un mecanismo IgE-dependiente. En ningin caso
se encontrd IgG especifica ni en el suero ni en sobrenadante proveniente de la elucién de
las inmunoglobulinas de la superficie de los neutrdfilos, por lo que descartamos la
participacién de la IgG. Evidentemente, ni los sujetos sanos controles ni los pacientes
atopicos con test cutdneos e IgE especifica negativos al alergeno estudiado, poseen IgE

y/o IgG especifica ni en suero ni el en liquido de elucién.

Aunque no lo hemos recogido, la IgE especifica eluida de la superficie celular de
los neutréfilos de los pacientes atdpicos incubados con el alergeno al que son sensibles se
corresponde de forma absoluta con la cantidad de IgE especifica del suero de estos
pacientes (r= 1). Ademds comprobamos como a medida que las cifras IgE especifica
sérica aumentan también lo hace la cantidad de lactoferrina liberada por los neutréfilos
tras el estimulo alergénico especifico (Figura 12), lo que refuerza aiin mds el papel de
la IgE en la liberacién de lactoferrina. Pero a pesar de ello, esta dltima correlacidén no es
absoluta, lo que indica que aunque la liberacién es un mecanismo dependiente de la
cantidad de esta inmunoglobulina, pueden existir también otros factores que influyen en
los niveles de lactoferrina secretada por los neutréfilos de los pacientes atdpicos cuando se

estimulan con el alergeno al que son sensibles.
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Figura 12: Representa la existencia de una correlacion positiva entre los valores
de los niveles séricos de IgE especifica y la cantidad de lactoferrina liberada por los
neutréfilos una vez incubados con el alergeno al que el paciente es sensible siendo el

coeficiente de correlacién de Pearson de r = 0,649 y p = 0.004.
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Figura 12: Correlacién entre los niveles séricos de IgE especifica y la cantidad
de lactoferrina liberada por los neutréfilos de pacientes atdpicos sensibles al

alergeno con el cual fueron incubados.
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45- RELACION ENTRE LA LACTOFERRINA LIBERADA POR LOS
NEUTROFILOS Y LA CLINICA DE LOS PACIENTES ATOPICOS
(RINITIS/ASMA)

Como todos los estudios realizados hasta el momento habian sido realizados en
pacientes alérgicos asmaticos se podia pensar que quizds estos hallazgos sélo se lograban
encontrar en células procedentes de este tipo de enfermos, lo que podria conducir a la idea
de que los citados hallazgos son debidos al cardcter asmético del paciente y no por una

condicién atépica.

Para comprobar si esto pudiera ser asi hemos estudiado la liberacién de lactoferrina
por los neutréfilos estimulados con el alergeno al que son sensibles tanto en pacientes con

asma bronquial como en pacientes con rinitis extrinseca (Figura 13).

Cuando estimulamos los neutréfilos en ambos grupos de pacientes, observamos
como no habia diferencias significativas en la lactoferrina secretada en ambos casos. Esto
demuestra que nuestros hallazgos son consecuencia del cardcter atépico de los pacientes e
independientes del cuadro clinico (rinitis/asma) de estos. Por supuesto, todos los estudios
se llevaron a cabo en pacientes que no presentaban en el momento del estudio ninguna

sintomatologia clinica.

Figura 13: Comparamos la lactoferrina liberada por los neutréfilos sensibles al
alergeno tras su incubacién con el mismo en los pacientes atdpicos asmaticos y con rinitis
extrinseca, y se objetiva como no existen diferencias estadisticamente significativas (p =

0,635) entre los dos grupos.

86



Resultados

P =0,635

600
500
£ 400 -
o
£
e
£ 300-
(<))
o
O
©
© 200
-l
100 -
0

Rinitis Asma

Figura 13: Comparaciéon entre la lactoferrina secretada por los neutréfilos

estimulados con el alergeno al cual son sensibles de pacientes atdpicos asmaticos y la

secretada por los neutréfilos de los pacientes atopicos con clinica de rinitis.
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4.6.- ESTUDIO DE LA LIBERACION DE LACTOFERRINA POR LOS
NEUTROFILOS ESTIMULADOS POR DIFERENTES ALERGENOS A
LOS CUALES SON SENSIBLES

Para descartar que sélo se pudiera producir la liberacién de lactoferrina tras la
estimulacién de los neutréfilos con un dnico alergeno, decidimos estudiar la
lactoferrina secretada tras la estimulacién de los neutréfilos con diferentes alergenos a
los cuales los pacientes eran sensibles. De esta manera pudimos comprobar como la
secrecion de lactoferrina no se produce especificamente con un solo alergeno sino tras
la estimulacién de los neutréfilos con cualquiera de los alergenos a los cuales el

paciente sea alérgico (Figura 14).

Figura 14: Se compara la secrecién de lactoferrina tras la estimulacién de los
neutréfilos con tres alergenos a los cuales los pacientes alérgicos comprobdndose como
no exiten diferencias estadisticas significativas entre ellos (p = 0,702; p = 0,637; p =
0,877), por lo que podemos deducir que la liberacién de lactoferrina por los netréfilos
de pacientes atdpicos es similar cuando se estimulan con difrentes alergenos siempre

que son sensibles a los mismos.
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Figura 14: Comparacién entre la cantidad de lactoferrina liberada por los
neutréfilos tras su estimulacién con diferentes alergenos a los cuales los pacientes

son sensibles.
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4.7.- RELACION ENTRE LA FUNCION VENTILATORIA PULMONAR DE
LOS PACIENTES Y LA DEGRANULACION DE NEUTROFILOS

Posteriormente con la finalidad de aclarar si la liberacién de lactoferrina por los
neutréfilos de pacientes alérgicos se relaciona de alguna forma con la funcién ventilatoria
pulmonar, y por lo tanto aclarar a su vez el papel de los productos secretados por el
neutréfilo, tras la degranulacién, sobre la funcidn respiratoria, estudiamos la correlacién
entre la cantidad de lactoferrina liberada por el neutréfilo después de la incubacién con

los alergenos y la funcién pulmonar de los pacientes, midiendo el FEV,.

Una vez estudiada la funcién ventilatoria midiendo el FEV; de los pacientes,
pasamos a valorar la cantidad de lactoferrina liberada por los neutréfilos de los mismos
tras la incubacién con el alergeno al cual eran sensibles, y encontramos que existe una
relacién inversa entre la liberacién de lactoferrina y el FEV,; de los mismos pacientes, es
decir que cuanto menor era el FEV; mayor era la liberacién de lactoferrina y viceversa,
a medida que ascienden los valores de FEV; menor es la cantidad de lactoferrina

secretada (Figura 15).

Esto significaria que la liberacién de lactoferrina estaria relacionada con las
pruebas funcionales respiratorias. Lo que corrobora el posible papel del neutréfilo en el

deterioro de la funcidn respiratoria en los pacientes con asma bronquial extrinseco.

Figura 15: Estudio de la cantidad de lactoferrina liberada por los neutréfilos
después de 30 minutos de incubacién con el alergeno, con respecto a la funcién
ventilatoria pulmonar de los pacientes, midiendo la FEV,. Se comprueba una correlacién
inversa significativa entre la secrecidn del lactoferrina y la funcién ventilatoria pulmonar

(r=-0.632; p = 0.006).
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Figura 15: Relacién entre la funcién ventilatoria pulmonar de los pacientes y la

degranulacién de neutréfilos
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4.8.- RELACION DE LA LIBERACION DE LACTOFERRINA CON EL
GRADO DE RESPUESTA BRONQUIAL TRAS LA PROVOCACION
INESPECIFICA

Una vez comprobada la existencia de una relacién entre la liberacién de
lactoferrina y la funcién ventilatoria pulmonar, pasamos a comprobar si existian
cambios en la secrecién de lactoferrina pasadas 3 horas de la provocacién bronquial
inespecifica, realizando esta provocacién en sujetos con un asma intermitente sin
sintomatologia al menos 4 semanas antes y que no estaban tomando ninguna

medicacién en la actualidad (Figura 16 ).

Figura 16: Hemos podido comprobar que tras la provocacién bronquial con
suero fisioldgico y con metacolina no existen variaciones en la liberacién de lactoferrina
entre la determinacién antes de la provocacién y después de la misma, tanto en el caso
de utilizar suero fisiolégico (p = 0,810), como en el caso de la provocacién bronquial
con metacolina (p = 0,937).

Al comparar la lactoferrina secretada despues de la provocacién bronquial con
suero y con metacolina no existen diferencias estadisticamente significativas (p =

0,456).

Es normal que si se realiza una provocacién con suero fisiolégico no se obtengan
diferencias en los valores basales. Esto mismo hemos comprobado al realizar el test de
provocacion con metacolina, a pesar de la positividad de esta dltima prueba en pacientes
que estaban libres de sintomas, indicdndonos que no existe relacién entre la

hiperreactividad bronquial inespecifica y la liberacién de lactoferrina.
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Figura 16: Estudio de la lactoferrina secretada antes y después de la provocacién

bronquial inespecifica.
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49.- RELACION DE LA LIBERACION DE LACTOFERRINA CON EL
GRADO DE RESPUESTA BRONQUIAL TRAS LA PROVOCACION
ESPECIFICA

Posteriormente pasamos a determinar que efectos tenia la provocacién bronquial
especifica sobre la liberacién de lactoferrina. Hay que tener en cuenta que en los
pacientes alérgicos, la provocacién bronquial con un alergeno induce una respuesta

inmediata, que puede ser seguida en cierto nimero de pacientes de una respuesta tardia.

Al realizar la provocacién especifica con alergenos observamos como existe una
mayor liberacién de lactoferrina, estadisticamente significativa, entre los valores
anteriores a la provocacién y posteriores a la misma, tanto si el paciente ha tenido sélo
una respuesta inmediata como si la ha tenido dual, inmediata y tardia (Figura 17). Bien
es cierto que cuando existe una reaccién tardia las determinaciones posteriores a la
provocacién son estadisticamente mds elevadas que si s6lo se obtiene una reaccién

inmediata.

Es evidente que nuestros hallazgos son m4s relevantes en el caso de existir una
reaccién tardia. No es de extrafiar, puesto que esta reaccidén estd condicionada por la
presencia de células efectoras secundarias como son los eosinéfilos y los propios

neutrofilos.

Figura 17: Al comparar la lactoferrina secretada tras la provocacién especifica
comprobamos como existen diferencias en la cantidad de lactoferrina liberada con
respecto a las cifras basales tanto en los pacientes que tienen tinicamente una respuesta
inmediata (p = 0,002) como en los pacientes con una respuesta dual (p < 0, 001). Una
vez obtenidos estos resultados decidimos estudiar si existen diferencias entre la
lactoferrina liberada antes de la provocacién bronquial especifica tanto en los pacientes
con una respuesta inmmediata como en los pacientes con una respuesta dual
comprobdandose que no existia diferencia en este caso (p = 0,931), mientras que si
realizamos la comparacién entre las cifras de lactoferrina obtenidos después de la
provocacion bronquial especifica en los pacientes con una respuesta inmediata y en los

pacientes con una respuesta dual valoracidn si exiten diferencias (p = 0,007).
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Figura 17: Comparacién de la lactoferrina liberada tras la provocacién bronquial

especifica, tanto en pacientes con una respuesta inmediata como en pacientes con una
respuesta tardia.
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4.10.- RELACION DE LA LIBERACION DE LACTOFERRINA CON EL
GRADO DE SEVERIDAD DEL ASMA BRONQUIAL

Del mismo modo que en los supuestos anteriores, procedimos a estudiar la
posible existencia de una relacién entre el grado de severidad del asma y la lactoferrina

secretada.

Tomando como referencia para la valoracién de la gravedad del asma los cuadros
establecidos en el GINA (leve intermitente, leve persistente, moderado persistente y severo
persistente), comprobamos al comparar los niveles de lactoferrina en los diferentes
grados de severidad con el obtenido en los controles sanos, como existe una mayor
cantidad de lactoferrina liberada en todos los subgrupos de asma en comparacién con
los sujetos sanos controles, y al mismo tiempo que las cifras de lactoferrina liberadas por
los neutréfilos de pacientes alérgicos son mayores cuanto mayor es la gravedad del asma

(Figura 18).

Figura 18: Comparando la lactoferrina liberadad en los controles con los
pacientes con asma en cualquiera de los estadios de severidad, comprobamos como en
todos los casos existe una diferencia significativa, siendo siempre mayor la liberacidén
en los pacientes con asma (p = 0,012; p < 0,001; p < 0,001). Ademds también se
objetiva como a medida que la severidad del asma es mayor, la liberacién de
lactoferrina también aumenta con diferencias estadisticamente significativas (p = 0,002,

p < 0,001; p < 0,001) entre los diversos grados de asma.
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Figura 18: Comparacién de la lactoferrina liberada segun la gravedad del asma
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5.1.- PARTICIPACION DE LOS NEUTROFILOS EN LOS PROCESOS

ALERGICOS

Muchas células estan implicadas en la fisiopatalalg los procesos atopicos.
Esta bien probada la contribucion de mastocitofpditos y eosinofilos. Sin embargo,
en una reciente revision se indica como soélo ef®b@e los casos de asma estan
asociados con una inflamacién eosinofilica y emmiayoria de los otros casos se
encuentra en las vias aéreas un aumento de nistpfie interleukina 8 (IL-83'°.

Los neutrofilos son leucocitos polimorfonucleargse juegan un papel esencial
en el sistema inmune, siendo la primera linea denda contra las infecciones por
bacterias y hongos. Inicialmente se pensé quepagpel en la inflamacion estaba
restringida a su capacidad de fagocitosis y deddién de enzimas y otros agentes
citotoxicos. Sin embargo, en la actualidad se cermmo estas células pueden liberar
diversos mediadores que pueden ejercer un profefeicto en las vias aéreas de
individuos asmaticos. Entre ellos se incluyen agasas, que puede destruir la matriz
extracelular tales como las metaloproteinasas deataiz (MMP) (por ejemplo: MMP-
9, colagenasa y elastasa). Pueden liberar radit@ésos de oxigeno via MPO que
catalizan la produccién de acido hipocloroso (HOCRHs neutréfilos son también
fuente de citoquinas tales como el factor de nectasnorale (TNF-a), interleukina-
1B (IL-1pB), IL-6, IL-8 y LTB,.

En la actualidad, existen cada dia mas evidenagadadparticipacion de los

neutroéfilos en los procesos alérgicos.

5.1.1.- Receptores de IgE en neutroéfilos humanos

Un punto de vital importancia para demostrar queeetroéfilo puede tomar parte
activa en la reaccion alérgica, ha sido el desmibnito de que estas células poseian las
tres formas conocidas en la actualidad de receptoaea la IgE: el heterotrimérico
receptor de alta afinidad @ERI) ** '° el receptor de baja afinidad para la IgE
(FceRI1/CD23) °?ty el Mac-2/IgE-binding proteireBP) %% 2% 24

En algunos de estos trabajos no s6lo se ha demiodfiapresencia de estos

receptores, sino que se ha comprobado que exis&gyos caracteristicos en los
pacientes alérgicos:

»= El nimero de neutréfilos positivos para el Mact® §imilar en los pacientes
atépicos que en los controles saffos
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= Se ha descubierto como los neutrofilos poseen élAnée las tres cadenas de
FcelR: FeelRa, FEIRB y FxIRy. La cadena FtRa no es constitutiva pero si es
inducible, por lo que se ha podido comprobar coxisten diferencias entre pacientes
asmaticos y sujetos sanos. El porcentaje medioedérgfilos de sangre periférica
positivos para el FeRla, fue del 70% en enfermos asmaticos comparado®icd®o
del grupo de controles sanos. Asimismo, se pudguoapar como los neutrofilos de los
lavados alveolares de los enfermos asmaticos tanploigeian FatRa. Por todo ello se
ha especulado que las citoquinas de tipo Th2, cdendL-4 podrian modular
positivamente en los neutréfilos de los enfermoséiisos la presencia del §fR *°.

* Yamaoka K.A. y Colb® han demostrado como el Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating Factor (GM-CSF), es capaz déresar la sintesis y una mayor
expresion del FRII/CD23 en neutréfilos humanos de donantes sdras 18 horas de
incubacién. Vella A. y Colbé', no han podido conseguir un aumento en la expresié
del CD23 en neutrdfilos de pacientes con artrgisnratoide tras estimular con GM-
CSF, interferony o interleukina 4. Curiosamente, o mismo en loSemnos
reumatoideos como en los atdpicos, existe un aumdet FeRII/CD23 en los
neutroéfilos incubados solo en el medio de cultivo Ia adicion de ningun factor
estimulador con respecto a los controles sanoshlBognte, la estimulacion natuial
vivo de los neutrdfilos de los pacientes con GM-CSHigra hacerlos no reactivos a
una posterior estimulaciom‘vitro” con el mismo factor.

La presencia de moléculas de IgE, se ha demostemdda superficie de
neutréfilos, no sélo de pacientes alérgicos, samobién de sujetdS. Esto significa que
si estas células poseen receptores de IgE y makadea IgE en su superficie, cabe la
posibilidad de que pudieran estimularse por un mep® dependiente de esta
inmunoglobulina, elemento clave de las reaccionégyiaas. Efectivamente, nuestro
grupo demostr6 como podian activarse por este nsmgane incluso se pudo
comprobar, por citometria de flujo y por microseopmle fluorescencia, como los

alergenos se unian a la superficie de los neuisdfie una forma especifica.

5.1.2.-Exocitosis de los granulos del neutrdfilo
La exocitosis juega un papel muy importante ensialbgia del neutrdfilo tal y
como ya hemos comentado anteriormente. La secrdeidos distintos granulos parece
regular las respuestas tempranas de estas cé&omas,la adhesion, extravasacion de las
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mismas, asi como el inicio del estallido respiiato€omo hemos indicado en la
Introduccién, los neutrofilos poseen varios grasuldos azuréfilos o granulos
primarios, definidos por su contenido en mielog&tasa y elastasa; los secundarios o
especificos, ricos en lactoferrina; los terciariosps en gelatinasa y otros organulos
denominados vesiculas secretorias con predominimsiatasa alcalina. Los granulos
azurofilos contienen un gran namero de enzimasftique pueden lesionar el tejido
adyacente si se liberan por un mecanismo fuerauieat. Los especificos y terciarios
constituyen un reservorio de proteinas de la mansbiplasmatica celular, que se
traslocan a la superficie de la misma despuésadactivacion celular. Al mismo
tiempo, contienen una amplia gama de proteinas edtagu en la adhesion y
extravasacion de los neutrofilos humanos, asi cammimas implicados en la
generacion de mediadores solubles de la inflamacion

Los diferentes granulos poseen funciones fisiolgidistintas, por lo que la
exocitosis de los mismos se regula por mecanismdspendientes, tanto que la
degranulacion de los azurdfilos puede realizarsgse se efectie la de los secundarios
y viceversa. Por ejemplo, si opsonizamos &démonella typhimuriuncon IgG vy el
factor del complemento @3 la exponemos a la accion de los neutréfilogjetectan
en el medio tanto defensinas como lactoferrina ¢adores de la degranulacién de los
granulos azurofilos y especificos respectivamerejo si esas bacterias se opsonizan
solamente con G3entonces no aparece la lactoferrina, sefial denquba habido
degranulacién de los granulos secundarios.

Nuestro grupo ha demostrado como los granulos pomae liberan mediante un
mecanismo dependiente de la IgE. Puesto que losilgsgasecundarios juegan también
un papel trascendental en la respuesta del ndatrgfdado que una de las sustancias
contenidas en los mismos es la lactoferrina, hequesido comprobar mediante el
estudio de la misma si efectivamente se podiazegaiambién una exocitosis de estos

granulos secundarios o especificos por un mecarighmediado.

5.2.- CARACTERISTICAS DE LA SECRECION DE LACTOFERR INA
Efectivamente, hemos logrado comprobar que si amos a los neutréfilos con

alergenos liberan al medio lactoferrina. Esta b#Em es dependiente del tiempo de

incubacion a la que sometemos a estas célulasayadmtidad de alergeno que ponemos

como estimulo.

101



Discusion

5.2.1- Estudio de la cinética: dosis y tiempo en léoeracion de lactoferrina

1. Tras realizar una cinética para conocer el tiengjdmeos de estimulacion de los
neutréfilos para conseguir la maxima liberacion ldetoferrina, llegamos a la
conclusién de que el tiempo éptimo de estimula@ande 30 minutos. Este tiempo a
resultado ser el mas adecuado para lograr la Giderade ciertos mediadores tras
estimular con alergenos a los neutréfilos de lasepées atdpicos. Asi la liberacion de
elastasa y mieloperoxidasa también ocurre de m@iano en este tiempo, pero no
siempre sucede asi puesto que para la liberacidh-8ey la ECP son necesarias 18
horas de incubacién con el alergeno para dar sarmepdimiento, tal y como hemos

comprobado en otros de nuestros estutiiod™

2. La cantidad de alergeno, al igual que el tiempgogerario para que tenga lugar la
Optima liberacién del mediador, varia en los midspestudios realizados dependiendo
de diversos factores tales como el alergeno uliizéa célula manejada en el estudio
314317y por supuesto el mediador a estudiar. En térsngenerales y basandonos en
estudios realizados anteriormente en células mahesmes en los que la cantidad de
alergeno manejada fluctuaba en un rango relativeeremplio tomamos en principio

| 318 cantidad de alergeno

como referencia un rango que oscilara alrededdrOdeg/m
que posteriormente ha demostrado ser la mas apta lpaestimulacion de los
neutréfilos de las analizadas tras los diversosyass practicados para producir la

maxima liberacion de lactoferrina.

Por tanto tras realizar estudios cinéticos de laisdy tiempo idéneos de
estimulacion de los neutrofilos para obtener la imaxliberacion de lactoferrina
utilizamos como valores mas adecuados para losyemns@alizados un tiempo de

incubacion de 30 minutos y la concentracion degaler de 1Qug/ml.

5.2.2.- Liberacion alergeno-especifica
El siguiente paso que hemos dado es identifidarestocitosis de lactoferrina que
se produce cuando ponemos en contacto el alergenos neutroéfilos es especifica.
Hemos podido comprobar que si es una reaccion ifispequesto que solo
aquellos neutréfilos de pacientes sensibles abaer responsable del cuadro clinico
son capaces de liberar lactoferrina. Para comprebi especificidad, tomamos los
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neutréfilos de pacientes alérgicos y los estimukgun alergenos a los cuales no eran
sensibles. Y aun mas, tomamos células de sujetos yatambién los estimulamos con
alergenos. En ningun de estos dos ultimos casgsude demostrar liberacion de
lactoferrina al medio al realizar la estimulaci@m@lergenos.

El PAF es un estimulador inespecifico de la libgmacle lactoferrina, de manera
que si estimulamos a los neutréfilos humanos canigino, siempre debe producirse la
exocitosis de la misma. En el caso de los neutd#stimulados con alergenos a los
cuales no eran sensibles y en neutrofilos de destrsanos, al no demostrarse
liberacion de lactoferrina, nos podiamos pregusitéa falta de liberacion obedeceria a
una alteracion intrinseca de las células en estiessc especialmente en el de los
atopicos. Para ello, estimulamos las células deoangupos con PAF y pudimos
comprobar como si liberaban lactoferrina.

Las endotoxinas son productos derivados de laghaety tienen la propiedad de
activar de forma importante e inespecifica a lastndélos. Por ello, determinamos la
cantidad de endotoxinas que contenian todos loduptas que utilizdbamos para
nuestros experimentos, incluidos los alergenos.infagl comprobar que poseian
cantidades infimas, del orden de0.01 ng/ml, o sea, practicamente no contenian
endotoxinas. Pero a pesar de eso, se podia pgosaraun asi podian activar
inespecificamente a los neutréfilos. Sin embardgty queda descartado cuando
pudimos comprobar que al estimular con alergerios aeutréfilos de pacientes que no
presentaban cuadros clinicos debidos a ellos ydouastimuldbamos células de
controles sanos, la cantidad de lactoferrina lifleerara similar a la producida por las
células cuando sélo se incubaban en el medio digasin alergenos.

Para descartar que soOlo se pudiera producir laakid@ de lactoferrina con un
alergeno, hemos testado varios de ellos, pudienaopwbar que si el paciente es
sensible al alergeno se produce liberacion deflxcioa al ser estimuladas por ellos.

Por tanto pudimos confirmar como la liberacién detdferrina es especifica y
depende de la existencia de sensibilidad al aler¢gestado. Esto esta en consonancia
con todos nuestros trabajos anteriofé§*"® en los cuales todas las reacciones
analizadas eran igualmente especificas.

En ciertas células como los eosindfilos, se produ@gunas acciones
inespecificas de los alergenos no IgE mediadasiddse comprobado que en ellos se
puede producir liberacién de la ECP o quimiotaras testimulaciéon con los mismos.

Estas acciones se producen lo mismo en sujetosssgne en pacientes no
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sensibilizados a los alergenos utilizados y paressmndebidas a la propia accion
quimica de los alergenos y no a un mecanismo IgEratente™.

Por tanto, aunque demostrabamos que la liberaeiderctbferrina por los neutréfilos
era una reaccion especifica no estableciamos guenediada por un mecanismo IgE

dependiente, por lo que nuestro paso siguientédostrar este mecanismo.

5.2.3.- Liberacion IgE-dependiente de lactoferrina

En la superficie de los neutrofilos existen tambiépeptores para la 1gG, son
también tres: el RR |, FoR 11 y FoyR lll. Estos receptores se descubrieron antesague |
de la IgE, por lo que siempre se ha pensado quadcanismos en los cuales participaba
alguna inmunoglobulina era precisamente la IgG dspaonsable de ellos. Nosotros,
mediante una incubacién con un acido a baja temypara en 5 minutos hemos eluido las
inmunoglobulinas de la superficie celular. El soldante de estos experimentos o hemos
sometido a un analisis para averiguar si exiggia yfo IgG especifica al alergeno que se
estaba testando. Hemos podido comprobar como eslmdutrofilos que tenian en la
superficie celular IgE especifica positiva al adexg a testar presentaban liberacién de
lactoferrina tras estimulacion con el mismo. Una wuida la IgE especifica de la
superficie celular los neutréfilos no reaccionaban el alergeno pero si lo hacian con el
control positivo (PAF). En ningln caso se encold® especifica ni en el suero ni en
sobrenadante proveniente de la elucion de las ingloibulinas de la superficie de los
neutrofilos. Evidentemente, los sujetos sanos teremcia no poseian ni IgE ni IgG
especifica ni en suero ni en el liquido de elucion.

En este caso hemos demostrado, igual que en amterorasiones, como la
respuesta al alergeno en los neutréfilos de logepes alérgicos, esta directamente
relacionado con un mecanismo IgE dependiente. Bgresgeriférica se ha demostrado
este mecanismo de activacion en linfocitos, monecgyt basdfilos, mientras que no se

ha demostrado en eosindfilos.

5.3.- PECULIARIDADES DIFERENCIALES CON LA ACTIVACIO N IgE
DEPENDIENTE DE OTRAS CELULAS QUE PARTICIPAN EN LOS
PROCESOS ALERGICOS

= Linfocitos: Se ha visto como las células R¢ juegan un papel importante en
la regulacion de la respuesta IgE antigeno espacffi a través de la liberacién de

ciertas citoquina¥?® 3%
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= Monocitos: Mdltiples evidencias indican que la @ation IgE-dependiente de
los fagotitos mononucleares juega un papel imptetaan la patogénesis de la
inflamacion tisular alérgica. La activacion IgE dagdiente por los receptoreseR¢l de
los macréfagos alveolares da lugar a la sintesisctaemokinas (IL-8, monocyte
chemotactic protein-1[MCP-1]), citoquinas proinfiaatorias (TNFe, IL-1, IL-6) y
citoquinas antiinflamatorias (IL-1 receptor antaigtan[IL-Ira], IL-10), sin embargo los
macrofagos alveolares de pacientes con asma asrmgiomueven la inflamacion de la
via aérea tras su activacion por los receptoresalgéaves de su efecto preferencial
sobre las citoquinas proinflammatori¥s **% Algunos estudios sugieren que los
macrofagos alveolares pueden jugar un papel impertan el desarrollo de la
hiperreactividad de las pequefias vias aéreasestdevia liberacion IgE-dependiente de
tromboxano A2 lo cual potencia perniciosamente laviidad parasimpatica de la
musculatura lisa bronquisd®
En los diversos estudios realizados se aclara abhoha activacion IgE-dependiente
promueve la liberacion de multiples mediadores fm® monocitos/macréfagos,
posiblemente a través del receptoeRt/CD23 y la via de traduccion L-arginina-
dependienté?®. Otros estudios apuntan como ligandos del CD28ded la activacién
del AMPc en monocitos humanos CD23+, permitiendegta manera la regulacién de
ciertas funciones en los mismts
Prevalece la opinion de que lo receptores de ldiidad por la IgE
FceRII/CD23 son los mas relevantes de los receptonpidados en la activacion de los
monocitos/macréfagos, sin embargo hay estudioscgastionan esto proponiendo que
los alergenos interactian sobre los receptoreRRIFde los fagocitos mononucleares y
que son estos los que tienen una influencia edesmitas reacciones alérgic¥s. De
igual manera existen estudios que aunque recontzeiijacion de IgE por los
macrofagos y que estos estan implicados en lasiestgs IgE-dependiente, proponen
que dichas acciones no estan relacionadas conigéao CD23%,
= Basdfilos: no solo es conocido que la liberaciomidgeamina por los basofilos es
IgE-dependiente, sino que ademas anticuerposgiplieden controlar la secrecion de
histamina alergeno-inducidd’. Ademaés en ciertos estudios se ha demostrado mo
activacion IgE-dependiente de los basofilos prodilecdiberacion de LTE y la
expresion del marcador CD63 en su membrana y qdeterminacion de LTLy el
estudio de los basotfilos CD63+ por citometria dgoflson test con una buena

sensibilidad y especificidad y mas eficientes gaedéterminacion de la histamina
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liberada en los casos de alergia alimentitiaLa movilizacién del calcio intracelular
parece ser crucial como sefial iniciadora en lavaxittn IgE-mediada de los basofilos
332.

= Eosindfilos: Al poco tiempo del descubrimiento de kosindfilos su presencia
se relaciond con el asma y los procesos alérgieoda actualidad, al eosindfilo se le
reconoce como un granulocito con caracteristicamitmatorias que participa en la
proteccion contra las infecciones parasitarias ¢ egl importante en las enfermedades
alérgicas  Existen numerosos estudios que demnes#&raasociacion entre los
eosindfilos y varias enfermedades parasitariagrgialas en el género humano.

Los pacientes asméaticos presentan un mayor nuneeemsinofilos activados en
la sangre periférica que los controles saiid<€En el asma alérgica se ha observado con
bastante frecuencia una infiltracion de linfociyososindfilos en el epitelio y la lamina
propia de las vias respiratorias, incluso en elaasmderada y en la estable, y se ha
observado una correlacién entre el numero de dismoque infiltran las vias
respiratorias y la gravedad del asifd La provocacién bronquial con antigeno
especifico en enfermos alérgicos provoca un raviet@o de eosindfilos en las vias
respiratorias acompafiado de una liberacién de ipestecitotoxicas granulares y de un
aumento de la permeabilidad vascufdr®*® A pesar de la fuerte asociacion existente
entre los eosindfilos, sus proteinas granularestésicas y ciertos tipos de
enfermedades humanas, los mecanismos responsabiesctivacion ih vivo” de los
eosindfilos no estan tan claros.

En los diferentes estudios realizados para aclarapapel de la IgE en la
activacion de los eosindfilos en los procesos mlésgy se ha demostrado como estas
células pueden expresar en su superficieRECFERIl y Mac-2/E-binding protein
(eBP) o galectina 3. Como resultado de estos estudra razonable especular que la
activacion de los receptores de la IgE en los ééikis intervenia de modo
trascendental en los procesos secretores de étidéamscen las enfermedades alérgicas.
Pero al contrario de lo esperado, se desconoceeb8ignificado funcional de los
receptores de la IgE en los eosindfilos en losquaies alérgicos™.

La expresion de los receptores de la IgE en losné@filss humanos y las
funciones dependientes de esta inmunoglobulineerabservan de un modo similar en
todos los casos. Casi todos los estudios que déranids presencia de receptores de la
IgE en los eosindfilos humanos utilizan células peientes con una eosinofilia

acentuada, como la debida al sindrome hipereokawofi las enfermedades asociadas a
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ciertos trastornos cutaneos y linfor483*° No existen pruebas que demuestren la
expresion de receptores de la IgE en los eosisdfilodonantes sanos o de sujetos con
una eosinofilia mediana o moderada debida a trastomas comunes como los
procesos alérgicos o las infestaciones por helmimddgunos estudios que buscaron
receptores de la IgE en procesos alérgicos notdedecFeRIl en los eosindfilos de la
sangre periférica’® 3" y detectaron sélo expresiones minimas deRFan los
eosindfilos que infiltraban el tejido bronquial @acientes con asm¥' o en los
eosindfilos de la sangre periférica de pacientesprocesos atépicds® 340 342344
otro estudio mas reciente, no se encontiiRHeEn sujetos normales ni en pacientes con
asma bronquial alérgica, dermatitis atopica, sime hipereosinofilicos, sindrome de
hiper IgE ni infestaciones por helmintos, perorsiua paciente con un mieloma IgE
pero en cantidades muy bajas; en los mismos grd@gscientes solo se detectd una
expresiéon minima de E®R en un paciente con asnia Curiosamente, este trabajo no
pudo detectar receptores eéRR en procesos en los que otros autores los habian
encontrado como los sindromes hipereosinofiliasldrmatitis atopica o el sindrome
de hiper IgE. Por otra parte, las cantidades eratas de FdR en los eosindfilos de
los pacientes atépicos en todos los trabajos meadas son tan bajas que dificiimente
se distinguen de los controles negativos. Mas agleees se han mostrado los estudios
sobre las funciones mediadas por la IgE de losnéfilsis. Los eosinodfilos de los
sujetos sanos son incapaces de realizar accicdiédxatas mediadas por la IgE, pero si
de realizarlas si se les activa con el factor adtiv de las plaquetas sin la presencia de
receptores de la IgE*®. Pero atin més, en los eosinéfilos humanos no sb$ervado
ninguna funcién dependiente de un mecanismo IgEocpoede ser por ejemplo la
produccion de superoxido y del leucotrienpdda liberacion de EDN y ECP, mientras
que por el contrario esos mismos eosinoéfilos mbatrauna respuesta vigorosa a
estimulos mediados por la IgG la IgG, a través del receptor Rl 198 199, 340, 347-350

De hecho parece que tanto la IgG como citoquiadess tomo la IL-5, parecen ser mas
importantes en la activacion eosindfilica, enuebo de las enfermedades alérgicas que
la IgE *°.

Todas estas observaciones han llevado a algunosesud la conclusion de que
otro(s) factor(es) diferente(s) a la IgE y sus pemes pueden actuar como inductor(es)
de la activacion/liberacion de mediadores de losinéfilos en las enfermedades

alérgicas®®
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Otros estudios sostienen la hip6tesis de una lif@raelectiva de las proteinas de
los granulos, y parece ser que intervienen comalegfile transduccidn tres receptores
Fc (Fc epsilon R, Fc alpha R, Fc gamma R) presemtéss eosindfilos humand$.

Por otro lado hay autores que han estudiado comal&genos activan el factor
nuclear- kappaB que a su vez conduce a la produdgcitoquinas GM-CSF, TN&-

e IL-8 y especulan sobre la posibilidad de quesesitoquinas actien de forma
autocrina aumentando la supervivencia de los efilsisdin vivo” 3°

También se ha comprobado como los granos de pdleran mediadores
lipidicos que reclutan y activan a los eosinéfitos vitro” . Esto ha llevado a pensar
gue mecanismos similares pueden ser efectivosdoajdiciones de exposicion natural,
donde los mediadores lipidicos asociados al paleen jugar un papel importante en

el reclutamiento de eosinéfilos en los sitios diimacién alérgica®.

5.4.- RELACION ENTRE LA IgE SERICA Y LA SECRECION DE
LACTOFERRINA

Una vez demostrada que la liberacién es IgE depete]i queriamos afianzar
nuestros hallazgos comprobando si la cantidad Heespecifica sérica se correspondia
con la cantidad de lactoferrina liberada por lostradilos tras el estimulo alergénico.
Hemos podido demostrar como existe una correlguditiva entre ambos parametros.
Esto refuerza el papel de la IgE en la liberaciéadtoferrina. Nuestro grupo no habia
comprobado anteriormente esta correlacion en las garametros analizados. Pero a
pesar de ello, esta correlacién no es absolutaidoifica que aunque la liberacién de
lactoferrina es un mecanismo dependiente de lédeantie esta inmunoglobulina, pueden
existir también otros factores que influyan enrogles de lactoferrina secretada por los
neutrofilos de los pacientes atopicos cuando sedan con el alergeno al que son
sensibles (p. gj. factores genéticos, factoreseatdies, la accion de ciertas citoquinas y/o
mediadores...).

Con respecto a otras células se ha comprobad@eosccasos como si existe esta
correlacion, mientras que en otros no. Esta ultimaunstancia nos lleva a pensar que
existen otros mecanismos, ademas de la cantidégEdespecifica, que determinan el
montante total de la liberacién de ciertos mediesldt **% Este es el caso de la
histamina liberada por los basofilos, donde seis@® que existe una relacion entre la

cantidad de IgE y la histamina liberati& *** pero que también existen otros estimulos

108



Discusion

IgE independientes que por vias diferentes pued8uiri en la liberacion de este
mediador”,

En los diferentes estudios realizados se ha pamhdgorobar la existencia de una
correlacion positiva entre los resultados de ldsreltes pruebas diagnosticas: tests
cutaneos, determinaciones de IgE especifica ydgirovocaciéon, lo que concuerda
con nuestros resultados ya que hemos evidenciagl@amelacion entre la cantidad de
lactoferrina liberada por los neutrofilos tras sfimulo alergénico y el resultado de los
tests diagnésticos como veremos mas adefant&® aunque es cierto que no en todos
los articulos hay acuerdo sobre las ventajas gedguuaportar algunas de estas pruebas
sobre las dem&8”. Lo que si suelen afirmar la mayoria de los esw@is la falta de
correlacion entre la cifras de IgE total con etaete pruebas diagnéstica®.

Aunque no lo hemos recogido en el apartado de fRdssl la IgE especifica eluida
de la superficie celular, se correspondia de foalsoluta con la cantidad de la IgE
especifica del suero (r = 1).

5.5.- RELACION ENTRE LA SECRECION DE LACTOFERRINAY LA CLINICA

DE LOS PACIENTES ATOPICOS

Como la mayoria de la investigacion de nuestro@eeha realizado en pacientes
asmaticos y se podia argumentar que quizas estazgos solo se lograban alcanzar con
células procedentes de estos enfermos, nos swgituda de si los fendmenos que
detectabamos en los neutrofilos obedecian al py@sratico o bien al caracter atopico de
los pacientes. Para aclararlo hemos realizado essnsos experimentos en pacientes con
asma bronquial y pacientes con rinitis extrins€eamndo estimulamos los neutrofilos en
ambos grupos de pacientes con los alergenos aidosrgn sensibles, observamos como
no habia diferencias significativas en la lactaferrsecretada en ambos casos. Esto
demostraba que nuestros experimentos desarrolledols pacientes alérgicos eran
consecuencia de su condicion atopica y que nonterdida que ver con el cuadro clinico.
Por supuesto, todos los experimentos se llevagaba en pacientes que no presentaban
en ese momento ninguna sintomatologia clinica.

Aungue estos experimentos no los ha realizado nougsipo con otros parametros
investigados en neutrdéfilos de pacientes alérggms|ogicos estos hallazgos si pensamos
gue otros elementos de diagndstico como son ltsdetaneos o los tests de provocacion

son positivos a los alergenos a los que son sesdiid pacientes independientemente de
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la sintomatologia que padezcan. Lo mismo pasaaopruebasifi vitro”, como puede
ser la IgE especifica o el test de liberacion dahiina.

5.6.- RELACION ENTRE LA DEGRANULACION DE NEUTROFILO S Y LAS
PRUEBAS FUNCIONALES RESPIRATORIAS
A continuacion hemos desarrollado diversas estesteg@xperimentales para
determinar si la liberacion de lactoferrina por teutrofilos de pacientes alérgicos se
relaciona de alguna forma con la funcién ventilatpulmonar, con el grado de respuesta
bronquial a la provocacién inespecifica (con mdiaapy especifica (con alergenos) y
con la gravedad del asma.

5.6.1.- Relacion con la funcion ventilatoria pulmoar

Hemos encontrado que existe una relacion invetsa kenliberacion de lactoferrina
y el FEV; de los mismos pacientes. Esto significaria quiéb&racion de lactoferrina
estaria relacionada con las pruebas funcionalpgaesias. Mientras peores resultados
de la funcién respiratoria tenemos, mas cantidagsedeecion de lactoferrina se objetiva.
Ello nos hace pensar que la lactoferrina puedeviené en el deterioro de la funcion
respiratoria de los enfermos asmaticos.

Existe un trabajd® en el que no se encuentra variacién del cociateferrina/
namero de neutroéfilos en sangre periférica en ddsrohinaciones tomadas a las 4 PM, 8
PM, medianoche, 4 AM y 8 AM. Las 4 AM es la horande se produce mayor caida
del Pico de Flujo y aunque se observa en ella umgomcifra del cociente
lactoferrina/namero de neutrofilos, no es estaxdistente significativo. En este trabajo
existe una clara diferencia con el nuestro ya gaeéterminaciones se hacen en sangre
periférica total, por lo que el “efecto dilucionuigde hacer que los hallazgos no sean
relevantes. Nuestro estudio se hace en condicimdsscerradas por lo que se pueden
detectar diferencias en el comportamiento de lagré#os dificiimente posibles de
hacerlo cuando se analiza sus resultados en samyik€rica. Por otra parte, la
metodologia del trabajo es confusa pues parecgueeel estudio se hace con pacientes
con un asma leve segun indican incluso en el tidielotrabajo. Sin embargo, en el
material y métodos entre los condicionantes deusi@h se encuentra el que los
pacientes deberian tener un FEYO% del previsto (lo que precisamente no se
corresponde con la inclusion en el grupo de paesel@ves segun las indicaciones del

GINA), mientras que en otra parte del trabajo shBcan que los pacientes estudiados
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presentan una media del FEMel 89.9% del previsto. Aunque en este trabajodiea
gue se ha utilizado para la correlacion de losrpatis el test de Sperman, parece que
lo que se ha realizado es una comparacion de lamed error estandar de la media de
los valores obtenidos en las diferentes franjasria® por el test de la U de Mann-
Whitney. Por una parte tendria que haberse aplingadanalisis de correlacion entre las
cifras del cociente lactoferrina/nimero de neuwéfy los valores absolutos del Pico de
Flujo y no una comparacién entre los datos delertteien las diversas tomas. Por otra
parte no se puede comparar la media de las diveysss con un analisis mediante el
test de la U de Mann-Whithney, la media es un éatadistico que se emplea en las
poblaciones que siguen una distribucion normaligaagse deberia haber empleado la
t de Student), y sin embargo la U de Mann-Whitneyustiliza para el analisis de
poblaciones que no siguen una distribucién norreal deberian haber empleado la
mediana y los percentiles 25% y 75%).

Que nosotros sepamos, no existe ningun tipo deliestwevio que investigue la
produccion de lactoferrinar vitro” tras estimulo con alergeno y su relacion con las
pruebas funcionales respiratorias. Otros mediadpresedentes de los granulos
azurofilos como la mieloperoxidasa y la elastdsaréida por los neutréfilos también se
correlacionan inversamente de modo similar a lefaina con los valores del FEV
Esto corroboraria el posible papel del neutrdfilm @ deterioro de la funcidn
respiratoria en los pacientes con asma bronquiineeca. Nuestros hallazgos se
correlacionan con otros estudios realizados parscautores. En un estudio realizado
mediante el andlisis del esputo inducido, existe aorrelacion positiva entre el numero
de neutréfilos en esputo con la concentracion deaaixigenada presente en el aire
expirado de los pacientes asmatitdsy con la variabilidad del pico de fluf8’ y una
correlacion negativa entre los valores del FE\EL yumero de neutréfilos presentes en

pacientes con asma bronquig

5.6.2.- Relacion con el grado de respuesta bronquisas la provocaciéon bronquial:

En los pacientes alérgicos, la provocacion bronguia un alergeno induce una
respuesta inmediata, que puede ser seguida el ciérhero de pacientes de una
respuesta tardia. Estas respuestas son un bueronpata investigar los procesos
inflamatorios en el asma.

En una proporcion que se estima entre el 47 al @8%s asmaticos se produce

una respuesta tardia a las cuatro o seis horaslganza su pico maximo entre las seis
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y doce horas, desapareciendo a las veinticuatrashdsta respuesta tardia es mas
prolongada, se acompafia de una hiperinsuflaciomgndr severa y puede producirse
en ausencia de reaccion inmediata. Como hemospuesto, es evidente que nuestros
hallazgos son mas relevantes en el caso de axistireaccion tardia. No es de extraiar,
puesto que esta reaccion estd condicionada p@resencia de células efectoras
secundarias como son los eosinofilos y los propmsrofilos. En efecto la llamada
inflamacion alérgica se caracteriza por ser unrfem® dual o bifasico que consta de
una primera fase o respuesta inmediata consecatila liberacion de mediadores
primarios a partir de las llamadas células efestgmamarias, representadas por los
mastocitos y basofilos, seguida de una segunda fetsegdada mas prolongada
caracterizada por la infiltracion del foco inflaim@o por células efectoras secundarias
entre las que destacan fundamentalmente los esingflos neutr6filos®® que van a
liberar a su vez otros mediadores inflamatoriosiiséarios responsables de la respuesta
tardia.

Una vez que estas células migratorias o efect@@asndarias de la inflamacion,
entre las que destacan los eosinofilos y los niagpalcanzan el foco inflamatorio,
donde son reclutadas y activadas, comienzan agseguaa serie de mediadores
secundarios proinflamatorios preformados tales ctarmuroteina basica mayor (MBP)
del eosindfilo, la ECP, la neurotoxina del eosiloofiEDN), la peroxidasa del eosindfilo
(EPO), mediadores lipidicos neoformados (PAF, L T@ostaglandinas), citoquinas,
factores de crecimiento como el GM-CSF que inhiteerapoptosis y prolongan la
supervivencia de las células reclutadas y por daltiquimiocinas con capacidad
atrayente celular tales como la eotaxina, MIP dgina inflamatoria de macrofagos,
RANTES, etc. En resumen, tenemos que decir quesdpuesta alérgica tiene un
caracter bifasico o dual con una fase inmediatactawmizada por la liberacion de
mediadores primarios, a partir de células efectpramarias (mastocitos y basdfilos),
responsables de los sintomas de esta fase porciactusobre los correspondientes
organos de choque y una fase tardia producida gdibéracion de mediadores
secundarios por parte de las células efectorasndadas reclutadas a lo largo del
proceso inflamatorid®®=%>

En algunos trabajos incluso se llega a afirmar gmeaquellos pacientes que
presentan una respuesta dual existe una mayoraeidiivde mastocitos que en los

365

pacientes que Unicamente presenta una respuestdiata®, lo cual parece

concordar con los estudios de ventana cutanegtoa®cacion especifica de la piel,
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cuyos resultados sugieren una selectiva liberdgBrmediada de ciertos componentes
de los neutrdfilos posiblemente relacionada cogratlio de activaciéon precoz de los
mastocitos ya que existe cierta correlacion emtsechntidades de lactoferrina liberada
en torno a las 2-4 horas y la histamina liberadi gmimera hora.

Hemos podido comprobar que tras la provocacionduiahcon suero fisiolégico
y con metacolina no existen variaciones en la ditién de lactoferrina entre la
determinacion basal antes de la provocacion y dssge la misma. Por el contrario, si
existen diferencias significativas entre las deiteaciones basales y las realizadas
después de la provocaciéon especifica con el alergedependientemente de si induce
s6lo una respuesta inmediata o si es dual (inneeglitgrdia). Bien es cierto que cuando
existe una reaccion tardia las determinacioneseposts a la provocacion son
estadisticamente mas elevadas que si sOlo se gradaaeaccion inmediata.

Es normal que si se realiza una provocacion corodigologico no se obtengan
diferencias con los valores basales, salvo queezbdisioldgico estuviera contaminado
con sustancias estimulatorias como las endotoxEasiuestro trabajo no influye esta
circunstancia pues como se recordara hemos cuanitifila cantidad de endotoxina en
todos los componentes que hemos empleado y estoenén una cantidad
despreciable dg0.01 ng/ml.

En el caso de la provocacién bronquial con metaaobxisten estudios con
resultados contradictorios. Kraft M. y colB&’ no encuentran ninguna alteracién de la
celularidad (linfocitos, eosindfilos y neutroéfilosh los lavados broncoalveolares, ni en
diversos marcadores celulares como pueden seeipaotationica de los eosindfilos,
proteina de los cristales de Charcot-Leyden, ZXBB,, lisozima de los neutrdfilos asi
como lactoferrina, tras provocacion bronquial coetanolina. Tanto es asi, que los
autores recomiendan su uso para poder analizaa@b gle hiperreactividad bronquial,
antes de realizar una broncoscopia porque no altegdin parametro inflamatorio. Por
otra parte White M.V*® tras la provocacién nasal con metacolina encuemi@amayor
cantidad de lactoferrina liberada en el lavado Indsgacientes atdpicos que en sujetos
sanos controles. Esto podria deberse a las difaemgie existen en el érgano de
choque de uno y otro grupo de sujetos ya que podgeuar otros factores como una
mayor afluencia de neutréfilos en el atépico juatta presencia de una celularidad
inmunocompetente diferente que al estimularse e@fpamente pudiera desencadenar

esta diferencia en los resultados.
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Con la provocacion alergeno especifica observamasocexiste una cantidad
mayor de lactoferrina liberada, estadisticamemgeifitativa, entre los valores antes de
la provocacion y después de la provocacion tantel gaciente ha tenido sdlo una
respuesta inmediata como si la ha tenido dual, dintee y tardia. Los pacientes que
tuvieron una reaccién dual tienen una mayor likérade lactoferrina después de la
provocacion bronquial que aquellos que sélo laetavi inmediata.

Aunque la actividad quimiotactica del suero aumentas 30 minutos de haber
realizado la provocacion bronquil®, no es hasta las 3 horas cuando se detecta el
mayor aumento de neutréfilos en sangre periféfitaA las 4 horas de la provocacion
ya encontramos un aumento significativo de neltfiy de IL-8 en el lavado
broncoalveolar de los pacientes asmatffosa las 6 horas en las biopstdsPero en
realidad, no sabemos si la presencia aumentadaed#&ofilos en las biopsias
bronquiales estaria de forma mas temprana puestaage ha realizado ningun estudio
al respecto. Nosotros hemos realizado la toma deulsstra sanguinea a las tres horas
de haber realizado la prueba de provocacion, poagague hay autores que cifran el
mayor aumento del nimero de neutréfilos en sangyiéépica a las 8 horad’, los datos
de Upham y Colbs™ estdn mas en consonancia con los hallazgos obterid el
lavado broncoalveolar y en las biopsias de losramdse asmaticos tras provocacion
bronquial.

No nos encontramos ningun estudio en la literaggwa haya realizado una
valoracion de la lactoferrina tras el test de poawidn bronquial. Nuestro grupo
tampoco ha realizado hasta la fecha ninguna vaforade los diversos parametros
estudiados en los neutrofilos de pacientes asnsatiias este tipo de intervencion. Nos
encontramos hallazgos similares si se realiza strdie provocacion en la piel mediante
el estudio de la ventana cutanea, habiéndose aakeruna mayor cantidad de
lactoferrina en los pacientes alérgicos, cuando esiimulados con el alergeno al que
eran sensibles que cuando se hacia la provocacibsuero fisioldgico; el incremento
de la cantidad de lactoferrina encontrado tienarlug las 2-4 horas de la provocacion
con el antigeno a diferencia de la histamina queleea en la primera hora para
posteriormente descender. Igualmente en estosiestedventana cutanea, con la
finalidad de valorar los componentes liberadoseadareutrofilo que pudieran jugar un
papel en la patogénesis de las reacciones alérgieaa comparado el modelo de
liberacion de diferentes mediadores, objetivandoseo la elastasa presenta un modelo

similar a la lactoferrina, mientras que no se @mget cambios significativos en la
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liberacién de mieloperoxidasa y lactico deshidr@garentre los pacientes controles con
respecto a los pacientes provocados con el aotigepecifico. Esta elevacién en la
cifra de lactoferrina no solo es un reflejo de orayor concentracion de neutrofilos en
los puntos de la provocacion, ya que el aumentdad&&actoferrina no tiene una
correlacion significativa con el nimero de neutodfien los estudios de ventana
cutanea, mientras que si guarda una correlacidnfisgtiva con la concentracion de
histamina liberada en la respuesta inmediata elugzges de la provocacion antigeno-
especifica. Por tanto estos hallazgos sugiererseleativa liberacion IgE mediada de
ciertos componentes de los neutréfilos en las cieaes alérgicas cutaneas,
posiblemente relacionada con el grado de activagiénoz de los mastocitos. Por ello
se penso que la lactoferrina jugaba un papel ngnifsiativo en la fase tardia de las
reacciones alérgicds. De modo similar en otros estudios después deprmacacion
nasal antigeno-dependiente, se elevo de formaiststachente significativa la cantidad
de lactoferrina en el lavado nasal, dependienda desis de alergeno suministrada

Otros datos que refuerzan nuestros hallazgos saecekento del numero de
neutrofilos:

» Se ha demostrado un aumento de neutrdéfilos enib®psonquiales a las 24
horas, en los sujetos asmaticos que fueron somgsetidona provocacion inhalatoria
alergeno especifica con una respuesta bronquétiatgrero no en el BAE**"" Otros
autores también demuestran el aumento de los fikagrén el BAL en pacientes con
una respuesta tardfa*®

» Tras la provocacion bronquial alergeno especifigste un aumento del nimero
de neutréfilos en sangre periféritd de la capacidad quimiotactica del suero para los

37838 del numero de estas células en esputo inddéido

neutrofilos
» En el caso del test de provocacion bronquial setamienalergeno especifico,
gue tiene el inconveniente de que hay que introdati menos dos veces el
broncoscopio por lo que dicha maniobra por si mipoede originar una neutrofilia lo
mismo en sujetos sanos que en enfermos asmatict§ existen trabajos en los que se
observa como efectivamente existe un aumento deofieas tras provocacion con

g’ 54 334. 383387 arg |as células que se

alergeno en comparacion con el control safth
obtienen de los BAL presentan muestras de estaadas, como se comprueba por la
mayor expresion de moléculas de adhesién en serfig celular®* y lo mismo

ocurre en las células obtenidas en las biopsiagjbiales post-provocaciSfi
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Otros estudios que se correlaciona con nuestrdszbak son los estudios
practicados con la metaloproteinasa- 9 (MMP-9} kagprovocacion bronquial alergeno
especifica, pues se observa un aumento signifccadie la MMP-9 en pacientes
asmaticos sensibles a esos alergenos, mientrasogqoeurre ningin cambio en sujetos
sanos. La cantidad de MMP-9 después de la provintase correlaciona
significativamente con los cambios en el FEV1 y mmnporcentajes de neutrdfild%.

Hay que sefialar que los neutréfilos son las cétylasaportan la MMP-&°.

5.6.3.- Relacion con la gravedad del asma:

Con respecto a la severidad del asma, podemos obarpcomo existe mayor
cantidad de lactoferrina liberada en todos los sigms de asma en comparacion con
los sujetos sanos controles. Pero al mismo tiesg@uede comprobar como mientras
los pacientes tienen un grado mas grave y pertstda su asma las cifras de
lactoferrina liberada son mayores.

No hay estudios comparables en la literatura. T&mpoestro grupo ha realizado
estudios comparativos de los otros marcadores siedatrofilos en relacion con la
severidad del asma. No obstante, existen algurtadies con unos resultados que en
cierta medida estan en consonancia con los nuegtsbsen algunos de ellos se han
encontrado unos niveles de lactoferrina en esputducido y en lavados
broncoalveolares fueron superiores en los paci@mesasma estable que en los sujetos
controles®® 3! |gualmente se ha encontrado un aumento estaufstitte significativo
de lactoferrina en los bronquios de pacientes raggrbr asma bronquial, que en los
bronquios de pacientes muertos por otras causesspatorias >

Lo que si existen son estudios con cuantificacdéh nimero de neutrofilos,
mieloperoxidasa e IL-8 en esputo inducido o en $iagp de enfermos asmaticos
relacionados con la severidad de su cuadro clitécoendo como referencia la misma
clasificacion que hemos realizado nosotros. Logréiftes mediadores estan mas
elevados en los pacientes asmaticos en generatespecto a los sujetos sanos de
referencia. Las diferencias se hacen mas evidamesdida que aumenta la gravedad y
persistencia del cuadro. Estos hallazgos estaromsonancia con nuestros resultados,
guedando demostrado una mayor actividad de losrdfidos en los cuadros de
evolucién més térpida de asma brongfitaf®® 300393394
Sintetizando podriamos decir finalmente que entnuestudio hemos hallado

una buena correlacion entre la cantidad de libénade lactoferrina con las pruebas
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funcionales respiratorias, con la provocacion buisigantigeno especifica y con el
grado de severidad del cuadro asmatico lo queafumiestra hipotesis de trabajo.

5.7.- CONSECUENCIAS FISIOPATOLOGICAS DE LA SECRECION DE
LACTOFERRINA
¢ Qué significan estos hallazgos?. Analizaremos esuglueden ser las
consecuencias fisiopatolégicas de una secrecidggesle especifica de lactoferrina en
los enfermos alérgicos en general y en los asnsa@ngarticular. Vamos a dividir pues
los efectos de la lactoferrina en dos grupos: daciditadores de la respuesta inmuno-
inflamatoria y otros inhibidores de la respuestauno-inflamatoria.

LACTOFERRINA

. .
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1) Efectos inhibitorios de la respuesta inmuno-infleona:

a) Inhibicion de la respuesta de los mastocitos. rhastocitos juegan un papel
de gran importancia en la reaccion inflamatoria, astivacion provoca la
degranulacioén con liberacion de histamina que canssumento local del flujo
sanguineo y de la permeabilidad vascular, favoneoida posterior afluencia
de células. Por tanto, los mastocitos forman pdgela primera linea de
defensa contra agentes patdgenos. Entre las pastébsradas se encuentran
la triptasa y quimasa, estas proteasas tienen termia clinica ya que la
triptasa puede provocar hiperractividad bronqueal,un importante factor de
crecimiento de los fibroblastos, lo que puedeetenotivo de la asociacion
existente entre la activacion de los mastocitoa ffdrosis, y ademas pueden
degradar al péptido intestinal vasoactivo (induatier la relajacion de la
musculatura bronquial) al igual que la quimasa, getmula la secrecion
bronquial. Por su parte, la catepsina G interviaalegual que la quimasa y
triptasa en la remodelacion de la matriz del tefidoectivo, ha demostrado ser
un eficiente mediador en las interacciones neltsdplaquetas y estimula la

secrecion de moco de las vias aéreas.

Hiperreactividad bronquial

Factor de crecimiento de fibroblastos
Degradacion del VIP

Remodelacién de la matriz del tejido conectivo.

TRIPTASA

= Estimula la secreccién bronquial
QUIMASA = Degradacion del VIP
= Remodelacion de la matriz del tejido conectivo.

= Mediador en la interaccion de neutréfilos-plaquetas
CATEPSINA G = Estimula la secreccion en las vias aéreas.
= Remodelacién de la matriz del tejido conectivo.

La lactoferrina es capaz de inhibir la liberaci@histamina y la actividad de
la triptasa, quimasa y catepsina G de los masta@tiimulados por un
mecanismo IgE-dependient¥ 3 La inhibicion de la triptasa se lleva a cabo
inhibiendo el efecto favorecedor que ejerce la tiepasobre la triptasd™,
considerandose en diversos estudios que una daurasnes fisioldgicas

importantes de la lactoferrina de los neutrdéfilosigia ser la inhibicion de la
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b)

triptasa liberada por los mastocitos y por tartpapel que la misma ejerce
en la broncoconstriccién tardia e hiperreactividaxzhquial®®”.

Se reconoce hoy, que en el asma extrinseca urmsdadtores que empeoran
el cuadro y que pueden originar agudizaciones,|l@aouliferentes infecciones

por bacterias y viru¥°“*% La lactoferrina modularia esta respuesta inhiwen

las infecciones por bacterias, virus y hondf8&°" La lactoferrina se conoce

por tener un espectro ancho de actividades micstédiioas. El papel mejor

conocido de la lactoferrina en el mecanismo derdefees su comportamiento
como un agente bacteriostatico capaz de inhihirdéiferacion de bacterias a

través de sus propiedades captadora de hierro,taerioién se sabe que la
lactoferrina, ademas de su accion bacteriostapigage tener también accion
bactericida. El efecto bactericida de la lactofexrobedece a fenomenos de
permeabilizacion, es decir a su capacidad de dafimembrana bacteriana con
la alteracion subsiguiente de su permeabilidadedeaser que la lactoferrina

también muestra efectos fungicidas y antivirales.

2) Efectos estimuladores sobre el sistema inmunonr#tario:

a)

b)

d)

Estimulacion de la actividad de los radicales dogi de oxigeno. La
lactoferrina tiene la habilidad de unirse a losemiiérricos libres haciendo
que estos no contribuyan a la catalisis de losa#eh toOxicos de oxigeno por
lo que podran seguir ejerciendo sus funcidiies

Al mismo tiempo, la lactoferrina es capaz de proenda adherencia de los
leucocitos a las paredes endoteliales, por lo quaifica la respuesta celular
inflamatoria®®®.

La lactoferrina neutrofilica, en cantidades sineitaa las halladas en el liquido
de las vias aéred?¥ induce en los eosinéfilos varios efectos: la powibn de
superoéxido, la degranulacion de los mismos conbkrdcion de EDN y la
sintesis de leucotrienos con la subsiguiente lii@nade LTG 3%

Es bien sabido como la proteina catidnica de lsgétlos ejerce parte de su
accion citotoxica por tener caracteristica de RIN&sies bien la lactoferrina
tiene propiedades de RNasa y DNasa, por lo queepegdcer acciones de
citotoxicidad sobre el tejido circundante, y aluacta nivel del arbol bronquial

del asmatico aumentar la gravedad y perpetuaciécuddro®®®
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e) Los neutréfilos son capaces de convertirse en agldhgociticas tras
influencia de varias citoquinas como GM-CSF, TWRFN-y, IL-4 y M-CSF
%8 Pues bien, la lactoferrina es capaz de inducietaecién de TNE IL-8
y NO a partir de macréfagos human®& Por otra parte, la lactoferrina
también induce la liberacién de IL-8 por los nefilwé humanos®,

En definitiva la lactoferrina puede ser capaz diuair la liberacion de una
serie de interleukinas celulares favoreciendo @ifeas factores del proceso

inflamatorio.
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La provocacién ih vitro” de neutréfilos de pacientes alérgicos con el antig
responsable del cuadro clinico, conduce a un aument la liberacion de

lactoferrina. Esta liberacion es especifica, ddsigendiente y tiempo-dependiente.

La IgE especifica de la superficie celular del riilb es responsable de la
liberacion de la lactoferrina a través de un mexsaani IgE-dependiente,

descartandose la participacion de la I1gG.

La IgE especifica sérica tiene una correlacion tpasicon la cantidad de
lactoferrina liberada por los neutrdfilos tras slimulo alergénico especifico. Esto

refuerza el papel de la IgE en la liberacion deofacrina.

Cuando estimulamos los neutréfilos de ambos grdpgsacientes (rinitis/asma) con
los alergenos a los que son sensibles, observamo® no hay diferencias
significativas en la lactoferrina secretada en amtmsos. Esto demuestra que los
resultados de este estudio desarrollado en losrgasialérgicos son consecuencia de
su caracter atopico e independientes del cuadnicalique padece el paciente

(rinitis/asma).

La liberacion de lactoferrina estad relacionada das pruebas funcionales
respiratorias, encontrandose una correlacion iavemgre la liberacion de lactoferrina

y el FEV; de los mismos pacientes.

Tras la provocacion bronquial con suero fisiologica@on metacolina no existen
variaciones en la liberacién de lactoferrina etdreeterminacion basal antes de la
provocacion y después de la misma. Por el confratigealizar la provocacion
especifica con alergenos observamos como existeamaad mayor de liberacion
de lactoferrina, estadisticamente significativaireerios valores anteriores a la
provocacion y posteriores a la misma, tanto si adignte ha tenido sélo una
respuesta inmediata como si la ha tenido dual, dimtee y tardia. Bien es cierto que
cuando existe una reaccion tardia las determinesiposteriores a la provocacion

son significativamente mas elevadas que si séitgene una reaccion inmediata.
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7. Tomando como referencia para la valoracion de daegtad del asma, los cuadros
establecidos en el GINA, se comprueba como exisiz mnayor cantidad de
lactoferrina liberada en todos los subgrupos deaasmcomparacion con los sujetos
sanos controles. Y al mismo tiempo, las cifraslai¢oferrina liberadas por los

neutrofilos de pacientes alérgicos son mayorestaumayor es la gravedad del asma.
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Resumen

En la actualidad, cada dia existen mas evidenagadadparticipacion de los
neutréfilos en los procesos alérgi@sgeneral y en el asma en particular.

Los neutroéfilos son leucocitos polimorfonucleargse juegan un papel esencial
en el sistema inmune, siendo la primera linea denda contra las infecciones por
bacterias. Su papel en la inflamacién se penséstaba restringido a su capacidad de
fagocitosis y de liberaciébn de enzimas y otros tgertitotoxicos. Sin embargo,
actualmente se conoce como estas células puedemarlidiversos mediadores que
pueden ejercer un profundo efecto nocivo en las aéaeas de individuos asmaticos.
Estudios anteriores han demostrado que ante uneogacion con un alergeno
especifico, los neutréfilos llegan antes que losirgdilos a los érganos diana. Los
neutroéfilos poseen los tres receptores de IgE snparficie celular. Y ademas nuestro
grupo ha demostrado, en numerosos trabajos, coergeabs especificos pueden
activar funcionalmente los neutréfilos de pacierdsgicos sensibilizados a estos y
liberar mediadores tras un estimulo IgE dependiente

La lactoferrina es una proteina transportadoraieled) que se encuentra presente
en las granulaciones especificas o secundariagsdeeltrofilos y que se revela cada
vez mas como una pieza fundamental en los acoritetis fisiopatoldgicos ligados a
la infeccién e inflamacion. Participa en los mesams antibacterianos de los
polimorfonucleares y se comporta como un importaggellador de la mielopoyesis y
del metabolismo del hierro. La lactoferrina juegapapel central en la modulacion del
proceso inflamatorio de las vias aéreas, su habilgara unirse a los iones férricos
libres hace que estos no contribuyan a la catalssiks radicales toxicos de oxigeno
por lo que podran seguir ejerciendo sus funcioAkmismo tiempo, la lactoferrina es
capaz de promover la adherencia de los leucociis @aredes endoteliales, por lo que
amplifica la respuesta celular inflamatoria. Intene en la activacion de las células
Natural killer y promueve la activacion de los ntdagos favoreciendo la secrecion de
TNF-q, IL-8, NO, IL-18, GM-CSF. La lactoferrina neutrofilica, en cantidadimilares
a las halladas en el liquido de las vias aéredac@en los eosindfilos varios efectos:
la produccion de superéxido, la degranulacion dentosmos con la liberacion de
EDN, y la sintesis de leucotrienos con la subsigaisecrecion de leucotrieno C4, lo
gue sugiere gue la adhesion de la lactoferringitéle puede constituir un mecanismo
iniciador del proceso inflamatorio eosinofilico ttende las vias aéreas. Por tanto es
posible que otros factores diferentes a la IgE kacioferrina liberada por los

neutrofilos y sus receptores), actien también comdoctores de la activacion de los
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eosinofilos en los procesos atdpicos IgE-mediadldemas, los hallazgos de que ECP
secretada por los neutrofilos estimula la libenaaié la lactoferrina por las glandulas
serosas de la mucosa del arbol respiratorio, aamemosibilidad de que la activacion
del eosinofilo por esta lactoferrina pueda tenegatua través de un mecanismo
feedback positivo generado por la propia ECP deinéfilo con la consiguiente
activacion persistente de esta célula dentro déal@aérea. Por lo tanto es posible que
la activacion del neutrofilo mediada por la IgE gaienodular la respuesta de los
eosinofilos en los procesos atopicos.

Los diferentes granulos poseen funciones fisiob®jidistintas, por lo que la
exocitosis de los mismos se regula por mecanismdspendientes, tanto que la
degranulacion de los azurdfilos puede realizarsgse se efectie la de los secundarios
y viceversa. Pues bien, nuestro grupo ha demostranhm los granulos especificos se
liberan mediante un mecanismo IgE-dependiente. alnteacremento de la presencia de
lactoferrina en procesos alérgicos, hemos quermlopeobar que efectivamente se
podia realizar también una exocitosis de los gongkcundarios o especificos y en
concreto de la liberacion de lactoferrina, por uecamismo antigeno-especifico IgE-
mediado.

Los neutrofilos de los pacientes asméaticos fuestimelados con el alergeno al
cual eran especificamente sensibles midiéndosébdmation de lactoferrina en el
sobrenadante celular. El tratamiento de los neldsofcon el alergeno provoco la
liberacion de la lactoferrina por los neutréfilos pacientes que eran especificamente
alérgicos a dicho alergeno, demostrandose conibdeation de lactoferrina es bastante
superior en las células de los pacientes asmaticabadas con el alergeno al que son
sensibles al compararla con la lactoferrina libarpdr los neutrofilos de los controles
sanos y los neutroéfilos de los asmaticos estimslaam un alergeno al que no estan
sensibilizados. Por tanto podemos concluir quebkerdcion de lactoferrina si es una
reaccion especifica y depende de la existenciaedsitslidad al alergeno testado, y
ademas que dicha liberacion era a su vez dossnpt-dependiente.

También hemos demostrado como los neutrofilos sipdaientes con test cutaneos
e IgE especifica positiva al alergeno estudiadi@teen la superficie celular del neutréfilo
IgE especifica positiva al alergeno, y que tramdabacion con el mismo, solo en estos
neutrofilos se demostro la liberacion de lactofierrideduciéndose que parece ser la IgE
especifica de la superficie celular del neutrofdo responsable de la liberacidon de la

lactoferrina a través de un mecanismo IgE-deperali&m ningun caso se encontrod IgG
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especifica ni en el suero ni en sobrenadante penten de la elucibn de las
inmunoglobulinas de la superficie de los neutréfilgpor lo que descartamos la
participacion de la 1gG. Ademas la IgE especifibzida de la superficie celular se
corresponde de forma absoluta con la cantidadEledgecifica del suero. Por otro lado a
medida que las cifras de IgE especifica sérica atangambién lo hace la cantidad de
lactoferrina liberada por los neutrofilos tras stimulo alergénico especificto que
refuerza aun mas el papel de la IgE en la libenagd@lactoferrina. Pero a pesar de ello,
no obtenemos una correlacion total entre la cahiidalactoferrina liberada y la cantidad
de IgE especifica sérica, lo que hablaria de gngueues un mecanismo dependiente de la
cantidad de esta inmunoglobulina, pueden existibi@n otros factores que influyan en la
liberacion de lactoferrina por los neutrofilos de pacientes atopicos.

Como todos los estudios realizados hasta el mometdigan sido realizados en
pacientes alérgicos asmaticos se podia pensaruigés @gstos hallazgos sélo se lograban
alcanzar con células procedentes de este tipo fdemms, lo que podria conducirnos a
pensar que los mismos no obedecen al caractercatdle los pacientes, sino a su
condicion de asmaticos. Para comprobar este extremms estudiado la liberacion de
lactoferrina por los neutréfilos estimulados coralekgeno al que son sensibles tanto en
pacientes con asma bronquial como en pacientes ricitis extrinseca. Cuando
estimulamos los neutrofilos en ambos grupos deeptas, observamos como no habia
diferencias significativas en la lactoferrina stamta en ambos casos. Esto demuestra que
nuestros hallazgos son consecuencia del caratdipic@ de los pacientes e independiente
del cuadro clinico (rinitis/asma).

Para descartar que solo se pudiera producir laaki@ de lactoferrina tras la
estimulacion de los neutrofilos con un Unico alagyaelecidimos estudiar la lactoferrina
secretada tras la estimulacion de los neutrofibmsdiferentes alergenos a los cuales los
pacientes eran sensibles. De esta manera pudinmgraoar como la secrecion de
lactoferrina no se produce especificamente con oio slergeno sino tras la
estimulacion de los neutrofilos con cualquieraakedlergenos a los cuales el paciente
sea alérgico.

Posteriormente con la finalidad de aclarar sibarfcion de lactoferrina por los
neutrofilos de pacientes alérgicos se relacionalgiena forma con la funcion respiratoria
de los asmaticos, y por lo tanto aclarar a su vpapel de los productos secretados por el
neutrofilo sobre la funcidén respiratoria, estudiant® correlacion entre la cantidad de

lactoferrina liberada después de la incubacionicleod neutrofilos con los alergenos y
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la funcion pulmonar de los pacientes, midiendoEV{ y encontramos que existe una
relacion inversa entre la liberacién de lactofernnel FEM. Esto corrobora el posible
papel del neutrofilo en el deterioro de la funciéapiratoria en los pacientes con asma
bronquial extrinseca.

Hemos podido comprobar mediante la provocacion duiah con suero
fisioldgico y con metacolina que no se observarmaeames en la cuantia de lactoferrina
liberada entre la determinacion basal y la reatizads la provocacion. Al realizar la
provocacion especifica con alergenos observamo® @xiste una cantidad mayor de
liberacion de lactoferrina después de la provoecadinto si el paciente ha tenido sélo
una respuesta inmediata como si la ha tenido duakdiata y tardia. Y cuando existe
una reaccion tardia las determinaciones posteratasprovocacion son mas elevadas
que si sblo se obtiene una reaccion inmediata. Nalee extrafiar, puesto que esta
reaccion esta condicionada por la presencia ddasédfiectoras secundarias como son
los eosinofilos y los propios neutrdfilos.

También hemos comprobado como al comparar losaswi lactoferrina en los
diferentes grados de severidad del asma y en loBotes sanos, existe una mayor
cantidad de lactoferrina liberada en todos los sifmp de asma en comparacion con
los sujetos sanos controles, al mismo tiempo gei€ifeas de lactoferrina liberadas por

los neutrdfilos de los pacientes son mayores, ouaat/or sea la gravedad del asma.
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ABREVIATURAS CIENTIFICAS



Abreviaturas

ADN et Acido Desoxirribonucleico
ADP ettt e et Adenosin difosfato
APC Lo et Célula presentadora de antigeno
AR ettt Artritis Reumatéide
ARN Lttt et Acido ribonucleico
ARNINL ..ottt ve e ve e Acido ribonucleico mensajero
BAL et e e Lavados broncoalveolares
BPL ..ttt Proteina inductora bactericida
B A e Albtimina de suero bovino
CAP ettt Proteina catidénica antimicrobial
CFU-GM......cooiiiiiiiiie, Unidad formadora de colonias granulocitos/monocitos
CFRU-S ..ottt ettt s vbe s bae s bbe s bae e Célula madre pluripotencial
COX ittt ettt et e e et e e e be e e etbe e e e tbaaesbbaaentbeaebbe e nbbeeensaen Ciclooxigenasa
8 A et ettt ettt e e ebbe e tbe e bbe e Ciclosporina
S A et Actividad estimuladora de colonias
ECP.. ettt et Proteina catiénica del eosindfilo
EDN L.ttt ettt st Neurotoxina del eosindfilo
ELIS A ettt e e Enzima inmunoensayo
EPO . .ottt Peroxidasa del eosinéfilo
B X ettt ettt e n Proteina eosinofilica X
FCERI ..ttt Receptor de alta afinidad para la IgE
FeeRIT ..., Receptor de baja afinidad para la IgE
FEV e, Volumen maximo espirado en el primer segundo
EMLP .t N-formil-L-metionil-L-fenilalanina
GME-CSF .ttt ettt e e s ae e tbe e stba e ¢ granulocitos/monocitos
GV B ettt Bufer gelatina veronal
HNP et Péptidos de neutréfilos humanos
HOC .. ettt e e sibe e sbbe e sbbe s baeeabae s Acido Hipocloroso
TN ettt et e et esa e e abe et e e bt esbbe s e et eeaee e Interferén
LG e et et et s bae e ae Inmunoglobulina E
LG ettt Inmunoglobulina G
L ettt ettt e ebe e bbe e aaeeaee Interleucina
IME et Intensidad media de fluorescencia

KD ettt et s e e et et et ae s e s ettt et aeas s e tsat e eaaeasaaaann Kilo Daltons



Abreviaturas

LA K ettt e e Células killer activadas
L ettt ettt et et e bt e sabe et et e e et e eaeeeanas Lactoferrina
P et e e te et be e et be et be s bbe e bae s Lipopolisacaridos
T ettt ettt ettt e bbe e ebe e bae e Leucotrienos
Lz ettt ettt ettt e ebbe e bbe e aae e Lisozima
MBP . et be et e tbe e Proteina bdsica mayor
M-CSF ..o Factor estimulador de colonias de mononucleares
MIP .ottt be e tve e Proteina inflamatoria de macréfagos
IMIMP ettt e e s e e s tae e e tbe e tbeeebbeeebbaans Metaloproteinasa
MPC-T ot Proteina quimiotacticadel monolito-1
IMPO ettt ettt e Mieloperoxidasa
NADPH ...ttt Nicotinamida dinucleétido fosfato
N ettt ettt esa e saaeeabe et e e et e esaeeasean Factor nuclear
N K et ettt et e ettt e ettt e ettt e e ebbeaeebbeaeaaeaan Natural killer
N O ettt ettt ettt e et e e et e e bt e e ebbe e aaeean Oxido nitrico
OH ettt et et et et eeabe et et e e et e eebe e Hidroxilo
OPD ettt ettt s e n Orto-fenilendiamina
PAF et Factor activador de plaquetas
PAM et Adenosina monofosfato
PBS e Solucién salina tamponada con fosfatos
PG et be et be et be e bbe e bbe e bae s Prostaglandinas
Pl ettt ettt et e e Punto isoélectrico
P ettt et Proteincinasas C
Pttt ettt st Peso molecular
PIMIN e ettt st ettt sate e e Polimorfonucleares
PRI ettt Peak-flow (pico de flujo)
RS ettt Reticulo endoplasmaético
ROS . Especies reactivas de oxigeno (radicales de oxigeno)
SLE ittt et evte et et s e e Sindrome del Lupus Eritematoso
TINE ettt s et et Factor de necrosis tumoral
1 1) GO U U U U U TN SN UEU U O UOU OO U TOUU U POV U U P UUUUPUUUUPUUUII Tromboxanos
VEMS .., Volumen maximo espirado en el primer segundo

VIP ettt site e abe e stae e Péptido intestinal vasoactivo





