IgE total en el esputo y suero de pacientes con asma
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RESUMEN

Antecedentes: La IgE total en esputo inducido (El)
y su relacion con la IgE total en el suero (S) no estan
bien definidas. El objetivo de este trabajo fue estu-
diar la relacion entre la concentracion de IgE total en
El con la concentracion de IgE total en Sy la inflama-
cion de las vias aéreas.

Meétodos: Se estudiaron 21 pacientes con asma
estable y 13 controles sanos. De cada paciente se re-
cogieron los datos clinicos y espirométricos, vy a to-
dos se les hicieron pruebas cutaneas (prick test) con
13 aeroalergenos comunes en nuestra area. Se de-
termind la concentraciéon de IgE totalen Elyen S
por inmunoensayo con el sistema UNICAP (Pharma-
cia-Uppsala, Suecia) y la concentracion de albumina
por el método de turbidimetria Cobas Integra® (Ro-
che Diagnostics, Basel, Suiza).

Resultados: El porcentaje de eosindfilos (%) en El
de asmaticos fue de 8,7 (11,8) y 0,5 (1) en sanos. La
concentracion de IgE (KU/L) en El fue 43,2 (23) en as-
maticos vs 25,6 (3) en sanos, y en S fue 329 (413)
en asmaticos vs 57 (78) en sanos. La correlacion en-
tre IgE total en El e IgE total en S fue de r = 0,71
(p =0,048) pero no se relaciond con el indice relativo
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de albumina. No hubo relacién entre IgE en El y nu-
mero de eosindfilos en El.

Conclusiones: La IgE total puede medirse en es-
puto inducido y su concentracion se relaciona con la
IgE determinada en sangre. La ausencia de relacion
con la albumina sugiere que la IgE en esputo no pro-
viene exclusivamente de la extravasacion, sino que
podria intervenir una cierta produccioén local.

Palabras clave: Asma. IgE. Albimina. Esputo inducido.

Total IgE in the sputum and serum of patients
with asthma

ABSTRACT

Background: The correlation between total IgE in
induced sputum (IS) and serum is not well defined.
The aim of this study was to investigate the relation-
ship between total IgE in IS and total IgE in serum
and airway inflammation.

Methods: Twenty-one patients with stable asthma
and thirteen healthy controls were studied. Clinical
and spirometric data were collected and a skin prick
test to the 13 most commmon aeroallergens in our area
was performed in all subjects. Total IgE in IS and
serum was determined by the UNICAP immuno-
analysis system (Pharmacia Uppsala, Sweden) while
albumin concentration in IS and serum was deter-
mined using the Cobas Integra® turbidimetric method
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

Results: The percentage of eosinophils in El was
8.7 (11.8) in asthmatic subjects and was 0.5 (1) in
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healthy controls. Total IgE (KU/L) was 43.2 (23) in asth-
matics vs 25.6 (3) in healthy controls in IS, and was
329 (413) in asthmatics vs 57 (78) in controls in serum.
Total IgE in IS was significantly correlated with total
IgE in serum; r=0.71 (p = 0.048), but not with the al-
bumin relative index. No correlation was found be-
tween IgE and the number of eosinophils in IS.

Conclusions: Total IgE can be measured in IS. Total
IgE in IS is mildly correlated with total IgE measured
in serum. The lack of correlation between total IgE
and albumin in IS suggests that IgE in IS could be lo-
cally produced, at least in part.

Key words: Asthma. IgE. Albumin. Induced sputum.

INTRODUCCION

La inmunoglobulina E (IgE) desempena un papel
importante en el proceso de inflamaciéon en el asma
atépica como intermediaria en el mecanismo de hi-
persensibilidad de tipo I. En un proceso alérgico, las
células dendriticas fagocitan al alergeno, viajan a los
nédulos linfaticos y presentan el antigeno a las célu-
las Th2 y B. La células Th2 produciran las citocinas
IL-4 e IL-13 que, gracias a la activacion del sistema
de transduccion de sefales (STAT 6), seran el primer
estimulo para la producciéon y secrecion de IgE por
las células B'. De esta descripcion del proceso po-
dria deducirse que la produccion de IgE se localizaria
fundamentalmente en los tejidos donde se esta pro-
duciendo la reaccion alérgica. A pesar de ello, el me-
canismo por el que la IgE accede a los tejidos (extra-
vasacion o produccién local) no estd nada claro.
Tradicionalmente, se tiende a aceptar la extravasa-
cién por datos indirectos, como el hecho de que los
sujetos con asma atdpica presentan concentraciones
elevadas de IgE en sangre en comparacién con los
individuos sanos, siendo un marcador habitual del es-
tado atépico del paciente. Adicionalmente, la relacion
entre IgE total en suero y en tejidos no se ha estu-
diado suficientemente y no esté bien definida. En
estudios previos, se ha propuesto que la medicién de
IgE especifica en lavados bronquiales y broncoalveo-
lares, ademads de ser un marcador del estado atépi-
co del paciente, podria ser una técnica Util para estu-
diar el estado inmunolodgico local?. Sin embargo, su
uso clinico actual es limitado porque no reflejaria to-
talmente lo que sucede a nivel local.

El esputo inducido es una técnica reproducible y
validada que permite obtener células y sustancias
procedentes de los bronquios de forma no invasiva.
En su procesado se separa el sedimento celular del
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liquido sobrenadante. A partir del liquido sobrenadan-
te podemos determinar sustancias producidas por
las mismas células, asi como sus marcadores de ac-
tivacion, moléculas de adhesion, mediadores de la
broncoconstriccién e indices de extravasacion y se-
crecién mucosa®. Asi, la concentracion de albumina
es un marcador de la alteracion de la permeabilidad
de la mucosa que se usa habitualmente en forma de
indice relativo de excreciéon?.

El objetivo de este estudio es determinar la con-
centraciéon de IgE total en sobrenadante obtenido
tras el procesamiento del esputo inducido de pacien-
tes asmaticos y sujetos sanos, y relacionarla con la
concentracion de IgE total en suero vy el indice relati-
vo de excrecion de albumina como indicador de ex-
travasacion vascular. La determinacion de IgE en es-
puto podria dar informacion sobre las caracteristicas
de la inflamacion que no se reflejase en la determi-
nacién de IgE en suero.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se reclutaron consecutivamente pacientes esta-
bles con historia documentada de asma que acudie-
ron a consultas externas para una visita de control, y
sujetos sanos sin historia de asma, no fumadores
que accedieron a participar en el estudio. Todos ellos,
tras ser informados, se ofrecieron voluntariamente a
realizar el estudio.

Métodos
Pruebas cutaneas

A cada sujeto se les realizd un prick test estandar
con los aeroalergenos mas habituales en nuestra re-
gion (Bial-Aristegui. Bilbao) y se determiné en cada
paciente, el nUmero de pruebas positivas; conside-
randola como positiva cuando el diametro mayor de
la papula es igual o superior a tres milimetros.

Induccion y procesado del esputo

De cada una de las personas incluidas en el estu-
dio se obtuvo esputo mediante la técnica de induc-
cién, segun el procedimiento estandar en nuestro
laboratorio® después de administrar un adrenérgico-
beta-2 de corta duracién, inhalaron suero hiperténico
(3% y 4 %) durante 7 minutos cada uno. Se controld
el estado del paciente al inicio y después de cada una
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de las inhalaciones mediante espirometria. Antes de
dos horas, se procesoé el esputo obtenido, seleccio-
nando los tapones de moco de la saliva y tratdndolos
con dithiothreitol (Sputolysin; Calbiochem Corp., San
Diego, CA) y solucién salina fosfatada (phosphate
buffered saline). La suspensién celular se filtré y, me-
diante un hemocitémetro y la tincién de Azul de Tri-
pano, se calculd el nimero total de células por gramo
de esputo, la viabilidad y el total de células escamo-
sas procedentes de contaminacién de vias aéreas su-
periores. Tras centrifugar el preparado celular, se ob-
tuvo un sedimento celular que se utilizd para el
recuento diferencial celular (macrofagos, eosinofi-
los, neutréfilos, basoéfilos, linfocitos y células epite-
liales bronquiales), realizando la tincién May-Grin-
wald-Giemsa. El sobrenadante sirvié para determinar
la concentracion de IgE total y albimina. Como valo-
res de referencia del recuento celular se tomaron los
descritos previamente por Belda et al®.

Determinacion de IgE

La IgE total se determind en el sobrenadante del es-
puto y en el suero sanguineo obtenidos en el mismo
dia. La concentracion de IgE se midié por el método
de enzimoinmunoensayo comercializado UniCAP
system® (Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Suecia).

Valoracion de la albumina

La albumina se valoré mediante el método de turbi-
dimetria Cobas Integra® (Roche Diagnostics, Basel,
Suiza). Como control se utilizé microalbUmina estandar.
Analisis estadistico

En el anélisis estadistico se utilizé el programa
SPSS version 10.0 (1999) para ordenador PC IBM

compatible. Se obtuvieron los valores medios para
cada variable y su desviacién estandar. Para relacio-
nar distintos paréametros se calculé el coeficiente de
correlacion lineal de Spearman, considerandose sig-
nificativa una p < 0.05.

RESULTADOS

Se estudiaron 21 pacientes con asma estable,
8 hombres y 13 mujeres, con una media de edad de
35 anos (SD:16); 16 de ellos resultaron ser atépicos
con positividad a uno 0 mas alergenos. De los 13 su-
jetos controles, 3 hombres y 10 mujeres, con edad
media de 25 anos (SD:5) resultaron 4 atépicos con
positividad a uno 0 mas alérgenos.

El valor medio de FEV, basal expresado en tanto
por ciento, antes de realizarles la induccién del espu-
to, fue 94 (SD:24) % del valor de referencia (v.r.) en
pacientes asmaticos y 105 (SD: 5) % v.r. en controles
sanos. La media de eosindfilos en esputo resultéd
8.7 (SD: 11.8) % en asmaticos y 0.5 (SD:1) % en con-
troles. Los pacientes asmaticos estaban controlados,
eran asintomaticos y recibian 683 (SD: 551) wg/dia de
corticoides inhalados por término medio (tabla |).

El valor medio de IgE total en suero resultd ser
329 (SD:413) KU/l en asméticos y 57 (SD:78) KU/l en
sujetos sanos; y la IgE total en esputo 43.2 (SD:23)
KU/l en pacientes asmaticos y 25.6 (SD: 3) KU/l en
sanos. La diferencia entre ambos grupos fue estadis-
ticamente significativa (dif. 214 KU/I, p:0.034 en sue-
roy dif. 17 KU/I, p:0.018 en esputo).

La albumina medida en suero de pacientes asma-
ticos fue de 43 (SD: 3.1) g/l y en sujetos sanos
45.4 (SD: 2.9) g/l; y en sobrenadante de esputo de
pacientes asmaticos 0.71 (SD: 0.81) g/l y en sanos
0.33 (0.3) g/I. Ambos grupos no fueron significativa-
mente diferentes en cuanto a la determinacion de al-
bumina en suero y esputo (tabla Il).

La correlaciéon entre IgE total en esputo e IgE total
en suero fue r=0.71; p=0.048, ajustada por el niUme-

Tabla |

Principales parametros valorados en los sujetos incorporados en el estudio

NUmero de casos

Eosindfilos en esputo Corticoides inhalados

Sujetos Sexo Edad (anos) FEV, basal (%)* atopicos (%)* (wg/dia)*
Sanos 8H/13M 35(16) 105 (5) 4 05(1) 0
N:13
Asmaticos 3H/10M 25 (5) 94 (24) 16 8.7(11.8) 683 (551)
N:21

El asterisco (*) indica los valores medios (desviacién estandar).
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Tabla Il

Valores medios obtenidos (desviacion estandar) por los dos grupos (asmaticos y sanos) en muestras de suero y esputo

IgE suero IgE esputo

Alblmina suero

AlbUimina esputo

Sujetos KU/ KU (o) (o) lgEe/IgEs Albe/Albs
Sanos 57 (78) 25.6 (3) 454 (2.9) 0.33(0.3) 1.7(1.4) 0.007 (0.006)
N:13
Asmaticos 329 (413) 43.2(23) 43 (3.1) 0.71(0.81) 1.1(2.5) 0.02 (0.02)
N:21
ro de aeroalergenos positivos y el diagndstico (fig. 1). DISCUSION

Particularmente, el andlisis univariante mostré que el
numero de aeroalergenos positivos se correlacionaba
con el nivel de IgE total en esputo inducido (r=0.49;
p =0.033) y con el de IgE total en suero (r=0.56;
p =0.013). No hubo relacién directa entre IgE total en
esputo y el numero de eosindfilos en esputo (r=0.15;
p = 0.56). El nUmero absoluto de células bronquiales
como indicador de alteracién de la mucosa tampoco
presentaba relacion significativa con los niveles de IgE.
Pero al ajustar dicha relacién a los niveles de IgE total
en esputo se evidencié una relacion significativa entre
éstos (r=0.69 y p=0.008). No hubo relacion entre la
IgE en esputo/IgE en suero y la albdmina en esputo/al-
bumina en suero (r=0.25y p = 0.29) como indicador
del grado de extravasacion vascular (fig. 2) (tabla Il1).
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Figura 1.—Relacion entre IgE total determinada en suero y IgE to-
tal determinada en esputo.

61

En este estudio se ha comprobado que existe re-
lacion entre IgE total en suero y en esputo. Ademas,
la IgE total en esputo es mas elevada en funcién del
numero de aeroalergenos positivos en el prick test
del paciente y la presencia de asma. El nivel de IgE
total medido en esputo podria relacionarse con los
mecanismos de extravasacion o de inflamacion local.

De estudios previos sabemos que existe una ma-
yor concentracién de IgE total en suero de pacientes
asmaticos, atdpicos o no, en comparaciéon con sujetos
sanos no atépicos. Dicha IgE esta relacionada con un
incremento de eosinéfilos en sangre y en esputo’.
Pero los niveles de IgE total en suero podrian no refle-
jar fielmente el estado inflamatorio local, y la relacion

IgE total esputo/IgE total suero
1
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Figura 2.—Relacion entre los coeficientes albimina en esputo/al-
bumina en suero y IgE en esputo/IgE en suero.
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Tabla lll

Matriz de correlacion (r Spearman) y su significacion
estadistica (p) entre las variables en estudio

IgE esputo  IgE esputo IgE suero  IgE esputo IgEe/IgEs
VS VS Vs Vs VS
IgE suero n?lalérgenos n’alérgenos eosindfilos Albe/Albs
positivos positivos  en esputo
r 0.71 0.49 0.56 0.15 0.25
p  0.048* 0.033* 0.013% 0.56 0.29

El asterisco (*) indica los valores p < 0.05.

entre la IgE total en suero y la de esputo en el asma no
estd bien definida. En el presente estudio, no se ob-
serva relacion entre IgE total en suero o esputo y el
numero de eosindfilos. La ausencia de correlaciéon po-
dria deberse a la estabilidad clinica de nuestros pa-
cientes, cuyo recuento celular en esputo en la mayoria
de los asmaticos fue similar al de controles sanos.

Dada la facilidad de extravasacion que tendria el
epitelio dahado, la posible existencia de relacion en-
tre las células epiteliales bronquiales y IgE total en
esputo inducido, permitiria especular que cierto com-
ponente de IgE total proviniera de dicha extravasa-
cion. Pero los pacientes con mayor indice de IgE total
en esputo en relacion con IgE total en suero no pre-
sentaban células epiteliales bronquiales y en todos
los casos el indice de excrecion de albumina no es-
taba aumentado. Ademas, en este estudio no se en-
contro relacion significativa entre la presencia de al-
bumina e IgE total en esputo.

Por otra parte, hay indicios sélidos de una probable
sintesis local de IgE especifica en mucosa nasal de
pacientes con rinitis alérgica®. En biopsias de mucosa
bronquial de pacientes asmaticos se observa un au-
mento de la expresiéon de transcritos de RNA codifi-
cador para IgE®. Ademas, la concentracion de IgE es-
pecifica aumenta en el lavado broncoalveolar tras la
provocacion de segmentos bronguiales con alerge-
nos en asmaticos atoépicos, independientemente de
las alteraciones en la concentracion de IgE en circu-
lacion™®. Asi pues, hay autores que sugieren que los
niveles locales de IgE total podrian tener utilidad cli-
nica y han estudiado la produccién local de IgE en la
inflamacién, atépica o no, de vias aéreas de pacien-
tes asmaticos'.

Una posible limitacién del presente estudio fue la
escasa sensibilidad del método de inmunoensayo
utilizado (pensado para los niveles habituales en sue-
ro) para detectar IgE total en esputo cuyos niveles en
muchos casos se encontraban cercanos al limite de
deteccion de la prueba. La concentracion de IgE to-
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tal minima detectable por este sistema es de 2 KU/L
qgue equivaldria a 4.8 pg/ml. Esta mediciéon podria
mejorarse con un método mas sensible que midiese
concentraciones mas bajas de esta proteina como el
método de ELISA utilizado en el estudio de Fahy et
al'? donde el limite inferior de deteccion fue 10 pg/ml.
En su estudio obtienen concentraciones de IgE total
en el lavado broncoalveolar entre 0.012 hasta
0.169 wg/ml'?, mientras que, en el presente estudio,
la concentracion media de IgE en asmaticos es de
103.68 wg/mly en sanos 61.44 png/ml. La diferencia
no es importante por el efecto de dilucién sobre la
determinacion de IgE total de las vias aéreas induci-
do por el propio lavado broncoalveolar.

CONCLUSIONES

La IgE total puede medirse en esputo inducido.
Aunque la produccion de IgE total en suero de los pa-
cientes asmaticos estéa relacionada con la IgE total
determinada en esputo, sugerimos que su presen-
cia en esputo no proviene exclusivamente de la ex-
travasacion, lo que obliga a aceptar la intervencion de
cierta produccién local. La técnica de medicion de
IgE total en esputo inducido resultaria interesante
para estudiar el estado inflamatorio del paciente con
asma, atdpica o no, a nivel bronquial.
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