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Biopsia de misculo liso bronquial mediante fibrobroncoscopia.
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FUNDAMENTO Y OBJETIVOS: El epitelio y el misculo liso de
las vias aéreas de pacientes con enfermedad pulmonar obs-
tructiva crénica (EPOC) o asma bronquial evidencian cam-
bios estructurales asociados probablemente con un aumento
de la expresion de moléculas inflamatorias y con factores de
crecimiento celular. El estudio de la relacion entre enferme-
dad y cambios en el misculo liso bronquial es dificil si se
restringe a muestras necropsicas o de toracotomia. El pre-
sente estudio fue disefiado para evaluar la probabilidad de
obtener misculo liso bronquial mediante biopsia bronquial
endoscépica, tanto en pacientes con EPOC como en indivi-
duos con funciéon pulmonar normal, su relacion con la histo-
logia del epitelio bronquial, y la potencial utilidad para estu-
diar episodios de remodelado del miisculo de la vias aéreas.

METoDos: Se incluy6 a 42 pacientes a quienes se realizo
una fibrobroncoscopia con finalidad diagnostica. Se toma-
ron sistematicamente biopsias bronquiales de los espolones
de division lobares y segmentarios. La estructura epitelial se
analizo mediante histologia convencional. El misculo liso
fue identificado mediante immunohistoquimica (anticuerpo
antidesmina) y analisis por Western-blot (anticuerpos con-
tra desmina, actina y miosina).

REesuLTADOS: El 69% de las biopsias contenia misculo liso
bronquial. La probabilidad de obtener misculo liso fue ma-
yor en biopsias de bronquios segmentarios que lobares (el
72 frente al 30%; p < 0,05), y no evidencié relacion con la
presencia de EPOC ni con los signos de inflamacion epite-
lial. Los fragmentos permitieron la identificacion electrofo-
rética de proteinas estructurales implicadas en los procesos
de remodelado muscular (miosina, actina, desmina).

CONCLUSIONES: La biopsia bronquial endoscépica permite
obtener muestras de misculo liso bronquial, especialmente
cuando se realiza en los bronquios segmentarios, en un ele-
vado porcentaje de pacientes. Es posible que esta técnica sea
util en futuros estudios que evalden los procesos de remode-
lado del misculo liso de la via aérea.

Palabras clave: Fibrobroncoscopia. Miisculo liso bronquial. Re-
modelado. EPOC. Desmina. Actina. Miosina.

Fiber-optic bronchoscopic biopsy of bronchial
smooth muscle. Efficacy of the technique in
individuals with normal lung function and
patients with COPD

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The epithelium and airway
smooth muscles of patients with chronic obstructive pulmo-
nary disease (COPD) or bronchial asthma undergo certain
structural changes that are probably related to increased
expression of inflammatory molecules and cell growth fac-
tors. Studying the relation between disease and changes in
bronchial smooth muscle is difficult if investigation is res-
tricted to samples from autopsies or thoracotomies. This
study was designed to evaluate the probability of obtaining
bronchial smooth muscle by endoscopic bronchial biopsy in
patients with COPD and from individuals with normal lung
function, the relation of disease to bronchial epithelial histo-
logy, and the potential usefulness of studying airway muscle
remodeling events.

METHODS: Forty-two patients undergoing diagnostic fibe-
roptic bronchoscopy were enrolled. Bronchial biopsies were
taken systematically from the lobar and segmental dividing
ridges. The epithelial structure was analyzed by conventio-
nal histology. The smooth muscle was identified by immu-
nohistochemistry (anti-desmin antibody assay) and Western-
blot analysis (anti-desmin, actin and myosin antibodies).

RESULTS: Sixty-nine percent of the biopsies contained bron-
chial smooth muscle. The probability of obtaining smooth mus-
cle was higher in segmental than in lobar biopsies (72 vs 30%,
p < 0.05). This probability was unrelated to the presence of
COPD or to signs of epithelial inflammation. The fragments allo-
wed us to use electrophoresis to identify protein structures (myo-
sin, actin, desmin) involved in muscle remodeling processes.

ConcLusIoNs: Endoscopic biopsy of the bronchi allows us to
obtain bronchial smooth muscle samples in a large percentage
of patients, particularly when performed on segmental bron-
chi. The technique may be useful for future studies examining
the processes of airway smooth muscle remodeling.

Key words: Fiberoptic bronchoscopy. Bronchial smooth muscle.
Remodeling. COPD. Desmin. Actin. Myosin.
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Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
y el asma bronquial se consideran enfermedades infla-
matorias en las que se producen cambios tanto en el
epitelio bronquial superficial como en la submucosa'?.
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En estas enfermedades se observa un engrosamiento
de la pared de las vias aéreas debido al incremento de
componentes tisulares, como las glandulas mucosas, el
tejido conectivo y el mdsculo liso bronquial®*,

Los cambios que ocurren en la estructura de las vias
aéreas de pacientes con EPOC o asma se han denomina-
do, en conjunto, procesos de remodelado bronquial®.
Desde un punto de vista estructural, estos cambios se
asocian con el aumento tanto del nimero de miofibro-
blastos que expresan oi-actina como del contenido de co-
lageno (tipos I, Il y V)”$. Las implicaciones clinicas del
remodelado de las vias aéreas parecen ser relevantes. Un
modelo matemadtico reciente mostré que el simple en-
grosamiento de la capa muscular y del tejido conectivo
de las vias aéreas, aun sin contraccion activa del muscu-
lo, justifican en gran parte el cierre temprano y exagera-
do del lumen bronquial®. Sin embargo, no se ha definido
si los procesos de remodelado del musculo liso y la ex-
presién de mediadores proinflamatorios y de crecimien-
to celular guardan alguna relacién con la clinica y la
evolucién de la enfermedad o la respuesta a tratamientos
especificos, como broncodilatadores o antiinflamatorios!’.
Uno de los problemas implicitos en el andlisis de estas
relaciones es la evidencia de que los procesos de infla-
macién epitelial y remodelado se observan incluso en
casos leves de EPOC y asma bronquial, y persisten a pe-
sar del tratamiento con glucocorticoides!!!3,

Por todo lo anterior, en los ultimos afios se ha dado un
especial énfasis al estudio de las relaciones entre presencia
y gravedad de una enfermedad respiratoria con la estruc-
tura y funcién del musculo liso bronquial. Estos estudios
implican la disposicién de pruebas de funcién respiratoria
y muestras de tejido bronquial que incluyan cantidades
considerables de misculo liso'2. Desde un punto de vista
metodoldgico, estas relaciones pueden incluir numerosos
sesgos si la toma de muestras de tejido se realiza a partir
de necropsias o toracotomia por enfermedades como las
neoplasias broncopulmonares. Algunas alternativas como
los modelos de experimentacién animal o estudios in vi-
tro'* tienen, a nuestro criterio, algunas limitaciones me-
todoldgicas importantes'>!°,

La fibrobroncoscopia es un procedimiento diagnosti-
co fundamental en la prictica clinica neumoldgica.
Dado que con la técnica se accede a las vias aéreas infe-
riores, la fibrobroncoscopia permite tomar biopsias de
tejido bronquial para estudiar las alteraciones epiteliales
que acontecen en diferentes enfermedades. Ademds, es
frecuente que los fragmentos de tejido obtenidos con el
uso de esta técnica incluyan también tejido submucoso
y muscular liso de las vias aéreas. A pesar de lo ante-
rior, los autores no hemos podido encontrar estudios
que evalien sistematicamente la eficacia de la biopsia
bronquial mediante fibrobroncoscopia para obtener
musculo liso bronquial. Frente al pequefio tamafio de la
biopsia broncoscépica y el desconocimiento de la efica-
cia a priori para obtener musculo liso, se contraponen
la mayor frecuencia, mayor accesibilidad y baja morbi-
lidad de la técnica fibrobroncoscépica con relacién a
otros procedimientos como la toracotomia. El presente
estudio fue disefiado para analizar el rendimiento de la
biopsia bronquial endoscépica para la toma de muestras
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de mdsculo liso de las vias aéreas inferiores en huma-
nos, tanto en individuos con funcién pulmonar normal
como pacientes con EPOC. Los pacientes fueron selec-
cionados de forma prospectiva a partir del gabinete de
endoscopia respiratoria de nuestro centro. El método
bidpsico fibrobroncoscépico incluyd equipos y técnicas
convencionales. Las muestras de tejido fueron procesa-
das y analizadas mediante técnicas histolégicas conven-
cionales, immunohistoquimica y electroforesis de pro-
tefnas.

Material y métodos
Poblacion

Se selecciond a un total de 42 pacientes de sexo masculino
de 63 + 8 afios de edad (limites, 47-75) a quienes se practico
fibrobroncoscopia con finalidad diagndstica. La procedencia
de los pacientes fue del Servicio de Neumologia del Hospital
del Mar de Barcelona. Los pacientes fueron asignados a dos
grupos de estudio segtn los datos espirométricos. El grupo
control estuvo representado por pacientes con volumen espi-
ratorio forzado en el primer segundo (FEV,) > 70% pred,
mientras que el segundo (grupo EPOC) estuvo constituido por
los pacientes con FEV, < 70% pred. El diagnéstico de EPOC
lo hizo un médico especialista a partir de una conjuncién de
antecedentes de exposicion prolongada al humo de tabaco,
clinica compatible con bronquitis crénica o enfisema, y espi-
rometria demostrativa de obstruccién fija al flujo aéreo'. Se
incluyeron representantes de todo el espectro de gravedad de
la EPOC, definido por el FEV,!"*. Como criterios de exclu-
sién se consideraron la sospecha clinica de asma bronquial,
presencia de prueba broncodilatadora significativa (cambio en
el FEV, =200 ml [> 12%] tras la inhalacién de 200 pg de sal-
butamol), antecedentes de agudizacién en los ultimos 2 me-
ses, o haber recibido tratamiento con corticoides orales o in-
halados durante el dltimo mes. Se excluyd, ademads, a aquellos
pacientes en quienes se observé durante la endoscopia tumo-
raciones en la traquea, los bronquios principales o lobares, los
signos de inflamacién aguda o la evidencia de infeccién bron-
quial. Las caracteristicas generales de la poblacién estudiada
se resumen en las tablas Iy IL.

Diseiio y ética

La investigacion fue disefiada como un estudio transver-
sal, descriptivo, de tipo de casos y controles, y acorde a las
normas para la investigacién en humanos (Declaracion de
Helsinki, Finlandia, 1984). El protocolo y sus respectivas in-
tervenciones fueron aprobados por el comité de ética e inves-
tigacion clinica de nuestra instituciéon. Todos los pacientes
aceptaron participar en el estudio y firmaron la hoja de con-
sentimiento informado una vez explicados los objetivos del
estudio y sus potenciales riesgos.

Mediciones e intervenciones

En todos los casos, previamente a la realizacién de la fibro-
broncoscopia, se llevaron a cabo pruebas funcionales respirato-
rias que incluyeron espirometria forzada, prueba broncodilata-
dora ante la inhalacién de salbutamol, volimenes pulmonares
estaticos (Masterlab, Jaeger, Wiirzburg, Alemania) y resistencia
de la via aérea determinados por pletismografia, capacidad de
transferencia del mondxido de carbono por el método de la res-
piracion tnica y gasometria arterial en reposo respirando aire
ambiente (AVL-945, Biomedic, Basilea, Suiza).
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TABLA1
Caracteristicas individuales de los pacientes seleccionados en el estudio
Tabaquismo
N. Edad (afios) Metaplasi 2 Diagnéstico final del caso®
Exposicién Paquetes-aiio

1 61 Ex fumador 120 No Adenocarcinoma

2 55 Ex fumador 40 No Carcinoma de células grandes

3 63 Actual 35 No Hemoptisis (d.c.)

4 50 Actual 100 No No neoplasia

5 74 Actual 55 No Carcinoma microcitico

6 63 Actual 90 No Hemoptisis (d.c.)

7 67 Actual 45 No No neoplasia (TBC)

8 67 Actual 60 No Carcinoma escamoso

9 74 Ex fumador 70 No Carcinoma escamoso
10 61 Actual 40 No Hemoptisis (d.c.)
11 68 Ex fumador 40 No Carcinoma escamoso
12 56 Ex fumador 50 No Adenocarcinoma
13 70 Actual 50 Si Adenocarcinoma
14 68 Ex fumador 60 No Carcinoma escamoso
15 55 Actual 35 No Carcinoma escamoso
16 74 Ex fumador 70 No Carcinoma escamoso
17 65 Ex fumador 50 Si Adenocarcinoma
18 71 Actual 60 No Carcinoma escamoso
19 64 Ex fumador 90 No Adenocarcinoma
20 64 Ex fumador 50 No Carcinoma escamoso
21 75 Ex fumador 25 No Carcinoma microcitico
22 68 Actual 130 No Carcinoma escamoso
23 47 Actual 67 No Carcinoma microcitico
24 68 Ex fumador 78 No
25 55 Actual 70 Si Carcinoma escamoso
26 48 Actual 25 No Adenocarcinoma
27 73 Ex fumador 35 No Adenocarcinoma
28 61 Actual 65 Si Carcinoma escamoso
29 63 Actual 70 No Adenocarcinoma
30 72 Actual 56 No Carcinoma escamoso
31 66 Actual 2 Si Carcinoma escamoso
32 49 Actual 40 No Adenocarcinoma
33 58 Actual 50 No Linfoma
34 62 Actual 50 No Adenocarcinoma
35 64 Actual 50 No Adenocarcinoma
36 68 Ex fumador 10 Si Carcinoma escamoso
37 59 Ex fumador 70 Si Carcinoma escamoso
38 52 Actual 32 No Carcinoma escamoso
39 57 Ex fumador 40 No Hemoptisis (d.c.)
40 70 Ex fumador 40 No Hemoptisis (d.c.)
41 51 Actual 50 No Carcinoma escamoso
42 65 Actual 60 Si Adenocarcinoma

Resumen de algunas de las variables demogréficas y de exposicién al humo del cigarrillo de los pacientes que fueron incluidos en el estudio.

Se denota si la biopsia remitida a anatomia patologica evidenciaba alteracién epitelial de tipo metaplasia escamosa. El resumen de cada caso aparece expresado como
diagndstico final en el que se anota el diagnéstico clinico y/o hallazgos en la biopsia de la lesion motivo de estudio clinico procesada por anatomia patolégica. TBC: tuber-
culosis pulmonar; d.c.: diversas causas (p. ej., bronquiectasias infectadas, bronquitis aguda, etc.).

TABLA I
Caracteristicas generales de los pacientes incluidos
en el estudio

Controles EPOC P
N 19 23 -
Edad 62+7 64 +38 NS
IMC, kg/m? 24 +£2 23+3 NS
FEV,,% pred 83+ 12 57+8 < 0,01
Albimina, g% 3,6+0,8 3,1+£0,5 NS

IMC: indice de masa corporal; NS: no significativo desde el punto de vista esta-
distico.

Fibrobroncoscopia. La fibrobroncoscopia fue realizada de
forma convencional. Brevemente, todos los pacientes recibie-
ron premedicacion con atropina (1 mg por via intramuscular).
Las vias aéreas superiores se anestesiaron con lidocaina (v/v,
2%) antes de iniciar la exploracién. La fibrobroncoscopia se
realiz6 mediante un equipo de videobroncoscopio flexible
(Olympus BF-200 o BF-P200, Olympus Co, Tokio, Jap6n) in-
troducido por via nasal o bucal, segtin el caso. Con el extremo
distal del broncoscopio en la trdquea y al inicio de ambos
bronquios principales se instilaban hasta un maximo de 10 ml
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de lidocaina al 2%. Se realizé un examen sistematico de am-
bos drboles bronquiales. Durante la exploracién se controlaba
la saturacién de oxigeno mediante pulsioximetro digital. Se
administré oxigeno suplementario mediante cdnula nasal
cuando la saturacion se hallaba por debajo del 90%.

Técnica de biopsia bronquial. Tras la visualizacién del ar-
bol traqueobronquial y tras las técnicas broncoscdpicas perti-
nentes para el estudio de la enfermedad respiratoria del pa-
ciente, se tomaron tres biopsias en los espolones de division
tanto lobares como segmentarios. Se escogieron aquellos lu-
gares anatémicos macroscOpicamente normales. En los casos
de evidencia endoscépica de lesion focal se tomaron biop-
sias de sitios anatémicos distantes pero homolaterales a la
misma. En todos los casos se utilizaron técnica y pinza bidp-
sica convencionales (Olympus FB-21C).

Conservacion y fijacion de las biopsias. En todos los casos
se sistematizé la asignacion de las tres biopsias para diferen-
tes procesamientos y andlisis. Especificamente, la primera de
las biopsias se remitié al departamento de anatomia patolégi-
ca para valoracion histolégica convencional, para lo cual se
fij6 mediante inmersion en solucién de formaldehido (v/v,
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Fig. 1. Figuras representativas de las
diferentes categorias de biopsias segiin
el resultado obtenido tras el procesa-
miento con métodos de inmunohistoqui-
mica utilizando anticuerpos monoclona-
les contra la molécula de desmina. El
tejido muscular liso aparece identifica-
do especificamente mediante color ma-
rron (técnica de estreptavidina-peroxi-
dasa), mientras que el resto de tejido
bronquial se observa en tonalidades azu-
losas. (Para mas detalles, véase texto.)

10% [pH, 7,20]) y se contrasté con hematoxilina-eosina. La
segunda biopsia se destind a los estudios de inmunohistoqui-
mica. Esta se fij6 en solucién de formaldehido (v/v, 10% [pH,
7,20]) e incluy6 en parafina. Se realizaron cortes consecutivos
mediante un equipo de microtomia (Leica RM 2035) y las
secciones obtenidas se fijaron sobre laminillas de vidrio recu-
biertas con APES (Sigma-Aldrich, Madrid). Posteriormente
las muestras fueron deshidratadas, deparafinadas y destinadas
a los estudios morfométricos tras realizarse las técnicas inmu-
nohistoquimicas con anticuerpos especificos, como se indica
en un apartado posterior. La tercera biopsia se congeld por in-
mersion en nitrégeno liquido y se preservé a —70 °C hasta su
procesamiento para electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Estas muestras fueron trans-
feridas a papel de nitrocelulosa y destinadas a la técnica de
Western-blot, como se especifica mds adelante.

Deteccion de proteinas musculares mediante inmunohisto-
quimica. Se eligi6 la deteccion inmunohistoquimica de desmi-
na en las muestras parafinadas como técnica indicadora de la
presencia de musculo liso en los cortes bidpsicos. Las biop-
sias fueron estudiadas en toda su extension mediante la reali-
zacién de cortes microtémicos de 6 um a intervalos regulares
de 25 um (total, 8-10 cortes por cada muestra). Las laminillas
fueron procesados para immunohistoquimica segtin técnicas
convencionales utilizando anticuerpos monoclonales antides-
mina (Biodesign, Clone-D33, Barcelona). En todos los casos
se incluyé como control negativo un corte secuencial que,
montado en la misma laminilla, fue procesado de forma si-
multdnea con idéntico protocolo, con la diferencia que no se
expuso al anticuerpo primario antidesmina. La reaccion anti-
geno-anticuerpo fue revelada mediante un método amplifica-
dor cromidtico de estreptavidina-peroxidasa (The Binding
Site, IC019, Reino Unido). Se utiliz6 la tincion de hematoxili-
na (Bio-6ptica, M06002) para obtener contraste. Todas las
imdgenes microscopicas se digitalizaron con un programa de
micromorfometria celular (Pixera Studio Version 1.2, 1996-98
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Pixera Corporation, EE.UU.) acoplado a un microscopio opti-
co (Olympus Serie BX50F3, Olympus Optical Co. Japén).
Las variables evaluadas desde el punto de vista cuantitativo
fueron: proporcién de misculo liso (%), grosor epitelial (Lm),
nimero de células epiteliales (n/wm), grosor de membrana ba-
sal (um) e indice de bronquitis, segin Thompson et al'. La
proporcién de zona tefiida (tejido marcado) fue expresada
como proporcién respecto al total de la muestra tisular me-
diante la categorizacion en escala de intervalos (fig. 1). La ca-
tegoria O correspondio a las biopsias sin musculo liso; la cate-
gorfa 1 a aquellas con < 25% del tejido tefiido; la 2, a aquellas
con tincién entre el 25 y el 50% del fragmento, y la 3, cuando
mas del 50% del fragmento se observé teiiido. El valor medio
de la proporcién obtenido en las laminillas de cada biopsia se
considerd la variable representativa de la cantidad de musculo
liso y fue el valor incluido en el andlisis. La valoracion histo-
l6gica convencional fue utilizada para evaluar la integridad
del epitelio y la eventual presencia de alteraciones de diferen-
ciacién celular en el mismo.

Deteccion de proteinas musculares mediante Western-blot.
El subgrupo de muestras congeladas fue destinado a técnicas
de extraccién y separacion de proteinas con tal de identificar
las moléculas de desmina, miosina y actina del musculo liso
bronquial. La extraccién de proteinas se realiz6 por el método
de Laemmli®. La separacién de proteinas se realizé mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (10%) en condicio-
nes desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizaron patrones de
peso molecular de rango amplio (Bio-Rad Laboratories, Bar-
celona). Los geles se transfirieron a una membrana de nitroce-
lulosa para ser procesados segin técnica de Western-blot.
Para esta técnica se seleccionaron tres anticuerpos monoclo-
nales especificos contra desmina, actina y miosina (Enzo
Diagnostics, NY-Biodesign, Barcelona). Las imagenes obte-
nidas se digitalizaron y analizaron mediante un programa de
densitometria digital (Molecular Analyst Software, Bio-Rad
Laboratories).
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Andlisis estadistico

Los valores de las diferentes variables aparecen expresados
como la media = desviacion estindar (DE) tanto en el tex-
to como en las tablas y figuras. La evaluacion de la eficacia
técnica bidpsica se realizé sobre los fragmentos incluidos en
parafina tanto en términos de proporcién (%) como de proba-
bilidad. La diferencia de la probabilidad en el grupo EPOC
frente al grupo control se evalué mediante el calculo de la ra-
z6n de exceso (odds ratio [OR]). La diferencia en las propor-
ciones de biopsias con musculo liso se evalué mediante la
prueba exacta de Fisher. Se consider¢ significativo un valor
de error alfa p < 0,05.

Resultados
Caracteristicas generales de la poblacion

Un total de 42 pacientes fue considerado elegible se-
gtin los criterios de inclusién del estudio. Este nimero
fue equivalente al 3% del total de procedimientos de
fibrobroncoscopia realizados en el periodo de 30 meses
consecutivos (septiembre de 1998 hasta marzo de 2001).
En ningin caso se presentaron complicaciones mayores
durante la toma de biopsias bronquiales. Todos los pa-
cientes presentaron hemorragia de escasa cantidad (no
cuantificable) en el sitio de la toma de biopsias. Ningu-
no requirié intervencién especifica para hemostasia.
Treinta y dos (76%) de los pacientes cumplian criterios
clinicos de bronquitis crénica, y veintitrés (55%) cum-
plian criterios funcionales de obstruccién crénica del
flujo aéreo. Especificamente, el grupo EPOC estuvo re-
presentado por pacientes en todo el espectro de grave-
dad (rango FEV, 36-70% pred). Todos los casos tenian
antecedentes de tabaquismo (indice acumulado, 54 + 23
paquetes-afio), siendo activo en el momento del estudio
en 26 de ellos. Algunas de las caracteristicas generales
de la poblacién estudiada aparecen resumidas en las ta-
blas Iy II.

Histologia del epitelio bronquial

Las muestras procedentes de 8 casos (19%) demos-
traron signos de metaplasia escamosa (tabla I). No se
evidencié en ninguna muestra la presencia de células
malignas.

Inmunohistoquimica del miisculo liso bronquial

La identificacién de las moléculas de desmina fue
positiva en el 69% de los fragmentos analizados (n = 28;
intervalo de confianza [IC] del 95%: 52,9-82,4%). Las
fibras musculares se observaron siempre en sentido
multidireccional y con evidentes signos de artefactos
por compresién. La proporcidn de biopsias con musculo
liso fue mayor en las muestras procedentes de los espo-
lones de divisién segmentarios que en las procedentes
de los bronquios lobares (el 72 frente al 30%, respecti-
vamente; p < 0,05) con una razén de prevalencia de 2,4.
Al realizarse el andlisis estratificado segtn el FEV, se
detecté musculo liso bronquial en el 81,3% (OR, 4,3)
de las biopsias en el grupo control y el 61,5% (OR, 1,6)
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TABLA III
Diferencias en el contenido proporcional de misculo
liso segiin el grupo de estudio

Categorias 0 1 2 3 nTlﬁte:;lt:iaes
Porcentaje de

musculo liso 0% 1-25% 25-50% > 50%
Grupo EPOC,

n (%) 1043) 5(22) 626) 2(19) 23(55)
Grupo control,

n (%) 4(22) 5(26) 5(26) 5(26) 19 45)

Total, n (%) 14 (33) 10(24) 11(26) 7(17) 42(100)

Numero (y porcentaje) de biopsias obtenidas y su categorizacién acorde con la
proporcién de musculo liso observado tras el procesamiento inmunohistoquimico
con anticuerpos monoclonales antidesmina. Ademads, se describen las frecuencias
y proporciones de acuerdo con el grupo de estudio, control o EPOC, segin el
caso.

TABLA IV
Relacion entre las caracteristicas del epitelio bronquial
y la presencia de misculo liso bronquial en las biopsias

Categorias

0 | 1 | 2 | 3

Presente Presente
58 +£35 108 £ 125

Ausente Presente
42+27  38+9

Muisculo liso
Grosor epitelial, mm
Grosor de membrana
_ basal, mm 9+1 T+2 9+4 9+4
[ndice epitelial, % 54 +8 40+10 51+15 53+16
Indice de bronquitis,

u.a. 87+42 65+4,1 6,7+44 76+4,1

Caracteristicas morfométricas y cuantificacion del grado de preservacion (indice
epitelial) e inflamacién (indice de bronquitis) del epitelio bronquial en los frag-
mentos bidpsicos analizados. Las categorias estdn definidas por la proporcién de
musculo liso cuantificado en cada una de ellas (véase texto). u.a.: unidades arbi-
trarias, segin Thompson et al. (Para especificaciones técnicas, véase texto.)

en el grupo EPOC. Sin embargo, no se encontrd asocia-
cién entre la presencia de la enfermedad y la eficacia de
la técnica bidpsica (tabla III). Esto se deduce a partir
de que la diferencia entre las proporciones de biopsias con
musculo liso en los dos grupos fue de 19,8% pero sin
alcanzar significacion estadistica. No se objetivaron co-
rrelaciones entre las caracteristicas del epitelio (indice
de inflamacién, grosor, descamacién) ni de la membra-
na basal (grosor) con la eficacia de la técnica endoscé-
pica para obtener muestras de musculo liso. Sin embar-
go, el grosor del epitelio evidencié una tendencia a
correlacionarse directamente (p = 0,09) con la eficacia
de la biopsia para la obtencién de miisculo liso bron-
quial (tabla IV).

Western-blot de proteinas musculares

La técnica de electroforesis permitié obtener el pa-
trén de bandas electroforéticas con pesos representati-
vos de proteinas del musculo liso bronquial, tanto des-
mina como actina y miosina (fig. 2). Las bandas de alto
y bajo peso molecular se detectaron con tinciones de
plata y azul de Coomasie. El patrén de bandas obtenido
fue similar en ambos lugares anatémicos de la biopsia.
El Western-blot permitié identificar las bandas corres-

Arch Bronconeumol 2002;38(11):515-22 519



CURULL V, ET AL. BIOPSIA DE MUSCULO LISO BRONQUIAL MEDIANTE FIBROBRONCOSCOPIA.
EFICACIA DE LA TECNICA EN INDIVIDUOS CON FUNCION PULMONAR NORMAL Y EN PACIENTES CON EPOC

MWM 1 2

Alto peso molecular

Bajo peso molecular

Fig. 2. Identificacién de proteinas de peso molecular diverso obtenidas
tras los procesos de homogeneizacion, desnaturalizacion y electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE,
tincion de azul de Coomasie). MWM: marcadores de referencia del peso
molecular; 1y 2: productos de extracciéon de dos fragmentos procedentes
de un individuo con funcién pulmonar normal (paciente 42) y un paciente
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) grave (paciente 13),
respectivamente.

pondientes de desmina, actina y miosina de musculo
liso en el 42% de los fragmentos, todos los cuales que-
daban incluidos en las categorias 2 y 3 de la clasifica-
cién por inmunohistoquimica. La mayoria de éstos
(74%) correspondia a fragmentos de bronquios segmen-
tarios.

Discusién

El presente estudio demuestra que la biopsia bron-
quial mediante fibrobroncoscopia permite obtener mues-
tras de musculo liso de las vias aéreas en cerca de un
70% de sujetos, tanto en individuos con funcién pulmo-
nar normal como en pacientes con EPOC. En nuestro es-
tudio, las biopsias permitieron obtener material suficien-
te para extraer fracciones proteicas propias del misculo
liso, incluso las fracciones con mds alto peso molecular
(p. €j., cadenas pesadas de miosina).

A pesar de realizar una busqueda especifica en dife-
rentes bases de datos de articulos biomédicos, los autores
no hemos podido encontrar ningin estudio que haya eva-
luado de forma sistemadtica la eficacia de la biopsia bron-
quial mediante fibrobroncoscopia para obtener musculo
liso en individuos sanos o enfermos. Esto impide que
nuestros resultados sean contrastados pero, al mismo
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tiempo, resalta la novedad de la informacién derivada del
estudio.

La técnica bidpsica utilizada en el presente estudio es
habitual en los gabinetes de endoscopia respiratoria
cuando se desea hacer una evaluacién histolégica de en-
fermedades que pueden afectar las vias aéreas, bien
sean infecciosas o no. Otras técnicas como la biopsia a
cielo abierto en pacientes llevados a toracotomia (p. €j.,
intervencién por neoplasias o enfisema) podrian ser
consideradas alternativas ttiles para obtener muestras
de musculo bronquial. Sin embargo, se limitan al es-
tudio de pacientes tGnicamente con afecciones respira-
torias, que cumplan con los criterios para dichas in-
tervenciones, y no permiten la realizacién de estudios
longitudinales e intervencionistas. En este sentido, la
biopsia bronquial endoscépica puede ofrecer un espec-
tro mds amplio incluyendo a individuos con funcién
pulmonar normal, asma bronquial o EPOC cuyo estadio
contraindicase la toracotomia por alguna causa, e inclu-
so considerar la posibilidad de biopsias seriadas en es-
tudios prospectivos.

La inflamacion epitelial es un hallazgo habitual tanto
en el asma bronquial como en la EPOC. Los mediado-
res proinflamatorios y las moléculas implicadas en su
modulacién parecen ser los responsables de la mayoria
de cambios estructurales y funcionales del musculo liso
bronquial?!. Recientemente se ha dado énfasis al papel
que los mismos miocitos pueden tener en la produccién
local de mediadores proinflamatorios. Desde un punto
de vista tedrico, podria ser 16gico postular que el grado de
inflamacién del epitelio afectara el rendimiento de la
biopsia de musculo liso bronquial. Por una parte, el in-
cremento del grosor podria alejar de la superficie epite-
lial al tejido muscular y a la membrana basal, de forma
que se dificultara el acceso mediante la pinza bidpsica
al tejido de interés, en este caso, el misculo. Sin embar-
go, podria también asumirse, por el contrario, que el re-
modelado y potencial engrosamiento de la capa muscu-
lar asociados a la inflamacién epitelial crénica podrian
facilitar la toma de los fragmentos con contenido muscu-
lar. Resulta de interés que nuestro estudio permite acla-
rar en parte este concepto. Una gran proporcion de las
biopsias obtenidas a partir de los pacientes con EPOC
presentaba inflamacién epitelial, e incluso algunas, me-
taplasia escamosa. Sin embargo, las caracteristicas his-
tolégicas del epitelio no modificaron el rendimiento de
la técnica entre los grupos control y EPOC. De hecho,
las caracteristicas morfométricas, la cuantificacion del
grado de preservacion del epitelio (indice epitelial), y el
grado de inflamacién (indice de bronquitis) del mismo
no demostraron asociacién con la presencia o ausencia
de musculo en las biopsias. Sin embargo, la eficacia de
la técnica si resulto afectada por el lugar anatémico de
la toma de biopsia. Esto se deduce porque la mayor pro-
porcién de fragmentos con musculo liso se observé en
aquellos procedentes de los espolones de division inter-
segmentarios. La menor distancia entre el musculo liso
de la submucosa y la superficie epitelial en el bronquio
segmentario podrian explicar el mayor rendimiento de
la biopsia endoscdpica en la obtencién de musculo liso
en esta zona en comparacion con el bronquio lobar don-
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de, aunque hay una mayor cantidad de musculo liso,
éste se halla a una mayor profundidad de la superficie
epitelial®.

Uno de los puntos que merece especial énfasis es
precisamente que, a criterio de los autores, la técnica
propuesta en el presente estudio para obtener musculo
liso bronquial eventualmente permitird evaluar y carac-
terizar los procesos de “remodelado” de las vias aéreas
en enfermedades como la EPOC y el asma, entre otras.
Brevemente, esta hipétesis se basa en los siguientes ar-
gumentos. La desmina es una de las moléculas no con-
tractiles constitutivas del citoesqueleto muscular (fila-
mentos intermedios)?. Estd presente en todas las
c€lulas musculares, incluyendo las de las vias aéreas.
Las moléculas de actina y miosina son elementos cons-
titutivos de la pared bronquial cuya contraccién media-
da por calcio modifica el didmetro de la via aérea. Los
autores suponemos que la técnica de electroforesis per-
mitird cuantificar los cambios en ambos grupos de mo-
léculas contréctiles si se expresan en forma de propor-
cién respecto al contenido de desmina. En este caso, el
contenido proporcional de cada molécula de interés se
deducird a partir de una expresiéon donde la absorvancia
de desmina serd la unidad (100%):

100 X ([absorvancia de actina/absorvancia desmina]
+ [absorvancia miosina/absorvancia desminal])

Esta cuantificacion se ha mostrado itil en un estudio
preliminar complementario en curso mediante el andlisis
densitométrico por transiluminacién de geles o de sopor-
tes so6lidos del Western-blot. Asimismo, creemos que la
técnica podria ser aplicable para el anélisis de otras mo-
léculas de interés (p. ej., TGF, leucinas, etc.). Este tipo
de andlisis ha sido utilizado por nuestro grupo en algunos
estudios previos de misculo esquelético®.

Las limitaciones del presente estudio tienen que ver
con el tamafio y tipo de la poblacién seleccionada, el
nimero de muestras bidpsicas realizadas en cada sujeto,
y las técnicas de andlisis de la presencia de musculo
liso. El estudio s6lo incluyé a individuos que a criterio
de un médico especialista, tenfan indicaciones para la
realizacién de una fibrobroncoscopia. Este disefio obe-
decié fundamentalmente a aspectos éticos por los que
se justificé como innecesario el incluir sujetos sanos.
Otro punto a resaltar es la ausencia de pacientes de sexo
femenino que no fueron incluidas para obviar el poten-
cial sesgo dependiente del género. Futuros estudios po-
drian evaluar si la eficacia de la biopsia bronquial por
fibrobroncoscopia para obtener muestras de musculo
liso se modifica en este tipo de poblacién aunque, desde
un punto de vista técnico, nos parece improbable. El
nimero de biopsias destinadas al presente estudio estu-
vo limitado a tres de cada uno de los sujetos. Es proba-
ble que un mayor nimero de biopsias pudiera aumentar
la eficacia de la técnica con un minimo incremento
de la morbilidad pero, por razones pricticas, esto fue
obviado en nuestro disefio. Las técnicas de inmunohis-
toquimica y Western-blot con tinciones de plata o azul
de Coomasie que incluimos en el estudio tienen una
sensibilidad adecuada, pues incorporan sistemas de am-
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plificacién de la sefial colorimétrica. Sin embargo, es
posible que técnicas que utilicen otros sistemas de am-
plificacién de sefiales como la quimioluminiscencia, se-
fal por radiontclidos o amplificacién enzimdtica de
dcidos nucleicos puedan tener una mayor sensibilidad
en estudios moleculares especificos®.

Potencial relevancia clinica

Procedimientos diagndsticos como la broncoscopia
pueden tener una aplicacion en estudios transversales o
incluso intervencionistas (p. ej., respuesta a farmacos)
cuando se desee analizar el papel potencial del misculo
liso en enfermedades como la EPOC o el asma”. Exis-
ten evidencias de que el musculo liso bronquial se mo-
difica por la presencia de moléculas inflamatorias y fac-
tores de crecimiento celulares”. Sin embargo, ser la
diana de estas moléculas no parece ser el tnico rol de-
sempefado por el mudsculo liso, y recientemente se ha
dado énfasis al papel que las propias células musculares
tienen en la sintesis de estas moléculas y su potencial
asociacion con caracteristicas clinicas en algunas enfer-
medades. Entre éstas destacan las que cursan con obs-
truccién al flujo aéreo, pero se desconoce la relacién
que puede existir entre los fendmenos de remodelado in
vivo y algunas caracteristicas como la susceptibilidad a
la obstruccidn, la respuesta al tratamiento broncodilata-
dor o incluso la potencial respuesta al tratamiento an-
tiinflamatorio. Los modelos a partir de necropsia pare-
cen inadecuados por los innumerables sesgos asociados
a los cambios post mortem, la dificultad de un estudio
funcional cercano en el tiempo o la imposibilidad de
obviar los efectos de otras enfermedades en el periodo
previo a la defuncién. Por todo lo anterior, considera-
mos relevantes los presentes resultados, que ofrecen da-
tos suficientes para el célculo de tamano muestral en el
disefio de futuros estudios de investigacién del musculo
liso bronquial en humanos, tanto descriptivos como in-
tervencionistas®.

En conclusion, el presente estudio demuestra que la
biopsia bronquial mediante fibrobroncoscopia realizada
por personal especializado permite obtener muestras de
miusculo liso bronquial en humanos en alrededor de un
70% de sujetos con funcién pulmonar normal o pacien-
tes con EPOC. Nuestra percepcién es que los fragmen-
tos bidpsicos obtenidos permiten realizar andlisis histo-
l6gicos y bioquimicos que eventualmente pueden ser de
utilidad en estudios de evaluacién del remodelado del
musculo liso de las vias aéreas inferiores, en presencia
de enfermedades respiratorias crénicas como el asma y
la EPOC, asi como su posible respuesta ante tratamien-
tos especificos (p. €j., broncodilatadores y corticoides).
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