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Alfa 1 antitripsina (a; AT) y alfa 2 macroglobulina
(a2 MG) son inhibidores enzimaticos con importantes
funciones en la proteccion del tejido comectivo pul-
monar.

En el presente trabajo se determinaron ambas protei-
nas a nivel sérico y en fase sol de esputo en dos grupos de
pacientes portadores de enfermedad pulmonar obstructi-
va cronica con y sin infeccion respiratoria del tracto in-
ferior.

Durante los periodos de infeccion pulmonar, los nive-
les séricos de a; AT aumentaron significativamente pro-
bablemente por incremento del metabolismo proteico,
mientras que Ia concentracion de a; MG durante este
mismo periodo decrecio de forma significativa, sugirien-
do bien un aumento del catabolismo proteico, una reduc-
cion de la capacidad de sintesis o la formacion de
complejos estables a; MG-endopeptidasas bacterianas.
Por otra parte, las tasas de a; AT y a2 MG en esputo y su
relacion (esputo/suero) aumentaron significativamente
en el transcurso de Ias infecciones pulmonares, eviden-
ciando un importante aumento de la difusion pasiva pro-
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teica desde el plasma a la secrecion bronguial. Cuando la
relacion esputo/suero de ambas macromoléculas fue
corregida para la albimina, no existieron diferencias sig-
nificativas al comparar las distribuciones de ambas
poblaciones analizadas, sugiriendo un mecanismo de ge-
nesis comun en los grupos con y sin infeccion pulmonar.
La buena correlacion existente entre o; AT y albumina
en presencia de infeccion respiratoria del tracto inferior
confirma que la trasudacion proteica es un mecanismo fi-
siopatologico preferencial.

Las bajas concentraciones detectadas de oy AT y
o MG en la secrecion bronquial en el grupo de sujetos
sin infeccion pulmonar, son indicativas de su limitada
contribucion antiproteasa en este medio biologico. Du-
rante la infeccion pulmonar la proteina o; MG aumento
significativamente en esputo por efecto de la difusion pa-
siva desde el plasma y quiza por estimulacion inespecifica
de la produccion local, pudiendo en esta circunstancia
desarrollar una importante funcion inhibidora de la acti-
vidad enzimatica libre. Sin embargo, a pesar de la contri-
bucion de a; MG a la correccion del disbalance entre pro-
teasas neutras e inhibidores, los sujetos portadores de
EPOC con infeccion pulmonar intercurrente mantienen
un estado de desequilibrio enzimatico con elevado riesgo
para la integridad del tejido conectivo pulmonar.
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Alpha 1-antitrypsin and alpha 2-macroglobu-
lin in infected and non-infected sputum from
patients with chronic obstructive pulmonary
disease. Physiopathological significance of the
two proteins in the lung.

Both proteins were determined in this study in the se-
rum and in a colloidal solution of sputum in two groups
of patients with chronic obstructive lung disease (COLD)
with infection and without lower respiratory infection.

The serum levels of o, AT augmented significantly du-
ring pulmonary infection probably due to protein meta-
bolism, while a, MG concentration decreased signifi-
cantly during the same period suggesting either an incre-
ase in the protein catabolism, a reduction of the synthetic
capacity, or the formation of stable complexes of a,
MG-bacterial endopeptidases. On the other hand, the le-
vels of a«, AT and a, MG in sputum and their ratio
(sputum/serum) augmented markedly during pulmonary
infection, demonstrating a significant increase in the pro-
tein passive diffusion from the plasma to the bronchial
secretions. There were no significant differences in the

ratio sputum/serum of both macromolecules when com-
paring the 2 groups analyze after correcting for the albu-
min. This suggests a common original mechanism in
the groups with and without pulmonary infection. The
strong correlation between o, AT and albumin with lo-
wer respiratory infection confirms that protein transuda-
te is a preferential physiopathological mechanism.

The low concentrations of o, AT and «, detected in
bronchial secretions of patients without pulmonary in-
fection indicate their limited contribution to antiprotease
activity in this biological medium. «, MG protein incre-
ased in the sputum significantly during pulmonary infec-
tion due to the passive diffusion from the plasma and
perhaps too to the nonspecific stimulation of local pro-
duction. An important inhibitory function of the free
enzyme activity could be developed in this case. Ne-
vertheless, patients with COLD and recurrent pulmonary
infections mantain a state of enzymatic disequilibrium in
spite of the contribution of o, MG in the correction of
the disequilibrium between neutral proteases and inhibi-
tors. This constitutes an important risk for the integrity
of the pulmonary connective tissue.

Introduccion

La integridad del tejido conectivo pulmonar de-
pende fundamentalmente del mantenimiento de un
equilibrio critico entre las proteasas celulares infla-
matorias y los inhibidores presentes en el tracto
respiratorio inferior.

Aunque la patogénesis del enfisema pulmonar
en el hombre sigue siendo incierta, se ha sugerido
como posible mecanismo causal un disbalance pro-
teasas-antiproteasas con predominio de la activi-
dad enzimatica elastolitica libre, el cual genera un
proceso de digestion cronica e incontrolada del te-
jido conectivo pulmonar!'2.

Dos tipos celulares diferentes han sido implica-
dos como origen de las proteinasas; los granuloci-
tos polimorfonucleares (pmn) y los macrofagos al-
veolares. Las células pmn son «reclutadas» a nivel
del tracto respiratorio inferior principalmente en
sujetos con exposicion cronica a polutantes aéreos
y/0 consumo de cigarrillos®. Este acumulo celular
esta probablemente mediatizado por la liberacion
de un factor quimiotactico procedente de los
macrofagos alveolares. Los granulocitos pmn con-
tienen poderosos enzimas hidroliticos* (tabla I) con

TABLA 1

Proteasas neutras de los granulocitos humanos

Proteasas neutras pm Probables fuentes pulmonares
Elastasa 32.000  Neutrofilo
) Macroéfago alveolar
Colagenasa 60.000  Neutrofilo
Macroéfago alveolar
Proteasa neutra 76.000  Fibroblasto
Catepsina G 25.000  Neutrofilo

Peso molecular (pm) en dalton.
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capacidad para degradar elastina humana y otros
componentes del tejido conectivo pulmonar’. Por
otra parte, los macrofagos presentes a nivel al-
veolar segregan pequeiias cantidades de actividad
proteolitica en cultivos celulares, presentando un
comportamiento biologico diferente al de los enzi-
mas de origen pmn®.

Los macrofagos alveolares se acumulan en gran
numero tanto en los sujetos fumadores crénicos de
cigarrillos como en los procesos inflamatorios
pulmonares’, creando en consecuencia un estimulo
enzimatico permanente que conduce a la secrecion
de actividad proteolitica, como bien ha sido de-
mostrado en cultivos celulares.

La proteina alfa 1 antitripsina (a; AT) es el me-
jor inhibidor sérico de los enzimas proteoliticos!.
Debido a su bajo peso molecular se encuentra loca-
lizada principalmente a nivel extravascular y mas
concretamente en ¢l medio bioldgico intersticial.
Por otra parte, la proteina alpha 2 macroglobulina
(az MG), ademas de su papel antiproteasa presenta
una funcion reguladora de las actividades fisiold-
gicas e interacciona con la elastasa pmn, colagena-
sa, etc.®® Debido a su elevado peso molecular su
presencia prima a nivel intravascular. Ambas an-
tiproteasas difieren en su mecanismo de accidn,
presentando la @, MG una mayor actividad enzi-
matica contra los sustratos de bajo peso molecular.
En la tabla II se refiere la selectividad de accion
de ambos inhibidores de proteinasas granuloci-
ticas>10,

Aunque son varios los posibles mecanismos por
los cuales estas proteinas llegan a la secrecion
bronquial (fig. 1), el fendmeno de trasudado desde
la sangre es sin duda el de mayor importancia por-
centual, dependiendo fundamentalmente de las
concentraciones séricas de las proteinas, de su
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Epitelio

Fig. 1. Mecanismos posibles
por los cuales las proteinas
inhibidoras llegan a la secre-
cion bronquial: 1. difusion
pasiva desde Ia sangre; 2. alte-
raciones y difusiéon dentro de
las secreciones bronquiales; 3.
sintesis por células de epitelio;

Submucosa

4. prod por las gland
las submucosas; 5. sintesis por
macrofagos alveolares y célu-

tamafio molecular y del diametro del llamado
«poro efectivo», nivel anatomico de la difusion.

Especial atencion ha merecido la asociacion exis-
tente entre el déficit de o AT y el enfisema
pulmonar!!. La hip6tesis m&s comunmente acepta-
da para explicar la patogénesis de esta enfermedad
destructiva, refiere que su desarrollo seria debido a
una inhibicién de la actividad proteolitica, gene-
rando en consecuencia dafio tisular pulmonar!?.
Los estudios mediante la utilizacion del método de
lavado broncoalveolar (LBA), tanto en las formas
hereditarias (déficit sérico de a; AT) como en las
formas adquiridas (consumo de cigarrillos) de enfi-
sema pulmonar, han demostrado una alteracion
del equilibrio elastasa-anticlastasa a nivel de las
estructuras alveolares, bien por pérdida de la «pan-
talla» de proteccion antielastasica o por incremen-
to de la carga enzimatica elastolitica!. Estas se-
cuencias patogénicas dan soporte a la teoria pro-
teasa-antiproteasa®!?, cuyo desarrollo se apoya en
analisis epidemioldgicos, estudios en sujetos con
déficit congénito de a; AT y en la experimentacion
animal'+,

Los poderosos enzimas hidroliticos (elastasa, co-
lagenasa, proteasa-neutra, y catepsina D) incluyen
entre sus sustratos todos los componentes del teji-
do conectivo pulmonar (fibras elasticas, colageno,
proteoglicanos y otras glicoproteinas) (fig. 2)>%.

La deficiencia heredada de a; AT en individuos
PiZ se manifiesta a nivel alveolar por una altera-

las plasmaéticas.

cibn de Ia actividad antielastasa detectada
inmunoquimica vy funcionalmente, confirmando
de hecho la ausencia de una alternativa contraenzi-
matica significativa dentro de la matriz pulmonar.
Es de resaltar, que aun en presencia de déficit de
a; AT, el riesgo de desarrollar enfisema pulmonar
es mucho mas bajo si los sujetos afectos no son fu-
madores crénicos, estando probablemente en rela-
¢ion con la minima liberacion enzimatica en ausen-
cia de acumulo de células inflamatorias’®*. Por
otra parte, los sujetos fumadores de cigarrillos sin
déficit hereditario de a; AT, parecen ser un grupo
de alto riesgo per se al dafio del tejido conectivo
pulmonar, maxime, al haber sido recientemente
demostrado «in vitro» la interaccion existente
entre algunos componentes quimicos del tabaco y
la a; AT, reduciendo por tanto la capacidad fun-
cional inhibitoria de la proteina.

Dado el elevado peso molecular de la proteina
a; MG (725.000 dalton) no es probable su trans-
porte a través del lecho endotelial vascular del pul-
moén normal. La produccion a nivel local de esta
antiproteasa ha podido ser demostrada cultivando
macrofagos alveolares incluyendo en el medio un
marcador (35,-metionina), lo cual permite median-
te radioinmunoelectroforesis la deteccion del
inhibidor?*. De igual forma ha podido ser identifi-
cada por radioinmunoelectroforesis formando
complejos con las proteasas segregadas en el culti-
vo de macrofagos?. Recientemente se ha sugerido

TABLA 1I o .
. . Proteolisis en la enfermedad pulmonar obstructiva
Proteasas granulociticas versus inhibidores endégenos.
Perfiles de actividad antiproteasa
Antiproteasas
Sustratos Proteasas
PROTEASAS GRANULOCITICAS " . +
p—— - . c Elastina *Granulocitos
nhibidores astasa Colagenasa Proteasa Catepsina » ——
enddgenos neutra G 'Colégenf) *Macréfagos
Proteoglicanos *Bacterias Productos
a) AT (pm: 55.000) +++  — + ? *Glicoproteinas de degradacién
ay MG (pm: 725.000) + ++4+ +4++ ++ 4
Grado de actividad ( +); peso molecular (pm). Fig. 2.
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la posible sintesis de la &z MG a nivel de los
fibroblastos humanos?. Siendo esta antiproteasa
el principal inhibidor de la colagenasa, su potencial
protector sobre las estructuras alveolares en el
hombre, aunque no bien conocido, es probable-
mente inferior al desarrollado por la &y AT? y por
el recientemente identificado «inhibidor de bajo
peso molecular»®®. Ademas, el LBA en sujetos nor-
males no detecta niveles significativos de o, MG¥.
Ha sido recientemente demostrado que el conteni-
do de antielastasa sérica de a; MG en su base molar
(1:2) es aproximadamente un 10 % del total. La
restante actividad inhibidora sérica de la elastasa
funcional, aproximadamente un 90 %, correspon-
de ala a; AT que difunde con facilidad dentro del
fluido alveolar debido fundamentalmente a su ba-
jo peso molecular. Por otra parte, la falta evidente
de difusion para la a, MG a través de las estructu-
ras alveolo-capilares en el pulmén normal, hace
que su papel de proteccién antielastasa sea muy
bajo a nivel del tracto respiratorio inferior, habien-
do sido cuantificado en < 1 % del total. La contri-
bucién de a; MG en la capacidad inhibitoria pro-
teasa de las secreciones bronquiales es probable-
mente < 10 % de la correspondiente a a; AT. Este
pequefio porcentaje, no es bien conocido si proce-
de del suero por trasudado o se sintetiza a nivel lo-
cal (macr6fagos y/o fibroblastos)®”.

Las proteasas elastoliticas presentes en €l suero
sanguineo sintetizadas por fibroblastos y células
musculares lisas, son transportadas por medio de
lipoproteinas utilizando vias de escape para con los
inhibidores &; AT y ay MG,

En condiciones fisiologicas, la elastasa es una
enzima que una vez liberada en forma activa desde
los granulocitos, esta presente en el suero forman-
do complejos con la a; AT. Es muy posible que
tanto en presencia de inactividad funcional perma-
nente de la a; AT, como en procesos inflamatorios
pulmonares, el potencial protector inhibitorio de
las estructuras alveolares del hombre contra la
clastasa neutrofila sufra cambios en su dificil
equilibrio enzimatico. En estas circunstacias, el
inhibidor de bajo peso molecular y la a; MG
podrian jugar papeles bioldgicos mas determi-
nantes384!,

En los sujetos normales, la a; AT representa
aproximadamente un 90 % de la actividad inhibi-
toria sérica de la elastasa funcional, decreciendo
muy rapidamente en los fumadores crénicos. La
capacidad inhibitoria funcional de la a; AT contra
las proteasas séricas esta en una relacion (1:1) de
su base molar. Se sabe ademas que la afinidad
de esta proteina inhibidora con las proteasas intra-
celulares y en particular para con la elastasa, se es-
tablece mediante la formacion de complejos es-
tables que conducen a un bloqueo o inhibicion de
la actividad enzimatica. La eliminacion de estos
complejos desde el espacio extracelular pulmonar
esta influenciada por la concentracién local de a;
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AT libre, por la eficacia de la patologia implicada
en la captacioén de complejos @, AT-proteasas, por
la funcionalidad de los macréfagos alveolares y
por el promedio de disociacion de los complejos®.

La funcién inhibidora de a; AT y a; MG a nivel
alveolar no ha sido definitivamente establecida.
Dada la falta de actividad elastolitica y colagenoti-
ca en fluidos broncoalveolares de sujetos norma-
les, es probable que su funcion fisiologica, princi-
palmente de la a; AT, se desarrolle con eficacia®.

Las proteinas inhibidoras séricas, aunque son
encontradas regularmente dentro de las secreciones
bronquiales, su papel a este nivel no es bien conoci-
do. La presencia de a; AT en el fluido biologico
bronquial dependeria de su concentracion sérica y
del grado de inflamacion de la pared bronquial.

En pacientes con enfermedad pulmonar obstruc-
tiva cronica (EPOC) e infeccion pulmonar inter-
currente, se detecta en secrecion bronquial un gran
incremento de proteasas granulociticas en forma
libre y activa, mientras son de dificil identificacién
los inhibidores libres. Esta deteccion de actividad
enzimatica, podria ser en parte explicada por el
agotamiento de las antiproteasas, dada su facilidad
para la formacion de complejos. Sin embargo, se
ha sugerido que en estas circunstancias el papel
inhibidor de la a; AT no seria primordial, dada su

‘capacidad funcional limitada y la inestabilidad de

los complejos por ella formados.

El presente trabajo analiza los cambios cuantita-
tivos de a; AT y a; MG en suero y fase sol de espu-
to en pacientes portadores de EPOC con y sin in-
feccion pulmonar intercurrente. Ademas se estudia
si la concentracion de ambas proteinas obtenidas
en el fluido bioldgico bronquial, viene determina-
da exclusivamente por un fenomeno de trasudado
desde el suero, o bien, si por otra parte, existe una
produccion local significativa. Finalmente, se valo-
ra la funcidén biologica de estas proteinas en pre-
sencia o ausencia de infeccién pulmonar en rela-
cion con la patogénesis de la enfermedad pulmonar
destructiva (EPD).

Material y métodos

Seleccion de sujetos

Las caracteristicas clinicas y funcionales de los sujetos estu-
diados se expresan en la tabla III. Dos grupos diferentes de
24 sujetos cada uno fueron seleccionados; 1.¢* grupo (n = 24),
portadores de bronquitis cronica (MER - 1965)# con obstruc-
cion fija al flujo aéreo (EPOC), considerando FEV,/FVC
< 70 %. En ellos, no existia evidencia clinica, analitica ni bacte-
riolégica de infeccion pulmonar; 2.° grupo (n = 24), de carac-
teristicas similares al anterior, pero con la presencia de un pro-
ceso de infeccion respiratoria aguda intercurrente, caracteriza-
do por tos productiva e incremento de la disnea, requiriendo
por ello admision hospitalaria. De forma adicional, fueron exi-
gidos para su diferenciacion y posterior clasificacion todos los
criterios referidos en la (tabla IV).

1. Concentracion de LDH (mU/ml) en fase sol de secrecion
bronquial. Para el grupo sin infeccién pulmonar se considera-
ron niveles de LDH < 300 (mU/ml) y para el grupo con infec-
cion valores de LDH > 600 (mU/ml); (medidas con método
standard optimado: Boehringer-Manheim).
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TABLA 111
Caracteristicas clinicas y funcionales de los sujetos
estudiados

Grupo N.° Edad Sexo FEV/FVC (%)
de pacientes (afios = DE) |(% varon)

1 EPOC

(infectados) 24 63,38 = (10,50) 100 % 59,16 + 14,22
2 EPOC

100 %

(no infectados) 24 64,92 + (9,21) 59,14 + 13,69

TABLA 1V

Criterios para la seleccion de los grupos de sujetos
afectos de enfermedad pulmonar obstructiva cronica
con y sin infeccion pulmonar

Parametros Infectados No infectados

de seleccion (n=24) (n=24)

LSD en fase sol 1427,00 + 405,73 90,77 + 99,86
de esputo r (812-2050) r (1-293)
(mU/ml)

PMN neutrofilos 77,00 £ 6,00 49,00 = 19,00
en esputo (%) r (71-89) r (30-55)

Celularidad total | 3010,00 + 628,00 | 760,00 + 208,00
en esputo r (2560-5400) r (260-915)
(c/mm3)

Aspecto macros- Mucoide Mucopurulento
copico del o purulento
esputo

I = rango.

Los valores de LDH (mU/ml), neutrofilos polimorfonucleares (%) y la
celularidad total (cels/mm3) son referidos como X + DE. La secreci6n
traqueobronquial fue valorada como criterio subjetivo macroscopico.

2. El contaje celular (previa homogeneizacion por lamina-
cidn capilar), fue estimado en fresco con camara de Fuchs Ro-
senthal, tomando una muestra de 1 ml de esputo. Para la valo-
racion de la celularidad total fueron contados leucocitos y
macrofagos. Se consideraron < 1000 células/mm3 para los suje-
tos sin infeccién y < 2500 células/mm3 para los portadores de
infecciéon pulmonar.

3. El porcentaje del tipo celular pmn de una misma alicuota
de esputo, fue determinado usando la técnica de Papanicolau.
Un minimo de 200 células fueron contadas para su identifica-
cion. Un valor de < 60 % de pmn se exigié para el grupo sin in-
feccion y > 70 % de pmn para el grupo con infeccion respirato-
ria del tracto inferior.

4. Aspecto macroscopico del esputo. Fue graduado subjeti-
vamente como mucoide para los sujetos no infectados y como
~ mucopurulento o purulento para los infectados.

Seleccion de esputo

Tras una sesion de fisioterapia respiratoria, muestras de espu-
to fresco procedentes de los sujetos de ambos grupos, fueron
coleccionadas en recipientes de polietileno estériles con cierre
hermético. Previa higiene bucal, un periodo de cuatro horas
(8 a 12 de la mafiana) fue requerido para obtener un volumen de
espécimen bronquial > 15 cc, durante el cual se obtuvo una
muestra de sangre venosa que fue enviada para estudio de
proteinas al Laboratorio Central de Bioquimica.

El esputo original obtenido fue manipulado de forma inme-
diata. Una alicuota de espécimen fue requerida para rutina bac-
teriolégica y lo restante (™~ 10 cc), se procesé mediante ultra-
centrifugacion a 160.000 g durante 120 minutos a 4° C sistema
Beckman L5-75), obteniendo el sobrenadante (fase sol de espu-
t0), el cual era congelado a —20° C hasta su posterior procesa-
miento.
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Medida de proteinas

Concentraciones de a; AT, ay MG y albimina fueron obteni-
das en las muestras de suero y esputo mediante la técnica de in-
munodifusién radial (Mancini et al 1965)45. Fueron considera-
dos como rangos de normalidad sérica; a; AT (200-400 mg/
100 ml), a2 MG (@ 150-350 mg/100 ml, o 170-420 mg/100 ml)
y albumina (3,5-5 g/100 ml). Para las medidas en fase sol de
esputo fue requerida una concentracion previa utilizando
membranas tipo Amicon (Minicén - B15).

El limite bajo de deteccion para a; AT y a) MG fue de 0,01
mg/100 ml. La relacion esputo/suero fue obtenida para todos
los especimenes biologicos. En ambos grupos se detectd en cada
muestra de esputo niveles sighificativos de @) AT. Sin embargo,
la proteina ay MG no fue siempre obtenida en el fluido bron-
quial, considerando en estos casos a efectos estadisticos un va-
lor de cero. La relacion esputo/suero para ambas proteinas fue
corregida (dividida) para la albumina (relacion esputo/suero),
al ser ésta considerada como variable sérica de referencia.

Exploracion estadistica

Las medias y desviaciones standard (+ DE)de a; AT y a2 MG
en suero y esputo para los dos grupos de pacientes, fueron ana-
lizadas mediante el test de Student. Al valorar las medias y des-
viaciones standard (+ DE) de las relaciones a; AT (esputo/

a) AT (esputo/suero)

albimina (esputo/suero)
a2 MG (esputo/suero) en ambas poblaciones de sujetos, fue
albumina (esputo/suero)

y

suero), az MG (esputo/suero), —

aplicado el test de Wilcoson. Las diferencias en la relacién espu-
to/suero de a; AT y ay MG entre pacientes infectadds y no in-
feetados y sus respectivos valores corregidos para la albiimina
(esputo/suero), se analizaron mediante el test de comparacién
de distribuciones, Chi cuadrado.

En los dos grupos de pacientes las proteinas a; AT (esputo/
suero) y a; MG (esputo/suero) fueron correlacionadas lineal-
mente con la albumina (esputo/suero).

En todas las exploraciones estadisticas se preestablecidé una
significacion de p < 0,05.

Resultados
Estudio sérico

Las concentraciones medias de a; AT y a; MG
séricas en los dos grupos de sujetos analizados son
expuestas en la tabla V y cada uno de los para-
metros individuales quedan significados en la
(figura 3). El valor medio de a; AT en los sujetos
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Fig. 3. Concentraciones de a; AT y a, MG séricas para muestras biolo-
gicas infectadas (I) y no infectadas (NI). Cada punto (.) representa una
muestra.
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TABLA V
PACIENTES EPOC

Parametros analiticos Infectados No infectados Significacion

(n=24) (n=24) (valor p)
a; AT sérica (mg/100 ml) 425,28 + 115,82 291,50 + 62,89 < 0,05
ay AT esputo (mg/100 ml) 14,14 + 11,45 2,20 + 1,17 < 0,05
a) AT esputo/suero (x 102) 3,27 + 2,06 0,72 = 0,27 < 0,05
aj AT esputo/suero/
Albiimina esputo/suero 1,93 + 0,96 1,62 + 1,11 N.S.
a; MG sérica (mg/100 ml) 225,09 + 107,69 180,39 + 48,82 < 0,05
az MG esputo (mg/100 ml) 0,54 = 0,83 12,86 + 20,50 < 0,05
ay MG esputo/suero (x 102) 0,23 = 0,36 5,93 + 11,94 < 0,05
a2 MG esputo/suero/
AlbGmina esputo/suero 0,58 + 0,99 5,86 + 13,08 <
Albimina esputo (mg/100 ml) 61,87 + 43,14 29,15 + 24,36 <0,5
Albumina esputo/suero (x 102) 1,85 + 0,80 0,73 + 0,55 < 0,05

Los datos son referidos como X + DE. Las concentraciones de a) ATy o MG en suero y esputo son expresadas en mg/100 ml; la concentracion de al-
biimina en esputo en mg/100 ml. La relacién esputo/suero para a; AT, e MG y albimina (x 102 por conveniencia) y los valores resultantes para a; AT
y a2 MG corregidos (divididos) por la relacion esputo/suero de albimina son expuestos. A efectos estadisticos fueron considerados valor cero de los ni-

veles de ag MG en esputo < 0,01 mg/100 ml.

infectados (425,28 + 115,82 mg/100 ml) fue signi-
ficativamente superior al de los sujetos sin infec-
cién pulmonar (291,50 = 62,89 mg/100 ml)
(p < 0,05). El valor medio de a; MG en los sujetos
con infeccion respiratoria (180,39 + 48,82 mg/100
ml) fue significativamente inferior al valor medio
del grupo sin infeccion (225,09 + 107,69 mg/100
ml) (p < 0,05).

Estudio de esputo

Tanto la a; AT como la albimina en esputo
fueron detectadas en todos los especimenes anali-
zados. El valor medio de a; AT en el grupo con in-
feccion fue (14,14 + 11,45 mg/100 ml) y sin infec-
cion (2,20 = 1,17 mg/100 ml). El valor medio de la
albimina en el grupo con infeccion fue (61,87 +
43,14 mg/100 ml) y sin infeccion (29,15 = 24,36
mg/100 ml).

La proteina a; MG no fue detectada (< 0,01
mg/100 ml) en 15 (62,50 %) de los 24 esputos
simples no infectados. En los 9 restantes (32,50 %)
los valores medios fueron (1,56 + 0,60 mg/
100 ml). En el grupo de pacientes con infeccién
pulmonar, a, MG en esputo simple no fue detecta-
da en 3 (12,50 %) de las 24 muestras procesadas.
En las 21 restantes, los valores medios fueron
(14,70 = 21,30 mg/100 ml).

Las concentraciones medias de a; AT, o, MG
(considerando valor cero a efectos estadisticos ni-
veles < 0,01 mg/100 ml) y albiimina en fase sol de
esputo de los sujetos infectados, fueron significati-
vamente superiores a las concentraciones medias
de los sujetos sin infeccion pulmonar (p < 0,05)
(tabla V). De forma analoga, las concentraciones
medias de la relacién esputo/suero para «; AT,
a; MG vy albimina, estuvieron significativamen-
te aumentadas en los especimenes infectados
(p < 0,05) (tabla V). La concentracion media de la
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Fig. 4. Concentraciones de a; AT y a; MG en esputo para muestras
biolégicas infectadas (I) y no infectadas (NI). Cada punto (.) representa
una muestra.
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Fig. 5. Concentraciones de la relacién esputo/suero para a; AT y a,
MG son mostradas para ambas poblaciones de sujetos, infectados (I) y no
infectados (NI). La multiplicacion por 102 se efectué por conveniencia.
Los valores individuales marcados por debajo de la linea discontinua
representan concentraciones de o, MG en esputo inferiores al limite de
deteccion (< 0,01 mg/100 mi).
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Fig. 6. Concentracion de la relacion esputo/suero para la albiimina en
muestras biologicas infectadas (I) y no infectadas (NI). La multiplicacion
por 102 se efectud por conveniencia.
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Fig. 7. Concentraciones de la relacion esputo/suero para a; AT y a,
MG corregidas (divididas) por la eerrespondiente relacion esputo/suero
de la albiimina en ambos grupos de sujetos, infectados (I) y no infectados
(NI). Los valores individuales marcados por debajo de la linea disconti-
nua representan las concentraciones de a, MG en esputo inferiores al
limite de deteccién (< 0,01 mg/100 ml).

relacion a; AT (esputo/suero) corregida para la al-
bumina (esputo/suero) no mostro diferencias sig-
nificativas al comparar ambas poblaciones de suje-
tos (p > 0,05. Por contra, este mismo analisis para
la proteina a; MG evidencié diferencias estadisti-
cas significativas (p < 0,05).

Los valores individuales de a; AT y a; MG en
esputo; a; AT, a; MG y albumina relacion (esputo/
suero) corregidas para la albimina (esputo/suero),
para ambos grupos de pacientes se expresan en las
figuras 4-7.

Al comparar mediante el test Chi cuadrado para
a; AT y a; MG las concentraciones de la relacion
(esputo/suero), existieron diferencias significativas
entre ambas poblaciones de sujetos (p < 0,05). Sin
embargo, cuando esta relacién fue corregida para
la albumina (esputo/suero), no se evidencio signi-
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ficacion estadistica entre las dos distribuciones
(p > 0,05). Estos resultados sugieren un mecanis-
mo preferencial de génesis comin tanto para la a
AT como para la o, MG en ambas poblaciones de
sujetos.

En el analisis de regresion lineal entre ay AT y
a; MG respecto a la albimina para los grupos de
pacientes con/sin infeccién pulmonar, Unicamente
se evidencid correlacion significativa entre a; AT
y albimina para la poblacion con infeccién
(r = 0,43, p < 0,05) (fig. 8).

Andlisis bacteriologicos

Los cultivos bacteriologicos de todas las mues-
tras de esputo sin infeccion fueron negativos. Sin
embargo, resultaron positivos 19 especimenes de
sujetos con infeccion del tracto respiratorio in-
ferior.

Discusion

La teoria proteolitica de la EPD (proteasas-
antiproteasas), predice que el mantenimiento de las
estructuras alveolares del pulmoén humano, depen-
de fundamentalmente de un equilibrio homeostati-
co dinamico entre las proteasas inflamatorias de
origen celular y las antiproteasas que proceden
principalmente del suero y llegan por difusion al
tracto respiratorio inferior. El mantenimiento de
un equilibrio enzimatico intrapulmonar, por la
adecuada disponibilidad de una pantalla antipro-
teasa frente a las proteasas con capacidad degrada-
tiva del tejido conectivo extracelular, trae como re-
sultado la ausencia de actividad elastolitica libre.

El papel antiproteasa de la proteina o; AT a ni-
vel sérico ha sido bien documentado. Su capacidad
inhibitoria de la elastasa funcional (100-200 ug/1),
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Fig. 8. Correlacion lineal entre la concentracion de o, AT (esputo/
suero) y la albimina (esputo/suero) para muestras infectadas. La linea de
regresion y su ecuacién correspondiente son mostradas; (r) es el coeficien-
te de correlacion y (p) la significacion.
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ha sido graduada aproximadamente en un 90 %
para los sujetos normales no fumadores. Esta acti-
vidad enzimatica detectada en el suero en forma de
complejos, decrece de forma rapida en los sujetos
fumadores de cigarrillos.

La funcion biolégica de la a; MG como antipro-
teasa protectora e€s en gran medida desconocida.
No obstante merece sefialar, su gran capacidad de
interaccion-enlace con las proteinasas mediante la
formacion de complejos irreversibles que retienen
actividad enzimatica. Este mecanismo fisiologico
de control enzimatico es mas relevante para con los
sustratos de bajo peso molecular.

La eliminacion de los complejos formados desde
el espacio extracelular pulmonar, esta influenciada
por la concentracidn local de a» MG libre, por la
eficacia funcional de los macréfagos alveolares en
la captacion de complejos (aa MG-proteasas) y por
el promedio de disociacion de éstos. Por otra parte
ha merecido creciente interés el papel que desem-
pefia esta proteina en relacion con la elastasa pmn,
tropoelastina, colagenasa, precursores de la elasti-
na, etc.846

Aunque la proteina a; AT ha sido considerada
como antielastasa principal por estudios de LBA
en sujetos normales, sus funciones intimas a nivel
alveolar no han sido definitivamente establecidas.
Se sabe no obstante de su capacidad de neutraliza-
cion y clearance de proteinasas en los estados infla-
matorios pulmonares. Ademas, tiene personalidad
propia en la prevencion de los procesos autodiges-
tivos tisulares y en las reacciones locales de los sis-
temas de coagulacion. Asi en los pacientes con
EPOC, han sido analizados algunos de los meca-
nismos bioldgicos por los cuales a; AT protege las
estructuras alveolares, primando el factor de for-
macion de complejos estables con capacidad inhi-
bitoria de actividad enzimatica.

Las proteinas inhibidoras son encontradas de
forma regular en las secreciones traqueobronquia-
les?’. Aunque las funciones bioldgicas a este nivel
no son bien conocidas, se ha sugerido que la capa-
cidad de formacion de estructuras complejas es-
tables seria elevada exclusivamente en los esputos
sin infeccidon, en los cuales quedaria establecida
una dinamica enzimatica compensada. En los
fluidos bronquiales con infeccion, ademas de la
presencia de concentraciones elevadas de elastasa
leucocitaria, existen alteraciones en la estructura
bioquimica de la a; AT que la incapacitan para la
formacion de complejos, existiendo en consecuen-
cia actividad elastolitica libre. Se ha demostrado
que en presencia de infecciéon pulmonar, existe ac-
tividad libre enzimatica en mas de un 70 % de los
especimenes bronquiales, denotando, tanto un
agotamiento del sistema inhibidor a; AT por exce-
sivo enzima libre procedente de los leucocitos pmn
y macrofagos alveolares, como un comportamien-
to bioquimico deficiente (movilidad electroforética
alterada) que incapacita a la molécula para formar
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complejos enzimaticamente activos, que neutrali-
cen los procesos de autodigestion tisular. Sia la in-
feccion del tracto respiratorio acompaiia el factor
de consumo de tabaco, lo cual incrementa la libe-
racion de enzimas por «sensibilizacidon» del macro-
fago alveolar, el estado de disbalance enzimatico es
mas marcado®,

En nuestros dias, se atribuye importancia cre-
ciente al papel que puedan desempefar en el
equilibrio enzimatico pulmonar otros enzimas
como la colagenasa procedente de los granulocitos,
la catepsina D originada en los macréofagos al-
veolares y otras proteasas (bacterianas, etc.)*®. En
presencia de infeccion pulmonar, es posible que es-
tas proteasas puedan contribuir a limitar la fun-
cion antielastasa leucocitaria de la a; AT mediante
un mecanismo de competicion enzimatica.

Un cambio en la estructura bioquimica de a
AT, ha podido ser demostrado «in vivo» por trans-
ferencia enzimatica desde esta proteina a a; MG.
Por ello, y dado el espectro inhibidor de e, 2 MG y
su capacidad de formacion de complejos estables y
clearance?, el balance final de esta transformacion.
seria favorable una vez completada la secuencia
enzimatica.

La secrecion bronquial contiene un potente inhi-
bidor de bajo peso molecular que ha sido descrito
recientemente por Hochstrasse et al*®. Se trata de
una proteina acido estable, con un peso molecular
de 10.500 dalton y con un origen preciso a nivel de
las membranas mucosas del tracto respiratorio su-
perior, principalmente en las glandulas serosas
submucosas. Se ha revelado en el fluido traqueo-
bronquial de los sujetos normales, como el mas po-
tente inhibidor de la elastasa y de las proteinas
catiénicas de los granulocitos (quimotripsina-
like, etc.), en una relacion molar 1/1%¥4', Sin em-
bargo, mientras que en los fluidos normales del
LBA su capacidad inhibitoria molar es de aproxi-
madamente un 90 % contra las proteasas granu-
lociticas, en lavados bronquiales de procesos infec-
ciosos y en esputos de pacientes con bronquitis pu-
rulenta no ha podido ser identificado. En plasma
de individuos normales, han podido ser detectados
indicios de este inhibidor del moco (aproximada-
mente 100 ug/1) procedente del tracto respiratorio
superior.

Actuales investigaciones, han puesto de mani-
fiesto la existencia de produccion local respiratoria
de la proteina alpha 1 antiquimotripsina (a; ACh)
en sujetos con infecciones agudas pulmonares,
existiendo una concentracion preferente a nivel de
la secrecion bronquial®’. Este hecho sugiere que en
los procesos inflamatorios pulmonares la @; ACh
en complemento con la a; MG podrian desempefiar
un papel relevante en los mecanismos de neutrali-
zacion de enzimas libres®.

Las bajas tasas de a; AT obtenidas en el fluido
traqueobronquial, ponen de manifiesto que a pesar
de la capacidad funcional de la proteina, ésta no
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desempefia una funcion inhibidora relevante a ese
nivel. Cuando los especimenes bronquiales se en-
cuentran infectados, la concentracion de a; AT
aumenta por incremento de la trasudacién. Por
otra parte, en el grupo de sujetos con infeccion
pulmonar, es significativa una reduccion de los ni-
veles plasmaticos de a; MG en comparacion con el
grupo sin infeccion. Esta circunstancia que ha sido
referida por Burnett et al*®, en contra de trabajos
previos de Barnett et al’®, sugiere que sea la propia
infeccion respiratoria la causa de la reduccion en
las concentraciones séricas de la proteina, verosi-
milmente como resultado de la formacion de com-
plejos estables de az MG con endopeptidasas de
origen lisosémico o bacteriano. No obstante, es
también probable que una reduccién de la capaci-
dad de sintesis de esta proteina esté implicada en
este comportamiento.

La relacion esputo/suero aumentada para a; AT
y a; MG en los pacientes con infecciéon pulmonar,
confirma el importante grado de difusion proteica
que ocurre en estas circunstancias desde el suero a
la secrecion bronquial.

La albumina llega al fluido bronquial desde la
sangre por difusion pasiva dependiendo exclusiva-
mente de su concentracion sérica y del grado de
inflamacion de la pared bronquial*’. Por este moti-
vo, ha sido comunmente utilizada como parametro
de referencia para poder catalogar las proteinas sé-
ricas y las de produccion local pulmonar. En efec-
to, cuando la relacion esputo/suero de oy AT es
corregida para la albimina (esputo/suero), las di-
ferencias al comparar las medias y distribuciones
entre las poblaciones de sujetos infectados y no in-
fectados quedan eliminadas, confirmando un me-
canismo de génesis comun para ambos grupos.
Mas aln, la buena correlacidon existente entre
a; AT y albumina en presencia de infeccidon pulmo-
nar, apoya el origen positivamente sérico de esta
proteina. Por otra parte se ha sugerido que los ele-
vados niveles de o, MG en la secrecién bronquial,
pudieran ser debidos fundamentalmente al aumen-
to en la difusion proteica durante las infecciones
del tracto respiratorio, junto a un bajo porcentaje
de sintesis local cuya fuente principal serian los
macrofagos alveolares. Cuando la relacion esputo/
suero de @, MG es corregida para la albimina
(esputo/suero), las diferencias al comparar las
distribuciones de ambas poblaciones quedan elimi-
nadas, persistiendo unicamente diferencias signifi-
cativas al comparar las medias de ambos grupos.
Estos resultados, similares a los referidos reciente-
mente por Burnett et al*®, son indicativos de que la
difusién pasiva desde el plasma a la secrecidon
bronquial es el mecanismo dominante, mientras
que la produccion local, quizas estimulada de for-
ma inespecifica por componentes bacterianos,
contribuiria con un bajo porcentaje en presencia
de infeccidon pulmonar. Dadas las bajas concentra-
ciones de oz MG en esputo no infectado, es pro-
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bable que la funcidn protectora del conectivo pul-
monar que desempeifia en estas circunstancias, de-
penda en su mayor parte de la fraccion de sintesis
local. :

La gran variabilidad observada en las tasas de
a; MG para esputos con y sin infeccion, sugiere la
probabilidad de que algunos sujetos bien en condi-
ciones normales o en determinados estados patolé-
gicos pulmonares, tuvieran una deficiente produc-
cion de esta proteina a nivel local, siendo este gru-
po de sujetos los que al presentar un mantenido
disbalance proteasa-inhibidores con actividad enzi-
matica libre, encontrarian un mayor riesgo para
desarrollar EPD, maxime en presencia de habito
del tabaco.

Los inhibidores derivados del plasma en las
secreciones no purulentas representan solo un
10 % de la capacidad inhibidora elastasa, siendo
muy probable que el 90 % restante sea dependiente
del inhibidor local de bajo peso molecular. Sin em-
bargo y en ausencia de déficit genético de a; AT, el
balance proteasas-inhibidores se altera en presen-
cia de infeccion pulmonar por: /) excesiva libera-
cion enzimatica, 2) pérdida de capacidad funcional
de a; AT, y 3) ausencia de «inhibidor de moco
bronquial». Esta situacidén de desequilibrio entre
fuerzas enzimaticas, ha sido objetivada en los
fluidos bronquiales de pacientes con EPOC e in-
feccion intercurrente, determinando en tales cir-
cunstancias una mayor responsabilidad de las
proteinas a; MG y a; ACh en el control de la activi-
dad enzimatica libre*. Sin embargo, la existencia
de un permanente disbalance enzimatico, condi-
ciona un estado de alto riesgo tanto para la integri-
dad del tejido matriz pulmonar como para la fun-
cion ciliar. Bajo esta secuencia biologica, la teoria
del equilibrio proteasas neutras-inhibidores ad-
quiere su fundamento en la interpretacion patogeé-
nica de la EPD.
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