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T.1.ASMA BRONQUIAIL; DEFINICIONES.

La definicidén de asma surgida del Symposium Ciba de 1959', no
diferia mucho de la descripcion hecha por Floyver en el siglo XVII
, que especificaba los rasgos caracteristicos del asma, mds en
términos cualitativos que cuantitativeos. En esta definicién se
aludia al "estado de las persconas con estrechamiento difuso de
las vias aéreas bronguiales, cuya intensidad varia durante cortos
periodos de tiempo, bien espontaneamente o bajo tratamiento, y
no se debe a enfermedad cardiovascular",

Con posterioridad (1963), la American Thoracic Society (ATS)?
intradujo una condicién adicional gque establecia como
caracteristica del asma una "reactividad aumentada de las vias
aéreas".

En el siguiente Symposium Ciba de 1971°, se recomendaba una
amplia descripcidén de los pacientes siempre que se dieran
informes de estudios, como reflejo de la incapacidad para llegar
a una definicidén operativa de asma.

Asi pues, ninguna de estas definiciones satisfacian plenamente
las necesidades de los clinicos e investigadores de identificar
y delimitar como asmdticos © no a los distintos grupos de
pacientes con cobstruccién de las vias aéreas.

Las condiciones de obstruccién de las vias aéreas vy
reversibilidad de la misma, establecidas en 1las anteriores
definiciones como principios para incluir a un paciente en uno
u otro grupo, se muestran claramente insuficientes al
enfrentarlos con el diagndstico establecido sobre bases clinicas.
Asi, es conocide como algunos pacientes etiquetados de

"asmaticos" presentan poca reversibilidad de la obstruccidén de



las vias aéreas (en particular los gque presentan asma "crénico"™
o en estadios mds graves de su evolucidn) y, por el contrario,
pacientes etigquetados de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), presentan durante las fases de reagudizacidén de su
patologia hiperreactividad bronquial Y no desdenable
reversibilidad en esa obstruccidn.

Independientemente de la hipdtesis formulada por Orie y cols*?®
(denominada hipdtesis holandesa), gue indica que el asma y la
obstruccidn crénica de las vias aéreas son dos aspectos del mismo
proceso bdasico, Yy que 1los pacientes participan de una
constitucién alérgica comin y tienen hiperreactividad bronquial,
los hechos formulados anteriormente podrian ser contradictorios
seqgun las definiciones expuestas por la ATS y Ciba.

Asi pues, parecia que para el diagndstico de asma eran necesarios
varios factores: en algunos pacientes la aparicidn de episodios
cortos de obstruccidén grave, pero reversibles, de las vias
respiratorias, a menudo asociada a desencadenantes alérgicos
conocidos; en otros, con sintomas mds crénicos, la inesperada
respuesta a fArmacos como los corticosteroides o el cromoglicato,
lo cual inferia un componente "asmdtico". En este sentido, hasta
hace poco tiempo, la respuesta clinica a estos fdarmacos ha sido
la evidencia mas importante de que en el asma subyacen fendmenos
inflamatoriocs especificos brongquiales.

Al incrementar nuestros conocimientos sobre esta patoclogia se han
ido erigiendo modelos mas complejos, en los que destacan dos
aspectos esenciales: 1la hiperreactividad bronquial y la
inflamacién de las vias aéreas®.

El uso de técnicas complementarias para el estudic de las



enfermedades respiratorias (como la fibrobroncoscopia (FB)}, ccon
el analisis de muestras de blopsias brongquiales y. liquidos de
lavado bronccalveolar (BAL)), ha puesto de manifiesto no sélo la
existencia de la inflamacidén, sino gque ha permitidc la
investigacidn directa de los componentes celulares implicados y
sus interrelaciones.

Por otro lado, al ser sistematizada la medicidn de la reactividad
brongquial a histamina o metacolina, se ha podido cuantificar y
establecer comparaciones entre individucs, situaciones clinicas
y respuestas al tratamiento.

Teniendo en cuenta los miltiples estudios efectuados que indican
la importancia de la inflamacidén en la patogénesis del asma, se
definié en el ultimo Consenso Internacional sobre el diagndstico
y tratamiento del asma’ a ésta como "enfermedad inflamatoria
crénica de las vias aéreas en la que intervienen multiples
células, incluyendo mastocitos y eosinéfilos. En individuos
susceptibles esta inflamacién causa sintomas, gue estdn
usualmente asociades con obstruccién difusa, pero variable, de
las vias aéreas, frecuentemente reversible de forma espontdnea
o con tratamiento, y proveoca aumento de la respuesta de las vias
aéreas a variados estimulos".

Sin embargo, y aun cuando se consideren hoy en dia de importancia
crucial los fendmenos inflamatorios, ello no es débice para que
existan otra serie de mecanismos implicados y conectados, con el
hecho de la inflamacidén, como son la respuesta contrdctil de la
musculatura lisa de la via aérea®?®?°, los factores neurogénicos*'-
* o la importancia de los candles idénicos calcio-dependientes?®c,

Sodio-Potasio'’, ect.



I.2. RESPUESTA ASMATICA PREC0OZ (RAP) y RESPUESTA ASMATICA TARDIA
(RAT).

La respuesta asmatica precoz (RAP), comienza a los pocos minutos
(10-20) de la exposicidén o estimulacidén antigénica y se
caracteriza por la obstruccidén de las vias respiratorias, due
suele resolverse de forma espontdnea a los 60-90 minutos, o tras
la inhalacidén de agonistas B2. Es similar a la reaccidn de habdn
y eritema descrita en la piel para los tests cuténeocs'. En la
RAP, ademds de broncoespasmo, hay aumento de la permeabilidad
vascular, vasodilatacidn y edema de la pared bronguial?*®-*°,

En los estudios realizados en biopsias bronguiales y BAL de
asmdaticos, se implica de forma muy directa al mastocito y sus
productos como los principales responsables de esta fase. El
basé6filo parece quedar excluido, ya que, el albuterol y el
cromoglicato sdédico, conocidos inhibidores tanto de la funcidn
mastocitaria como de la RAP, no actian sobre los basdfilos®:22,
El proceso que inicia la cascada de acontecimientos que tienen
lugar en la RAP seria el siguiente: tras un primer contacto con
el antigeno, el individuo atdpico reacciona produciendo IgE. Esta
inmunoglobulina a través de su fragmento Fc se une a los
receptores de alta afinidad (FcZRI) localizados en las membranas
celulares de mastocitos y basdéfilos, y a los de baja afinidad
(FcZRII), situados en las membranas de macrdéfagos, monocitos,
eosinéfilos, plaquetas y linfocitos B**7*’. El1 sujeto queda asi
sensiblizado para un segundo encuentro con el alergeno, en el gue
se forma un enlace cruzado con los compeonentes Fab de las
moléculas IgE adyacentes en la superficie del mastocito. La

subsiguiente aproximacién de los respectivos receptores con el



Fc de la IgE, estimula una serie de procesos de membrana y
citoplasmaticos que culmina con la liberacién de mediadcres
preformados y la produccion y liberacién de productos de nueva
sintesis?®,

Asi, la c¢eélula mastocitaria se activa vy comienza la
degranulacioén de forma inmediata tras el nuevo contactc con el
antigeno, liberando los mediadores preformados y otros de nueva

sintesis que posteriormente evaluaremos mds extensamente.

La respuesta asmdtica tardia (RAT) comienza alrededor de las 3
6 4 horas de la exposicioén al antigeno, alcanza su mdxima
expresién a las 4 u 8 horas, persistiendo durante al menos 12
horas*®?°, Clinicamente se manifiesta por la aparicidén de un nuevo
broncoespasno mds persistente y que sdélo cede parcialmente con
agonistas R2. Esta fase puede ser abolida con esteroides vy
cromoglicato sédico, si son inhalados previamente al contacto con
el antigeno®®., Las células que participan de forma mds destacada
en esta fase son el eosindéfilo y el linfocito, aungque también
intervienen otras c¢élulas c¢omo los neutrdfilos y células
plasmaticas®®.

Posteriormente evaluaremos de forma detallada cada unc de los

mediadores implicados en esta fase y sus acciones concretas.



I.3. INFLAMACION. DEFINTCTION. ASPECTOS GENERALES.

La inflamacién puede definirse, de una forma elemental, como una
forma de respuesta del tejido vascularizado a cualguier tipo de
agresidén, que sirve para tresolver y reparar (o al mencs 1o
intenta), el efecto del dano.

Aungue esta definicion pueda parecer simple, lleva implicita la
participaciodn de gran cantidad de factores iniciadores, miltiples
células y mediadores liberados por ellas, con interrelaciones
complejas y variadas, que en muchos casos se escapan a la propia
investigacién médica.

Asi, como factores generales que inician la inflamacidén y que
lesionan a la célula, podemos incluir: agentes infecciosos

(bacterias, virus y parasitos), fisicos (quemaduras, radiaciones
y traumatismos), guimicos (medicamentos, toxinas y agentes
industriales), lesiones isquémicas de los tejidos y reacciones
inmunoldégicas de alergia y autoinmunidad.

Las caracteristicas histopatoldégicas generales de la inflamacidn
incluyen: alteraciones del flujo sanguineo vascular y del calibre
de los pequenos vasos sanguinecs, seguidos de alteraciones de la
permeabilidad vascular, y una serie de mnodificaciones gue
implican a los leucocitos.

La inflamacién aguda es de corta duracién y se caracteriza por
exudacidén de liquido con proteinas de plasma (edema) y migracidn
leucocitaria, fundamentalmente de granulocitos. La inflamacién
cronica es de larga duracidn, generalmente con mnigracién
granulocitica, pero también con densa infiltracién de linfocitos
y monocitos/macréfagos, a la vez gque hay proliferacidén de vasos

sanguineos y tejido conective. Tanto la inflamacidén aguda como



la crdénica van asocladas, en ciertc grado, al depdsito de fibrina
con adherencia plaguetaria y liberacidn de sus productces.

Los basd6filos son también células inflamatorias importantes en
determinadas formas de hipersensibilidad de tipo retardado,
encontrandose, asimismo, en las vias respiratorias altas de
pacientes con rinitis alérgica. Sin embarge, no existen
evidencias concluyentes de su participacién en procesos
patoldgicos pulmonares.

Asi pues, las células gque migran desde los vasos sanguineos e
identificadas en la inflamacidén de las vias aéreas comprenden
neutrofilos, eosinédfilos, linfocitos y monocitos. Las plaquetas
pueden contribuir a la reaccién, pero sigue en controversia hasta
qué punto pueden emigrar de forma activa desde la sangre. Algunas
células presentes en los tejidos, como los mastocitos y las
células epiteliales, probablemente también participen, asi como
los fibroblastos ¢que intervienen en los procesos reparativos
inherentes a toda inflamacidén mantenida.

Por dltimo, la inflamacidén de las superficies mucosas tiene dos
caracteristicas adicionales destacables: descamacidn o denudacién
de la superficie epitelial de las vias aéreas e hipersecreciodn

de moco®*°.



T.4. INFLAMACTION Y RESPUESTA ALERGICA.

Enfermedades atodpicas como la rinitis alérgica, el asma y la
dermatitis atdpica constituyen trastornos inflamétorios créniccs
que se caracterizan por presentar en su evolucidn reagudizaciones
y remisiones, y asociarse con la exposicidn alergénica.

La idea tradicional ha sido que, tras la activacidon de los
mastocitos, se produce la liberacién de una serie de sustancias
preformadas y rapidamente sintetizadas, que median en la
aparicién inmediata de la vasodilatacidén, 1la extravasacién
vascular, la contraccién del misculo liso y la estimulacidn de
los receptores nerviosos irritantes. Sin embargo, estos
mediadores se degradan rapidamente, y se cree que no estédn
asociados a un componente inflamatorio c¢rénico mantenido
significativo (caracteristica esencial de estas patologias).

En los dltimos afnos se ha establecido que la interaccidn del
alergenc con el sistema inmune es, de hecho, mucho mds compleia.
Ademés de la activacién de los mastocitos, el alergeno puede
interaccionar con los 1linfocitos T y el sistema mononuclear
fagocitario y activarlos, dando lugar a la secrecién de
citoquinas y otras sustancias inflamatorias. Ademds, la
interaccién del alergeno con los mastocitos puede ser mucho mas
compleija, con la posibilidad de estimular la liberacién tardia
de citoguinas sintetizadas "de novo". Esta interaccién puede
provocar también 1la liberacidén secundaria de neuropéptidos
inflamatoriocs.

Por este motivo, el espectro conocido de mediadores liberados
tras la exposicién al alergeno =e ha ampliado de forma muy

notable en los uUltimos afios. Estos incluyen numerosos péptidos



gquimiotdcticos y de activacidn, algunos de ellos todavia no bien
caracterizados, como los eicosanoides y el factor activador
plaquetario; varias proteasas, neuropéptidos y, de forma
destacada, las citoquinas. Estos mediadores reclutan y activan
neutrofilos, monocitos, baséfilos y eosinéfilos, atraen a otros
linfocitos y células fagocitarias monconucleares e inducen la
proliferacién de mastocitos y su posterior degranulacién, en un
circulo vicioso que da lugar a una mayor inflamacidén vy
destruccidn tisular. Por este motiveo la interaccidén del alergenc
con el sistema inmunitario se convierte en una cascada compleja
de reacciones capaces de producir los cambics inflamatorios

cronicos caracteristicos de los trastornos alérgicos?®'.
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I.5. INFLAMACION DE TIA VIA AEREA EN OTRAS ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS.

La inflamacidén bronquigl no es caracteristica exclusiva de la
enfermedad asmdtica. Existen otras patologias respiratorias,
donde es también un hecho importante. Asi, en estudios de
biopsias bronguiales en pacientes con EPOC se ha podido constatar
que la inflamacidn crédnica de la pared de la via aérea es una
caracteristica destacable®?; en pacientes con Fibrosis Quistica
(FQ), las vias aéreas estan también crdnicamente inflamadas pero,
al contrario que en el asma y EPOC, las células inflamatorias en
la FQ estdn presentes sobre todo en la luz de la via aérea, mas
gque en la pared o el epitelio de la misma®:.

Asi  pues, aunque el fenémeno inflamatorio puede  ser
caracteristica comin de diversas patoclogias respiratorias, es
igualmente posible establecer caracteres distintivos en las
diferentes entidades en que estd presente. Se han podido
demostrar, asi, diferencias tanto en los perfiles celulares, como
en la localizacidn de estas células participantes en la reaccidén
inflamatoria.

En este sentido, de forma general, se puede indicar gue en el
asma parecen predominar los eosindéfilos,linfocitos y mastocitos,
mientras gque en la EPOC y FQ son mnds importantes 1los
polimorfonucleares neutréfilos (PMN). Estas diferencias pueden
estar en relacidn con la incidencia y caracteristicas de 1la

Hiperreactividad bronguial de estas enfermedades?®*.

11



I.6. LA INFLAMACION EN EI. ASMA.

I1.6.1.EVIDENCIAS ANATOMOPATOLOGICAS.

Desde hace anos se han descrito los cambios que se producian en
los teijidos de pacientes fallecidos en status asmdaticos. E1
advenimiento de la fibrobroncoscopia y su utilizacidn de forma
generalizada con escasa morbilidad, hizo posible el estudio de
biopsias bronquiales de pacientes con distinta severidad clinica
de asma. El avance en la interpretacion y evaluacidn de muestras
de lavado broncoalveolar (BAL) nos permitié el andlisis de las
células y los mediadores que posiblemente estén implicados en la

inflamacidn.

I.6.1.1.Estudios de necropsias.

En las muertes por asma hay algunas caracteristicas
anatomopatoldégicas clasicas gque parecen ser tipicas y que
incluyen: intensa infiltracidn de eosindéfilos y depdsito de
productos de los eosinéfilos en y alrededor del epitelio
bronguial®**., Es comin también la existencia de un gran numero de
linfocitos y macréfagos vy, habitualmente, se encuentran
neutréfilos. Hay marcada hiperemia y dilatacién de los vasos
sanguineos, asi como considerable hipersecrecidén de moco con
tapones mucosos en las pequeflas vias. Junto a éstc se encuentra
engrosamiento de la membrana basal e hiperplasia de células
caliciformes. En estas descripciones patoldégicas es manifiesta
la hiperplasia del misculo liso?®®:3,

En un estudio mds reciente, Kleinerman y Adelson®’, examinaron 39
necropsias de casos registrados como asma bronguial. Se

seleccioné un nimero similar de muertes, como casos-control, gue
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sucediercon durante el mismo periodo, apareados por edad, sexo vy
raza. Los analisis finales indicaron que los c¢riterios mas
utiles, desde el punto de vista histoldégico, para el diagnédstico
de asma eran: la infiltracién de las paredes bronquiales por
eosinofilos, la hipertrofia muscular bronquial y brongquiolar y
el engrosamiento de la membrana basal, que aparecieron
significativamente mds a menudo en los asmdaticos que en 1los
controles.

En distintos estudios necrdpsicos se muestra como denominador
comin el hallazgo de eosinéfilos en la submucosa bronquial de
pacientes fallecidos por ataques asmaticos®**™*, aunque este

hallazgo no es constante en otros***,

I.6.1.2.Biopsias bronquiales.

En estudios de biopsias bronguiales obtenidas por FB se han
descrito diferencias entre los casos clinicos de asma leve o
grave. Laitinen y cols*, describieron (en muestras de vias
aéreas de pacientes asmdticos con hiperreactividad bronguial),
la destruccidén del epitelio bronguial, el edema de la mucosa y
una poblacidén celular inflamatoria. En otro estudio* se
examinarcn las biopsias brongquiales de 10 pacientes con asma leve
o grave, estabilizados clinicanmente en el momento de la biopsia
.Utilizaron como controles fumadores inveterados, incluyendo
algunos con sintomas compatibles con brongquitis crénica, vy
pacientes con sindrome de hiperventilacidn.

En estos controles la mucosa de la via aérea tenia una apariencia
firme; el epitelio se veia "apretado" y las células ciliadas y

caliciformes estaban firmemente adosadas entre si por uniones
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intimas contiguas a la luz de la via aérea. Se apoyaban sobre la
membrana basal, paralelamente a las células basales. En la
mayoria de las muestras el epitelic tenia una'estructura normzal
con células ciliadas, caliciformes y basales. El nuimerc de otras
células en el epitelio y la ldmina propia era escaso.

En los asmdticos el cuadro histoldgico era muy diferente y fue
imposible encontrar un &drea de epitelio bronguial totalmente
normal. De forma frecuente se apreciaban vias aéreas donde sélo
las células basales estaban apoyadas sobre la membrana basal. En
la mayor parte de los casos se vela epitelio, pero de apariencia
"fragil". En dreas menos danadas, en los espacios intercelulares
y en la base del epitelio, se habia acumulado un material
homogéneo, probablemente liquido edematoso. En casos extremos,
este material parecia separar las columnas de células epiteliales
de la membrana basal y de las células basales. Esta impresidn,
de células "empujadas™ hacia fuera de la membrana basal, se veia
a menudo adyacente a los focos de destruccién epitelial, donde
sdlo las células basales estaban presentes, o la membrana basal
estaba denudada.

El aspecto frdgil del epitelio asmatico aparece, en parte, como
consecuencia de las alteraciones en las células. Las células
ciliadas, especialmente, parecen estar hinchadas, vacuolizadas
y a menudo muestran pérdida de cilios. La membrana basal estéd
generalmente, perc no siempre, engrosada y el epitelio y 1la
lamina propia muestran acimulos de distintas células
inflamatorias.

Los asmaticos presentaban grandes variaciones individuales en el

nimero de mastocitos, ecsindfilos y neutréfilos intraepiteliales,
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pero también habia algunas caracteristicas comunes: todos tenian
un cierto grado de lesidn epitelial, con mastocitos en el
epitelic que, en todos 1os cascs, estaban degranuiados
generalmente de manera intensa.

En estudios méds recientes de biopsias de asmaticos se ha
apreciado el incremento de 1la cantidad de macrdéfages,
linfocitos®**'*” (sobre todo células tipo Th2**, que como después
veremos expresan ARNm para las interleucinas IL3,4,5 y factor
estimulante de las colonicas de granulocitos macréfagos GM-CSF)
y mastocitos*®, asi como de eosindéfilos, que difieren en numero
segun la distinta severidad del asma evaluada. En este sentido,
se han observado eosinéfilos en el asma leve Yy noderada gue
aumentan en numero notablemente durante las reagudizaciones
sintomdticas. Sin embargo, en pacientes con asma de gran duracidn
o gravedad establecida mayor, la presencia de estas células, de
forma curiosa, es menos marcada, pudiendo estar reemplazadas por
los neutréfilos. Se ha indicado, pues, que el asma crdnica con
alteraciones de la funcidén pulmonar puede asociarse con la
afluencia de neutroéfilos®™.

Recientemente el grupc de Bousquet®, encuentra correlacién
positiva entre el nuimerc de eosinéfilos presentes en el epitelio
bronguial y la severidad clinica del asma, aungue en su estudio
no se evaluan pacientes con el grado maximo de severidad (grado
5 seguin los niveles de Aas®). En este mismo trabajo se demuestra
la existencia de un numero incrementado de eosindéfilos en la
submucosa bronquial.

Por ultime hay gque subrayar (como indica el propio Bousquet en

un trabajo posterior®’) que el analisis de biopsias bronquiales
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extraidas mediante FB, no parece el metodo mds adecuado para
establecer la nmagnitud de la inflamacidén en el asma, por la
propia heterogenidad de las lesiones en esta patologia, la
alteracion de las muestras que se produce por la propia técnica

en si, ect.

I.6.1.3. Estudios en Lavado Broncoalveolar (BAL).

Indicado 1lo anterior, parecen mds adecuadas las muestras
obtenidas por BAL para la investigacidén de la inflamacidn en el
asma y su cuantificacidn.

La existencia de células inflamatorias en liquidc de BAL obtenido
de asmaticos se ha descrito en muiltiples estudios. De entre
ellas, se ha demostrado que los eosindfilos aparecen en la mayor
parte de los asmaticos®*-®°.

Wardlaw y cols® encontraron gue en pacientes con asma atdpica
leve, el porcentaje de mastocitos aumentaba de 5 a 6 veces sobre
los valores control. En este nmismo trabajo se demostrd que la
media de los recuentos de eosinéfilos en un grupo de asmdticos
paucisintomaticos, con hiperreactividad de las vias aéreas, era
significativamente mds elevada que la de un grupo de asmaticos
no sintomdticos, de otro grupo de pacientes con fiebre del heno
y de un dltimo constituido por voluntarios sanos (aungue hay que
destacar que la causa de estas diferencias eran 2 6 3 asmaticos
sintomaticos).

Kelly y cols® comunicaron el incremento de la cantidad de
eosindéfilos vy linfocitos en BAL de pacientes con asma estable,
comparados con los controles. El ndimero de macréfagos estaba

aumentado sélamente en los fumadores, perc no habia diferencias
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entre los pacientes y los controles.

Ctros grupos han indicado la existencia de un aumento en el
nimero de mastocitos, y de la cantidad de histamina, en el BAL
de asmaticos crodnicos estables, lo que podria ser un indicador
de la activacidén progresiva de los mismos®™®.

En un estudio de Adelroth y c¢o0ls® se indican, asimisno,
diferencias significativas en el numero de eosindfilos y células
epiteliales en BAL en relacidn con un grupo control de sanos vy,
en otro trabajo del grupo de Bousquet®®, se describe (al conparar
liguidos de BAL de asmaticos y normales), mayor cantidad de
neutréfilos, linfocitos, células epiteliales y eosindfilos en los
asmaticos y mayor numerc de macréfagos en los normales.

Sin embargo, las diferencias mayores {significativas
estadisticamente) se dieron en el caso del incremento de los
eosinofilos en asmaticos. Este mismo autor encuentra una
correlacion significativa entre los niveles de eosindfilos en BAL
y la severidad clinica del asma®.

Pero, no sdlo se han estudiado en BAL los diferentes tipos vy
cantidad de células presentes en la via aérea; el estudio més
reciente de los distintos mediadores de la inflamacién, liberados
por ellas, ha aportado informacidn importante en la investigacidn
de 1las circunstancias gque intervienen en la iniciacidén vy
mantenimiento de la inflamacién en el asma, asi como en la
responsabilidad de las lesiones histolégicas ya conentadas.
Cabe destacar, en este sentido, los miltiples estudios realizados
en BAL, sobre todo de los niveles de proteina basica mayor (PBM)
y de proteina catidnica del eosindfilo (ECP), que revisaremos con

posterioridad.
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I.6.2.CELULAS PARTICIPANTES.

Las células participantes en la inflamacion son variadas. En este
capitulo haremos una revision, que ha de ser necesariamente
somera, de cada una de las células implicadas, centrandonos sobre
todo en su posible participacién concreta en la inflamacidn
asmdtica y en sus inférrelaciones. Al final, en capitulo aparte,
revisaremos de forma mds detallada la estructura y mediadores
liberados por el eosindfilo, su importancia en la inflamacidn y

la respuesta al tratamiento esteroideo.

I1.6.2.1 Mastocitos y Basdéfilos.

En el hombre los mastocitos se localizan en la luz de las vias
aéreas (de donde pueden obtenerse por BAL), en el epitelio
bronguial, en la submucosa, y también en el parénquima pulmonar.
Los baséfilos no han sido indentificados en la enfermedad
bronquial o en cualguier situacidn asociada con hiperreactividad,
aunque probablemente estén presentes, como lo estdn en la mayoria
de S6rganos. Los dates actuales sugieren gue la reaccidn asmdtica
precoz estd mediada por los mastocitos predominantemente®®. A los
poces minutos de la agresidn antigénica en personas atdpicas se
ha demostrado elevacidn de la histamina en plasma y en BAL®%/5%-52,
En las siguientes horas se observé una secrecidén urinaria
aumentada de N-metilhistamina, un catabolito principal®*. Aasi
pues, la respuesta inmediata a alergenos inhalados en sujetos
atépicos, comoc se indicéd, es rdpida en su comienzo y fdacilmente
reversible por agonistas B2 adrenérgicos inhalados y por el
cromoglicato sédico®. Los corticoides administrados durante

alguin tiempo, también atendan la reaccién inmediata, posiblemente
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por depleccidén de mastocitos de la mucosa®. Ademas de la
histamina, los mastocitos pulmonares humanos también elaboran

leucotriencs, prostaglandinés, factor agregante plagquetario

(PAF), varios péptidos quimiotdcticos, enzimas proteoliticas
(triptasa) y ©proteoglicanos, muchos de ellos de papel
fisiopatolégico en estudio actual. Ademds, la activacidn
mastocitaria, COomno mecanismo patogenético de la

broncoconstriccién inmediata, no se limita a la exposicion al
alergeno, existiendo evidencias de que también puede participar
en el asma inducida por el ejercicic, por aire frio y por
hiperventilacidn®®,

Por otro lado, se ha especulado sobre el papel que podrian
ejercer los mastocitos en las reacciones de fase tardia y en la
evolucidn continua del asma crdénico. A finales de los anos 70 se
demostrdé que el F(ab’)2 anti-IgE, cuando se inyectaba en la piel
producia una reaccidn retardada, gque tenia muchas de las
caracteristicas histopatoldgicas de una reaccidén igual inducida
por alergenos. Por ello se planteé la hipdtesis de gue 1los
mastocitos eran importantes en las reacciones tardias y que los
factores quimiotdcticos derivados de los mastocitos explicaban
la subsiguiente infiltracién de eosindéfilos, neutréfilos vy
baséfilos. Sin embargo, en la actualidad se han acunmulado
evidencias de que la reaccion de fase tardia estd asociada con
la presencia de eosinéfilos®s*” y linfocitos sobre todo®®, aungque
existan otros trabajos que sigan implicando a la célula
mastocitaria. En este sentido, Crimi y cols®®, tras realizar a
pacientes asmdticos una prueba de provocacién alergénica,

encuentra, a las 24 horas de la mnisma, un nimero elevado de
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mastocitos en la mucosa bronguial de 1los pacientes que
desarrollaron una respuesta tardia, en relacidén a los gque no.

En conclusion, si bien es posible gque la célula mastocitaria haya
perdido parte de su anterior cldsica posicidn de primacia en el
asma, no es menos cierto que su intervencién en la fisiopatologia
del asma sigue siendo considerada notable, sobre todo en el asma
inducida por ejercicic y antigeno’™. Sin embargo es, cuanto
menos, discutible que los mastocitos intervengan en la reaccion
de fase tardia, existiendo aun poca certidumbre en favor o en
contra de que estas ceélulas tengan una accidén esencial en la

evolucidén continua del asma crénico.

I.6.2.2. Monocitos y macréfagos (fagocitos mononucleares).

La mayor parte de las células recogidas en el BAL, tanto en
pacientes asmdticos como en personas normales, son macréfagos.
Estas células contienen receptores funcionales IgE(FceR2)?3-2¢,
siendo el nimero de las que contienen IgE sustancialmente mayor
en los asmdticos atdpicos que en los controles normales’™. Los
macréfagos pueden producir una amplia gama de mediadores
lipidicos gue incluyen eicosanoides (por 1las vias lipo vy
ciclooxigenasa), asi como  PAF. También los fagocitos
mononucleares fabrican y segregan gran variedad de proteinas y
péptidos provistos de actividades bioclégicas, gque pueden
contribuir a las reacciones de las vias aéreas. En el BAL se
constaté que tras la prueba de provocacidén alergénica hay un
incremento sustancial del nidmerc de macrofagos’. Este aumento
parece deberse a la migracion de monocitos al interior del pulmén

(se obtienen células peroxidasa positiva, aspecto caracteristico
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de los monocitos al compararlos con los macréfagos alveolares).
Estos mismos hallazgos se han obtenido dltimamente en muestras
de biopsias bronquiales de pacientes asmé&ticos, siendo destacable
la presencia incrementada de macréfagos con aspecto fenotipico
de monocitos hematicos*c.

En las reacciones de fase tardia también son activados los
macréfagos pulmonares, demostrados por el aumento de rosetas de
complemento.

Recientemente se ha indicado que la activacidén del macréfago
alveolar acontece inmediatamente depués de la provocacidn
antigénica, y que la respuesta tardia estd caracterizada por la
aparicién de macrofagos de alta densidad gque potencian la
liberacidén de aniones superéxidos™.

Por otro lado, los asmaticos crénicos graves relativamente
refractaricos al tratamiento con corticoides, tienen un numero
aumentado de monocitos circulantes activados™.

Lo anterior proporciona un apoyo circunstancial al papel de los
fagocitos mononucleares en la patogénesis del asma. Asi,
histoldgicamente, las lesiones inflamatorias del asma contienen
fagocitos mononucleares, lo que hace presumir su participacién
en el proceso, pero también es necesario indicar el papel que
desempefan las series de células monocitarias fagociticas en las
resolucién de la inflamacién’. Por tanto, no esta totalmente
aclarado si1 estas células partipan activamente en la
fisiopatologia del asma, o actian modulando los efectos que
producen otras células y mediadores. Dada la existencia de
fenotipos funcionales diferentes de células macrofdgicas, es

posible que coexistan en las vias aereas de los asmdaticos
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macréfagos gue contribuyan al desarrollo del asma y otras que
limiten la extensidén de la inflamacidn en esta enfermedad.
I.6.2.3.Neutrofilos.

Los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) pueden jugar
un papel destacado en la fisiopatoclogia del asma. Sin embargoc
existe controversia en cuanto a la evidencia de gue estas
células, por si mismas , desarrollen un papel importante en 1la
hiperreactividad bronquial asociada a la progresidén clinica del
asma.

Por un lado, algunos estudios en animales de experimentacidén y
de modelos control de asma en el hombre, indican que los
neutréfilos pueden desempefiar un determinado papel en el estadio
precoz del proceso asmatico. Sin embargo, estas células pueden
encontrarse en las grandes vias aéreas, tantc de sujetos
hiperreactivos como normorreactivos. Asi, Wardlaw y cols.®s,
encontraron gran porcentaje de neutréfilos en el lavado bronguial
(broncoaspirado) de controles no-atépicos, en pacientes con
fiebre del heno, y en asmdticos leves. Estas cifras fueron
similares en todos los grupos y considerablemente mayores que las
observadas en el liguido de BAL, alcanzando casi el 50% del total
de células contadas en los lavados bronguiales de sujetos
normales. Es, pues, necesario establecer qué diferente grado de
activacion o estimulacidén muestran los neutréfilos en los
asmaticos comparados con los de los sujetos normales.

En este sentido, se ha apuntado que los neutréfilos de sangre
periférica se hacen activos tras las respuestas asnmdticas

precoces o de fase tardia inducidas por alergenos o por
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ejercicio’™ 77, La activacidén se valord por la aparicion de un
aumentc en la membrana de receptores del complemento, y de una
citotoxicidad incrementada para células diana recubiertas de
complemento.

Ademds, se ha observado un incremento significativo del
porcentaje de neutrdéfilos en el BAL y en el moco bronguial de
sujetos gque experimentaron reacciones de fase tardia tras 1la
agresion bronquial. Este incremento puede ser inhibido con la
administracion previa de prednisolona’.

Sin embargo, en un reciente trabajo, se ha demostrado una
proporcién significativamente mayor de PMN en BAL de pacientes
con asma corticocdependiente intratable (ACDI), en relacidén con
los no-ACDI (la proporcidn de linfocitos, por el contrario fue
menor)’®, sugiriéndose gque el tratamiento corticoideo prolongado
aumenta el numero de neutroéfilos en las vias aéreas (a la vez que
disminuye el de linfocitos)?®:8,

En otro estudio se llega a la conclusidén de que la infiltracién
neutrofilica es la principal caracteristica de la inflamacidn de
la mucosa respiratoria, en pacientes con asma bronguial con
agudizacién grave de inicio agudo que causa la muerte en poco
tiempo®2.

Asi pues, el acimulo de neutréfilos en las vias aéreas durante
la inflamacidén, tiene el potencial de producir lesiones tisulares
significantes. Es fuente de gran variedad de mediadores lipidicos

(prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, PAF, proteasas,
materiales catiodnicos, metabolitos de oxigeno, ect).

De todas formas, permanece aun abierto en qué medida participan

los neutrdéfilos en las alteraciones funcionales propias del asma.
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La frecuente obtencién de neutréfilos en BAL de pacientes
asmaticos, la presencia en los cortes de tejidos de las vias
aéreas, la liberacidn de mediadores producidos por ellos y su

capacidad de lesidén tisular, alterando esta funcionalidad son

argumentos a favor de esta participacidn.

I.6.2.4.Linfocitos.

La participacién de estas células en el asma bronguial ha sido
sefialada desde hace bastantes anos. Asi, el examen postmorten de
las vias aéreas de enfermos asmdticos ha mostrado la existencia
de gran cantidad de linfocitos® y, en estudios de morfologia
ultraestructural de biopsias bronquiales obtenidas en vida de
sujetos afectos de asma leve, se encontré un numero aumentado de
"linfocitos atipicos intraepiteliales®",

Sin embargo, pese a gue estos conocimientos no sean recientes,
sique siendo un drea de gran interés actual el estudio de las
funciones que tienen los linfocitos en la regulacién y expresién
de la inflamacidén asociada al asma.

En este sentido, es probable que los linfocitos jueguen un papel
en todas las reacciones inflamatorias producidas por antigenos,
dado que son las unicas células que, a través del complejo
receptor antigeno/CD3, reconocen y responden de manera directa
ante los antigenos procesados. Los linfocitos T activados a
través de la liberacidn de linfoquinas, muestran la capacidad de
controlar la cantidad y  naturaleza de las reacciones
inflamatorias. Cada vez se dispone de mds evidencias, sequn las
cuales, los 1linfocitos T CD4 participan en 1la reacciédn

inflamatoria observada en la muccsa bronguial asmatica mediante
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la secrecidén de linfoquinas que atraen y activan a los
eosindéfilos y mastocitos®**+***¢, Asi, en el asma atdpica, las
muestras de biopsia bronquial y el fluido de BAL, presentan
linfocitos T Helper (CD4), habiéndose descrito patrones
diferentes de secrecion de citoquinas entre las clonas de estos
linfocitos: el linfocito T helper tipo 1 humano (Thl) produce
interleuquina-2 (IL2), interferon-7 (IFN-7) y factor-f de
necrosis tumoral (TNF-B), mientras que el linfocito helper tipo
2 (Th2) elabora IL-4 e IL-5. Otras citoguinas, como IL-3, IL-6,
Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF) o TNF-a, son producidas tanto por los linfocitos Thl como
por los Th2. Asi pues, el primer grupo de 1linfocitos son
responsables de las reacciones de hipersensibilidad retardada,
y son citoliticos para las células autdlogas presentadoras de
antigeno, mientras que los TH2 parecen tener un papel esencial
en el asma atopica*®-®’.

Estos linfocitos inducen la proliferacidén de IgE por la via de

la IL-4%*"+* y favorecen 1la proliferacién, diferenciacién vy
activacidén de los eosindfilos por la via de la IL-5%7.
Se ha demostrado pues, tanto en sangre comc en el BAL, una
estrecha correlacién entre la activacidén de la célula T, la
eosinofilia y la gravedad del asma®’, asi como el incremento de
forma selectiva de los linfocitos T activados ( en concreto del
subgrupo Th2) en la mucosa brongquial®c.

Por dltimo, los linfocitos CD4 pueden constituir un objetivo
importante de la accién de los corticoides en el asma, al
disminuir su estado de activacidén, 1lo cual, en el esquena

patogénico indicado, llevaria a una anulacién en la produccién
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de IL-5 y subsiguientemente al descenso del numero y activacion

de los eosinéfilog®s-°°,

I.6.2.5. Plaquetas.

En conjunto, no hay evidencias de que las plaguetas tengan un
papel esencial en el asma humano, ni de que estén directamente
relacionadas con la Hiperreactividad bronguial. Sin embargo,
parece altamente probable su participacidn en las reacciones
inflamatorias de las vias aéreas, teniendo en cuenta que estas
células pueden liberar abundantes moléculas y mediadores gue
contribuyen al proceso.

Asi, los primeros experimentos en conejos y cobayas ya sugerian
que la depleccion de plaquetas prevenia las respuestas de las
vias aéreas inducidas por el PAF®. Posteriormente se han
encontrado plaguetas en el ligquido de lavado tras la agresion
alergénica®?.

Averill y cols®., estudiaron recientemente 1la activacidén vy
subsiguiente liberacidén de productos plagquetarios (factor
plaguetario 4 y beta-tromboglobulina) en liquido de BAL de
pacientes asmdticos, tras la provocacidén antigénica. Llegaron a
la conclusidén de que la activacidén plagquetaria en el pulmén es
caracteristica de la respuesta inflamatoria tardia tras la
provocacidén antigénica. El1 papel de estas células puede ser

importante, por tanto, en la inflamacidén alérgica asmdtica.
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T.6.2.6.Células epiteliales.

El epitelio respiratorioc constituye la primera linea de defensa
contra el peolvo transportadc por el aire,'los vapores, los gases
y humos, Jjugando un papel vital en el mantenimiento de 1la
homeostasis fisicoquimica. La pérdida de epitelio es un hallazgo
invariable en las vias respiratorias de los asmdticos. Durante
los ataques de asma, las células epiteliales se descaman y
aparecen en el esputo como cuerpos Creola o espirales de
Curschmann. Los examenes post-morten de los asmdticos muestran
una descamacién extensa de las células epiteliales y una grave
inflamaciodn epitelial. Incluso en individuos con asma estable es
evidente la descamacidén epitelial de la via aérea®.

En la actualidad es, pues, evidente el importante papel de las
células epiteliales en la defensa de las vias aéreas, Yy
probablemente en los procescs inflamatorios, por su esencial
localizacién en la interfase entre el ambiente externc y medio
interno. Células inflamatorias, como los neutréfilos,
eosinéfilos, ect, deben migrar a través del epitelio para
alcanzar el lumen de las vias aéreas.

Pero las células epiteliales no son sélo "espectadores" pasivos
de 1los acontecimientos que tienen lugar en 1la inflamacidn
asmatica. Ademds, son capaces de generar determinados mediadores
de la inflamacidén, comc los productos del adcido araguiddnico por
la via de la lipooxigenasa 15-Hidroxieicosatetrancico (15-HETE)
y 8-15-~ di-HETE®*. Estos ultimos productos, como después veremos,
son quimiotdcticos para los neutréfilos y los primeros estimulan
la liberacidn de mediadores de los mastocitos® e inhiben 1la

produccion de Leucotrienos C4 en los eosindfilos humanos®e.
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Recientemente, Campbell vy cols.””, ratificaron 1lo anterior,
describiendo que las células epiteliales pueden liberar pegquenas
cantidades tanto de Prostaglandina E2, 15-HETE, c¢omo de
fibronectina (mediador involucrado en la reparacidn epitelial
tras una lesidén). Esta liberacion, en el caso del 15-HETE vy
fibronectina, estaba incrementada en los paciente asmaticos en
relacién con los normales, aumentando adin mds los niveles de los
tres mediadores (PGE2, 15-HETE vy fibronectina) tras su
estimulacidén con ionoforo de calcio. Se muestra asi la activacion
de estas células epiteliales y su posible papel en el asma.

En conclusién, estas células pueden intervenir en la patogenia
del asma, no sdélo pasivamente, sino ademds, aumentando la
sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios, y disminuyendo
la sintesis de mediadores protectores, modulando las moléculas
de adhesidn celular (importantes en 1la determinacién de 1la
arquitectura epitelial), 6 participando en la inmunorregulaciodn
de los tipos de células inflamatorias.

Es probable gue todos estos factores operen juntos e interactien
para producir inicialmente cambios funcionales en el epitelic que
a la larga comportan los cambios estructurales caracteristicos

del epitelic respiratorio de los asmdticos®®.
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I.7. EL EOSINOFILO.

El granulocito eosinoéfilo fue observade por primera vez por
Wharton Jones,'en 1846, en preparaciones nc tenidas de sangre
periférica®. Sin embargo, fue Paul Ehrlich en 1879 gquien lo
denominé como tal "eosindéfilo", debido a la intensa tincidn de
sus grdanulos por el colorante eosina'®. Desde entonces se ha
constatado su presencia en afecciones tan dispares cono
infecciones parasitarias, enfermedades atopicas, otras
enfermedades inflamatorias, neoplasicas e inmunodeficiencias.
Existen miltiples evidenclas que indican que el eosindfilc es una
de las principales células implicadas en la inflamacion del asma
bronquial, demostrandose su participacién fundamental en 1la
respuesta de fase tardia a antigenos inhaladog?®-?¢-51,1017205

En los ultimos anos se han descrito detalladamente sus
caracteristicas morfoldgicas y funcionales. El conocimiento de
las funciones bioldgicas de sus proteinas de membranas ¥y
granulares, y la disponibilidad de métodos sensibles para la
determinacién de la mayoria de estos componentes en los liquidos
corporales, ha permitido sugerir el grado de participacidn de

estas células en enfermedades como el asma y la rinitis.

I.7.1. PRODUCCION DE LOS EOSINOFILOS.

I.7.1.1.Eosinopoyesis.

Se acepta que en individuos adultos y en condiciones normales,
los eosindfilos se producen en la médula dsea.

A partir de una célula progenitora hematopoyética pluripotencial,
se diferencia la célula progenitora multipotencial mieloide, que

a su vez da lugar a células de potencial restringido, (en nuestro
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caso a la serie eosinofilica); las células progenitoras
formadoras de colonias de eosinéfilos o CFU-Eos. Por Gltimo éstas
células dan paso a los precursores promielociticos que finalmente
terminan en eosindfilcs maduros.

Los eosindfilos maduros de la médula désea son considerados como
células que no se dividen, por lo que cconstituyen una "reserva'
antes de su liberacién a la circulacidén periférica, y son
morfolégicamente indistinguibles de los eosindfilos de sangre
periférica®c.

I.7.1.2.Factores estimulantes de colonias de eosinéfilos (CSF).
Son glucoproteinas que regulan la proliferacidn vy 1la
diferenciacién de las células hematopoyéticas cultivadas,
incluidos los eosinéfilos. Algunos CSF, como la Interleucina 3,
son relativamente inespecificos en cuanto a la linea celular gue
estimulan, mientas que otros son mds especificos, como el CSF
granulocito-macréfago (GM-CSF), que estimula fundamentalmente las
colonias de granulocitos-macréfagos, pero que en determinadas
circunstancias puede estimular también el crecimiento inicial de
colonias de eosinéfilos*®”. En este sentido, este factor ha sido
objeto de estudios recientes (mediante los modernos métodos de
inmunohistoquimica), demostrédndose incrementos de sus niveles en
BAL, en la respuesta tardia tras provocacién alergénica, y su
correlacidn con niveles incrementados de eosinéfilos'®. Se ha
indicado asi su importancia (junto a la IL-5), como regulador de
la proliferacién, de las funciones efectoras y de la propia
supervivencia del eosinéfilo en pacientes asmdticos!©®-°-*, Asi

mismo, se ha demostrado su desaparicién de las células
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epiteliales tras tratamiento con corticoides'*?,

1.7.2.CICLO VITAL-CINETICA.

El ciclo wvital del eosinofilo se puede dividir en las fases
medular, sanguinea e histica.

Si bien lcs eosindéfilos son elementos formes de la circulacidn
periférica, fundamentalmente son células residentes en 1los
tejidos, existiendo una relacién en el hombre de 100:1 entre
eosindéfilos histicos y sanguineos. Por ello, los eosindfilos
presentes en la circulacidén periférica representan sélo una
pequena fraccioén del numero total de eosindfilos del organismo**®.
El eosindéfilo tiende a residir en tejidos cuya superficie
epitelial estd expuesta al medio ambiente externc, no siendo
conocidos los factores que gobiernan la distribucidén orgdnica
preferencial de los mismos, si bien se han formulado hipdtesis
gque subrayan que los factores gquimiotdcticos de eosindfilos
influyen en la infiltracidn histica en determinadas
circunstancias.

En cuanto a la cilnética, son pocos los estudios que se han
realizado, sobre todo en condiciones normales, dada la escasez
de eosindfilos circulantes.

Sin embargo, se ha estimado la vida media de estas células en los
diferentes compartimentos, siendo de aproximadamente 4 dias en
médula ésea, de 8 a 18 horas en compartimento sanguineo y de 2
a 5 dias en el tisular®es**,

Parece ser que la migracidén de los eosindfilos desde la sangre
a los tejidos, se produce por marginacidén y posteriormente

diapédesis a nivel de las uniones intercelulares
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endoteliales*s 14225,

En recientes estudios se ha destacado que el proceso inicial de
la emigracién de los eosindfilos, desde el compartimento véscular
hasta el tejido pulmonar, depende de la adherencia de los
eosinofilos al endotelic vascular. Este hecho estd asociado a la
expresion de las moléculas de adhesidén endotelial en 1los
eosinéfilos y las células epiteliales*. La importancia de la
molécula de adhesidn intercelular 1(ICAM1) en este proceso se
demostré inicialmente mediante modelos animales de asma
alérgico'’, y mas recientemente en biopsias bronquiales de
pacientes asmdaticos (mediante anticuerpos monoclonales)*''®-!?,
tanto en el epitelio bronguial como el endotelio (denomindndose
en este caso VCAM-1). Estas moléculas de adhesidén se encuentran
significativamente elevadas en asmdticos en relacidén a la
poblacidén normal*®-**°, sefialdandose en el reciente trabajo de
Gosset y cols.?'® este significativo incremento sélo en el asma
alérgica. Se ha establecido, asi, su papel en la inflamacidén de
la via aérea y la hiperreactividad bronquial y la peosibilidad de
su modulacidn a través de fdrmacos dirigidos contra ellas (aunque
con resultados hasta ahora poco satisfactorios).

Los cambios en la permeabilidad vascular pueden afectar en gran
medida a la capacidad de los eosindéfilos para infiltrar tejidos
y contribuir a la patogenia de algunos sindromes clinicos, como
el angioedema asociado a eosinofilia. Los mediadores de los
mastocitos, histamina, leucotrieno C4 y las quininas
sintetizadas, tienen efectos potentes , asimismo, en la
permeabilidad y facilitardn el movimiento celular gque puede ser

promovido por estimulos adicionales generando la gquimiotaxis,

32



como después veremos.

En condiciones normales, tras penetrar en los tejidos parece que
la mayoria de los eosindfilos regresan a la circulacidn.

Por ultimo, para la destruccidén de los eosinéfilos, existen
varios mecanismos que comprenden la eliminacidén de las células
hacia las superficies respiratorias e intestinal, fagocitosis por
macrofagos y lisis y desgranulacidén "in situ", con 1la

consiguiente degeneracidén celular asociadat®®-'®,

I.7.3. ESTRUCTURA.

El eosinéfilo maduro humano es una célula de 12 a 17um de
didmetro en frotis sanguineos, nicleo bilobulado y forma circular
u ovoide, aunque puede presentarse ocasionalmente con seuddpodos

("células medusa"), en sangre periférica, esputo, médula dsea y
frotis nasal. Ademas, los eosindéfilos se caracterizan por sus
grdnulos citoplasmaticos distintivos, gue se tinen con la eosina
, ¥ gque estdn presentes en cantidad aproximada de 200 granulos
por célula**®.

Los grdanulos especificos distintivos o secundarios estdn
formados por un nucleo denso y una matriz radiotransparente a los
electrones. Las imdgenes a gran aumento del nidcleo muestran un
entramado reticular cristalino; por tanto, el nicleo esta formado
guizd por una unica sustancia. Se han descrito ademds los
granulos primarios que son redondos, uniformemente densos a los
electrones y se observan de forma caracteristica en promielocitos
eosinofilicos. Otro tipo de grdanulos pequefios descritos contienen
fosfatasa dcida y arilsulfatasa’®.

Actualmente, la utilizacidén de técnicas inmunohistoquimicas y de
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gradientes de densidad sucrosa, para separar l1os granulos segun

120

su contenido en proteinas'®®, permite distinguir entre granulos
muy densos {que contienen las cuatrc proteinas mayores gue
describiremos ), y otras dos poblaciones de granulos de menor

densidad (sdélo ccon dos tipos de proteinas).

I.7.4.CONSTITUYENTES CELULARES Y FUNCIONES.

Los constituyentes principales de los eosinéfilos son receptores
para inmunoglobulinas y complemento, situados en la superficie
de la membrana celular, lisofosfolipasa presente en la membrana
celular y toda la serie de proteinas localizadas en los gréanulos.
También hay otras muchas enzimas, entre las que se encuentran las
gue son capaces de sintetizar el factor activador de las
plaguetas y de metabolizar el dcido araquiddénice a leucotrieno

c4.

I.7.4.1.Proteinas de la membrana.

-Receptores de inmunoglobulinas y del complemento.

Los eosinéfilos poseen receptores para fragmentos de la IgG y
C3*?*, y la presencia de estos receptores se ha relacionado con
sus funciones efectoras sobre los pardsitos y células. En
individuos normales, el numerc de eosindéfilos con receptores Fc
IgG supone menos del 10% del total, mientras que en pacientes con
eosinofilia se ha observado en algunos trakajos hasta un 20% (
en otros no se han encontrado diferencias con los normales).

La proporcion de eosinéfilos con receptores para el complemento
varia entre el 30% en individuos normales y el 40% en pacientes

con infecciones parasitarias. La expresidén de receptores C3b y
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C4 en eosindéfilos es potenciada por la exposicion al factor
quimiotdctico de eosinofilecs de la anafilaxia (ECF-A).

Existen pruebas que indican que los eosindfilos también pcseen
receptores para la IgE y gque esta inmunogleobulina media 1la
destruccidén de pardsitos por los eosinéfilos. Probablemente los
eosindéfilos cubiertos con IgE se degranulen tras su exposicidn
a alergenos, como se ha mostrado por la liberacidén de proteinas
granulares. Aun no estda claro, por ultimo, si los eosinéfilos
poseen receptores IgM*©¢,

-Proteina cristalina de Charcot-Leyden (CILC) (lisofosfolipasa).
Esta proteina fue descrita por primera vez en 1853 en un paciente
leucémico y, posteriormente, en 1872, en el esputo de pacientes
con asma. Desde entonces, la presencia en los tejidos y ligquidos
corporales de estos cristales hexagonales bipiramidales se ha
considerado una caracteristica distintiva de los eosinéfilos. Sin
embargo, algunos trabajos aportan pruebas que indican gue también
se encuentran en los basdfilos.

-Antigenos reconocidos por antisuero contra eosinéfilos.
I.7.4.2.Proteinas granulares.

En los granulos del eosinéfilo (fig 1), podemos reconocer 4
proteinas mayores'??; tres localizadas en la matriz: Peroxidasa
de los eosindfilos (EPO), Neurotoxina de los eosinéfilos (EDN 6
EPX), Proteina catidnica del eosindfilo (ECP); y una localizada
en el nidcleo: Proteina basica mayor (MBP). Estas proteinas son
liberadas al medio extracelular in vitro tras la estimulacidn
antigénica del eosindfilo. Revisaremos las caracteristicas
estructurales y funcionales de cada una de ellas, con especial

referencia a la ECP, que estudiaremos en capitulo aparte.
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1.7.4.2.1. Proteina basica mayor (MBP):

Su denominacidén proviene de tener naturaleza proteica, su punto
isceléctrico a un pH superior a 11 y constituir aproximadamente
el 55% del contenidec proteicc de los granulos*®. Estd formada por
una cadena polipeptidica unica de 117 residuos aminodcidos, es
rica en arginina (alrededor del 16%) y tiene un peso molecular
de unos 14.00CC.

Se localiza en el nucleo cristaloide de los granulos secundarios
del eosindfilo, siendo inmunohistoquimicamente idéntica a las
proteinas del nucleo, por lo que se puede considerar tcdo el
contenido proteico nuclear como MBP. Ademds, se ha localizado en
las células X y células gigantes placentarias (los niveles
séricos de MBP muestran un notable incrementoc de 2 a 3 semanas
antes del parto). En los ecsindéfilos de individuos normales se
ha estimado una cantidad aproximada de 5.000ug de MBP/10° células
(medido en extractos por radioinmunocandlisis). También se ha
localizado en los basdéfilos, aunque en éstos la cantidad es muy
inferior (0,14pg/10° células)'c.

Entre sus funciones destacan: -Toxicidad sobre pardsitos, siendo
capaz de lesionar directamente los esquistosomas de S. mansoni,
las larvas de Trichinella spiralis, las microfiliarias de Brugia
pahangi, ect;-Toxicidad sobre las células de mamiferos, siendo
toxica para las células tumorales murinas y para muchas células
de mamiferos de una forma dosis-dependiente. En este sentido, son
importantes las funciones que realiza como mnediador de las
enfermedades por hipersensibilidad y en concretc como mediador
de la inflamacién en el asma bronquial. Asi, se ha descrito gque

la MBP es una potente toxina para las células epiteliales del
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aparato respiratorio, sobre las gque produce lesiones vy
descanacion*®*-**®; se hallaron depdsitos extracelulares de MBP en
biopsias bronguiales postmorten, realizadas en pacientes
fallecidos de ataques asmaticos*; se han encontrado niveles
elevados en esputos de pacientes asmaticos***, y en liquidos de
BAL, correlacionandose sus concentraciones con la cantidad de
eosinéfilos y la actividad de la enfermedad®®-**7-22%,

;-Estimulacién sobre baséfilos y mastocitos para la liberacidn
de histamina'?*®; y -Efectos sobre la coagulacidén, habiéndose
demostrado en alguncs estudios gque la MPB neutralizd el efecto

de la heparina sobre la coagulacion de la sangre, y aumento el

tiempo de coagulacidén de tres a cinco veces'@.

I.7.4.2.2.Neurotoxina derivada de los eosinéfilos (EDN)} Y EPX.
Los eosindéfilos contienen una potente neurotoxina gque puede
lesionar gravemente las neuronas mielinizadas en animales de
experimentacidén. Gordon describié por primera vez esta reaccidn
neurotoxica en 1932, por lo que se denomina fendémeno de Gordon*.
Se localiza en la matriz granular, siendo su pesc molecular de
18000 y su punto isoceléctricc bdsico. Se ha determinadeo la
secuencia de aminodcidos N-terminal de la EDN y se ha comprobado
que ésta presenta notables homologias con la ECP, con identidad
en 37 de los 54 residuos N-terminales. Son homdlegas, al igual
gue la ECP, a la RNasa pancredtica; sin embargo la EDN posee unas
100 veces mds actividad RNasa que la ECP.

Se ha descrito, ademds, la proteina X de los eosindfilos (EPX),
que podria ser la misma EDN. Su semejanza estriba en gue el pesc

molecular es similar, posee actividad RNasa comparable, produce
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fendmeno de Gordon, es helmintotdxica relativamente débil (al
igual que la EDN) contra el estadio inicial de los esquistosomas
S. mansoni y ambas son capaces de inhibir la proliferacidn
linfocitaria. Todos estos resultados han sugerido gque tienen
propiedades bioquimicas similares y reactividades inmuncldgicas
comparables, por 1o que se piensa gue podrian ser la misma
proteina.

En cuanto a las funciones de la EDN ademds de las ya referidas
de inhibicidn de los linfocitos de sangre perifeérica, actividad
ribonucleasa y la neurotoxicidad a través de la produccién del
fendémeno de Gordon, posee, al igual que la MBP toxicidad sobre
pardsitos (esquistosomas de S. mansoni, microfilarias ect.).
Ultimamente existen trabajos que han demostrado la elevacién de
la EPX, tanto en suero como en BAL, en pacientes asm&ticos, en
comparacidén con normales, asi como tras provocacion antigénica,
y su descenso tras tto antinflamatorio, con 1lo dque su
cuantificacién puede indicar el grado de activacién del

eosinofilot3z- 133,

I.7.4.2.3.Peroxidasa de los eosinéfilos (EPQ).

Se diferencia de la mieloperoxidasa de los neutrdéfilos o los
monocitos por sus diferencias caracteristicas en el espectro de
absorcidén y los grupos hemo prostéticos.

Se localiza en la matriz granular, posee un peso molecular gue
oscila, seguin los estudios, de 67000 a 77000, tiene un punto
isoeléctrice superior a pH de 11 y estd formada por dos
subunidades (una cadena pesada y otra ligera). La EPO purificada

es capaz de oxidar, en presencia de H202, haloides para producir

39



acidos hipohalosos muy reactivos. Entre sus funciones estan
precisamente las producidas por el sistema EPO-H202-haloide gque
es capaz de destruir microorganismos y células tumorales, ademds
de poder desempenar un papel en la respuesta inflamatoria. E1
complejo formado por la EPO y los granulos del mastocito es mds
eficaz que la EPO libre en la estimulacidén de la secrecidn de
mastocitos. Estos hallazgos permiten formular la hipdtesis de que
los eosindfilos liberan EPO, y que la EPO, en presencia de H202
y haloide, inician la secrecidén de los mastocitos. Por ultimo,
se ha descrito entre sus funciones 1la inactivacidén de
leucotrienos, ya sea reduciendo su actividad bioldégica (LTD4),

o su actividad quimiotdctica (LTB4)s-115-134,

I.7.4.2.4.Proteina catidnica del eosinéfilo (ECP) (ver apartado).
I.7.4.3.0tras enzimas y mediadores de los eosinéfilos.

Se han asociado al eosindéfilo otras enzimas que revisaremos
brevemente: 1)la arilsulfatasa B que se localiza en los granulos
pequenios de los eosindfilos, en mayor cantidad que en los
neutrofilos, y 2) la colagenasa del eosinéfilo que es capaz de
degradar el coldgenc de los tipos I y III (los dos componentes
principales del tejido conjuntivo del parénquima pulmonar
humano) .

Otros grupos de mediadores, producidos por los eosinéfilos y gue
participan en la inflamacién son: 1) Factor activador de las
plaguetas (PAF):se sintetiza a partir de una enzima con actividad
acetiltransferasa. Esta actividad se ha conseguido estimular
mediante varias sustancias que en condiciones normales actuan

como factores quimiotdcticos para los eosinéfilos, tales como la
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ECF-A y el C5a. Asi pues, la biosintesis y liberacidon de PAF
puede producirse como consecuencia de la activacidn gquimiotdctica
de los eosinofilos, pudiendo ser otro de los mediadores de las
enfermedades inflamatorias.

2)Eicosanoides:

La produccién de 15-HETE, leucotriencos LTC4 y LTD4 ha sido
demostrada en eosindfilos humanos, tanto de individuos normales,
como de pacientes con eosinofilia. En comparacidén con el
neutr6filo se ha observado que los eosindfilos sintetizan

fundamentalmente LTC4, mientras que los neutréfilos LTB4'*%.

1.7.5.EO0SINOFILOS DE BAJA DENSIDAD Y PROCESO DE DEGRANULACTION.
Se ha podido constatar en diversas patologias (sindrome
hipereosinofilico, parasitosis, alergias y neoplasias), la
existencia de dos poblaciones de eosindéfilos en sangre periférica
gue se pueden distinguir basdndose en su densidad en gradientes
de gel: normodensos e hipodensos'?®-*'*, El nimero de eosindéfilos
de baja densidad se correlaciona positivamente con el grade de
eosinofilia periférica*™ y se encuentran significativamente
elevados en pacientes asmaticos en relacién con la poblacién
normal, relaciondndose esta elevacidén con la gravedad del asma
y descendiendo tras tratamiento con corticoides inhalados*¥.
Estos eosindfilos parecen ser células activadas, con aumento del
consumo de oxigeno, mayor produccidn de superdéxido y liberacién
de Leucotrieno €4, mayor capacidad citotéxica sobre sustratos
recubiertos de anticuerpos y mayor numero de receptores para Fc
de IgA e IgE. El origen de estas células no estd claro, y se ha

sugerido que pueden derivar de los eosindfilos normodensos tras
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degranulacidén, © bien ser liberados ccomo hipodensos desde la

médula Gsea'l®.

En cuanto al proceso de degranulaciodn, se han realizado estudios
exponiendo a los eosindéfilos a esquistosomas cubiertos con la
IgG, y modelos experimentales que utilizan grandes superficies
cubiertas de IgG, siendo de esta forma inducida la degranulacién
(que gqueda determinada por 1la liberacién de sus proteinas
granulares). En modelos gque exponen los eosinéfilos a
estafilococos se objetivan, mediante microscopia de contraste de
interferencia, los siguientes sucesos: marginacién de los
granulos a través de la membrana plasmdtica y su descarga
ulterior al espacio extracelular. Las células degranuladas son
de mayor tamano que las células en reposo, de forma ameboide y
con grandes Aareas sin citoplasma. Con microscopia electrdnica,
la observacién de la pérdida de densidad electrdénica en los
ecsindfilos, puede constituir un signo precoz de activacidén y
degranulacidén incipiente. Otras caracteristicas gque pueden
indicar degranulacién son la aparicién de eosindfilos vacuolados
Yy células con pocos granulos'4.

Los agentes farmacoldgicos que incrementan el nivel de AMP
ciclico intracelular, tales como isoproterenol, indometacina,
prostaglandina El, prostaglandina E2, histamina y teofilina,
cromolin sdédico, inhiben la degranulacidén en sistemas
experimentales. Por el contrario, diversas sustancias
inmunologicamente activas entre las que se encuentran el suero
activado por endotoxina ECF-A, la fitohemaglutinina, la

concavalina &, el levamiscl, ect, la inducen!®c.
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Estudios recientes?®?**®* ponen de manifiesto gue el proceso de
liberacicén de las proteinas granulares es selectivo,
produciéndose a traves de diversos receptores de membrana: el
estimulo del receptor para C3b da lugar a liberacidn de ECP Y
EDN/EPX; al estimular el receptor para Fc de IgG se libera ECP;
la estimulacidén del receptor para Fc de IgE provoca liberacidn
de EPO y MBP, por ultimo cuandc se utilizan agonistas de la
protein-quinasa C, se liberan grandes cantidades de EPX/EDN, y

moderadas de EPO y ECP.

I.7.6.FACTORES QUIMIOTACTICOS Y ACTIVADORES.

Los eosindéfilos son células dotadas de movilidad y capaces de
responder a estimulos por Juimiocinesis (movimientos sin
direccién definida) o guimiotaxis (migracidn dirigida hacia un
lugar a través de un gradiente de concentracidn del estimulo).
Por este motivo, los factores quimiotdcticos pueden regular el
aflujo y actmulo de eosinéfilos en los tejidos o en las zonas de
inflamacién, y de este modo, qgue la célula esté presente en el
lugar dende ha de actuar como célula efectora.

Son muchos los factores que pueden inducir la guimiotaxis
eosinofilica. Debidc a la asociacidn de las reacciones histicas
de hipersensibilidad inmediata con la acumulacidén de eosindfilos,
se ha prestado mucha atencién a los factores quimiotdcticos de
los eosinéfilos derivados de los mastocitos. Estos factores
comprenden el ECF-A, el LTB4 y la histamina. Otros factores como
el PAF se considera que puede ser aun mds potente en esta
funcién, indicédndose actualmente que puede desempenar un papel

importante en la mediacidén de la infiltracidn de los eosindfilos

43



en zonas de inflamacion alérgica. En este mismo sentido, otros
derivados del dacido araquiddnico como el dcido 5-HETE y E-HPETE,
la prostaglandina PGD2, pueden ejercer esta funcidn.

Por otro lado, las sustancias derivadas de las células T y de los
monocitos, implicadas en las reacciones de hipersensibilidad de
tipo retardado, parecen ser responsables también del
mantenimiento de la infiltracidn eosinofilica. Asi, se ha
mostrado que el ESP (promotor de la activacidn de eosindfilos),
derivado de linfocitos sensibilizados estimulados por antigeno,
es quimiotdctico sobre todo para los eosindfilos. La activacidn
del sistema del complemento genera factores proteoliticos tales
como el C5a y el complejo C-567, que son gquimiotdcticos para los
eosindfilos y otros leucocitos®ec-i15,

Por udltimo, cada vez existen mds estudios que indican 1la
importancia de las citoguinas como mensajeros intercelulares en
miltiples funciones, entre las gue se incluye la quimiotaxis®'s.
Serédn evaluadas posteriormente en el capitulo dedicado a ellas.
Entre los factores activadores'® podemos citar: el ESP o promotor
de la activacidn de los eosindfilos, procedente de los linfocitos
(citado con anterioridad por su funcién quimiotdctica); el factor
activador de 1los eosindfilos, procedente de las células
mononucleares; el factor potenciador de la citotoxicidad de los
eosinéfilos (M-ECEF), igualmente derivado de los monocitos como
el factor de necrosis tumoral (TNF). Los mastocitos producen
también factores activadores, como los mencionados ECF-A,
histamina & LTB4.

Por ultimo dentro de las funciones del CSF no sdélo se encuentra

la estimulacidén de colonias de eosindfilos, sino que también
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incrementa una serie de actividades de los eosinofilos, siendo
las funciones del GM-CSF humano recombinante (funcionalmente
analogo al anterior), 1idénticas en cuanto a la capacidad de

139
.

activacidén eosinofilica
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I.8. LA PROTEINA CATIONICA DEL EOSINOFILO (ECP).
I.8.1.PROPIEDADES BIOQUIMICAS-LOCALIZACION:

Fue ailslada y purificada inicialmente de los ecosindfilos de
pacientes con leucemia mieloide crdnica por Olsson y Venge en
1974**°, Posteriormente lo fue en eosinéfilos de individuos
normales***.

Esta constituida por un componente mayor y dos menores. Las
investigaciones y actividades bioldgicas han sido referidas para
el componente mayor. El nuimero de residuos de aminodcidos que
constituyen este componente queda reflejada en la tabla 1, donde
puede observarse el alto contenido en dcido aspdrtico y arginina.
Contiene aproximadamente 2,5 moles de zinc por mol de proteina™?®.
La secuencia parcial de amincdcidos N-terminal de esta proteina
presenta homologias notables con la de la EDN, y, de forma mds
sorprendente, con la de la ribonucleasa pancreatica®'*®*. Asi, se
ha indicado que esta proteina posee actividad RNasa, aungue unas
100 veces menor que la de la EDN'“*.

Su pesoc molecular es de 21000 y tiene su punto isoeléctrico
bdsico con pH en torno a 11. Se ha calculado un contenidec de 25-
35ug de ECP/10° eosindfilos, correspondiendo aproximadamente al
30% de las proteinas contenidas en los granulos del
eosindfilot®7 14t ez,

El tiempo medio de eliminacidén de la ECP in vivo (t1/2), cuando
es analizada en suero, se ha estimado alrededor de los 65
minutos*®.

En los estudios llevados a cabo con anticuerpos monoclonales

dirigidos contra la ECP se observaron diferencias entre las

formas de almacenamiento y secrecidén de la molécula.
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_ . TABLA 1
Caracteristicas bioquimicas del componente

mayor de la ECP*,

|
Aminoacidos Numero de residuos ;
Acido Aspartico 34
Acido Glutamico 12
Glicina 6
Alanina 12
Valina 11
Leucina 11
Isoleucina 11
Serina 8
Treonina 11
Cisteina 10
Meteonina 1
Prolina 15
Fenialanina
Tirosina
Histidina
Lisina
Arginina 21
Triptofano 2
Total 184

*peso molecular 21000;punto isoeléctrico pH>11.
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Los anticuerpos EGl reconocen ambas formas de ECP, la de
almacenamiento vy la de secrecidn, mientras que los EG2 sdlo
reccnocen la ECP secretada o extraida'®. Los EG2 reaccionan con
la EPX y no reaccionan con eosindéfilos en reposo, mientras gue
si lo hacen tras la fagocitosis y tras la activacidn por factor
potenciador de la citotoxicidad de los mismos,

Asi pues, los EG2 parecen reconocer los eosindéfilos activados,
lo gque se ha utilizado para identificar estas células a partir
de tejidos vy sangre en diversas enfermedades***-**°*. Asi,
recientemente se ha determinado en sangre (por citometria de
flujo) la cantidad de eosindfilos, marcados con el anticuerpo
monoclonal EG2, en grupos de asmdaticos extrinsecos inestables,
estables y poblacidén normal, encontrandose diferencias
significativas entre 1los niveles del primer grupo y los
siguientes, por lo gque se indica la posiblidad de utilizar esta
determinacién como marcador de la actividad inflamatoria en los
enfermos asmaticos®™’.

En cuanto a su localizacidn, tanto nediante el andlisis con
microscopia inmuncelectrdénica con oro coloidal, como utilizando
anticuerpos EG2 (que como se ha comentado reaccionan tanto con
la ECP como con la EPX), se ha establecido en 1la matriz

granular*?”.

I.8.2.FUNCIONES.

-No posee actividad bactericida o esterolitica.

~-Efectos scbre la coagulacidn y fibrinolisis: La ECP se une a la
heparina y neutraliza su actividad anticoagulante**?*. Acorta el

tiempo de coagulacién del plasma en una forma dosis-
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dependiente'*®, Este efecto no se observa en plasma deficiente de
factor XII y, en cambio, si se observa en plasma deficiente en
factores v, VII, VIII, IX, X y XI, lo gue indica que el factor
XITI es el sustrato para la interaccidén de la ECP. En cambio, a
concentraciones elevadas, la ECP prolonga el tiempo de
coagulacién. La actividad de 1la calicreina también esta
potenciada por la ECP.

Ademds, la ECP altera la fibrinolisis**®*, como se denuestra por
su efecto potenciador sobre la activacidn de plasmindgenoc
inducida por uroquinasa. En cambio, anula la activacidn del
plasmindgeno inducida por 1la estreptoquinasa, debido a la
formacién de un precipitado entre la estreptoquinasa y la ECP.
-Toxicidad sobre parasistos. La ECP es una potente toxina para
los esquistosomas de S. mansoni, siendo comparativamente 8 a 10
veces mds activa que la MBP. Sin embargo, aun cuando desde el
punto de vista molar es una helmintotoxina mds potente, debido
a la mayor abundancia en los granulos del eosindéfilo de MBP, es
ésta la responsable de la mayor parte de la toxicidad de los
experimentos in vitro. No obstante, esta situacidén in vivo podria
ser diferente, ya gque estas proteinas son liberadas en un espacio
relativamente confinade y podrian alcanzarse concentraciones
elevadas a nivel extracelular's.

~-Neurotoxicidad: tal como se describié para la EDN, se ha
indicado que la ECP es una potente neurotoxina, provocando como
aquella el fendémenc de Gordon.

-Efecto sobre la proliferacién linfocitaria. La ECP origina una
inhibicién dosis-dependiente de la proliferacidén de linfocitos

de sangre periférica humana inducida por fitohemaglutinina. EL
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efecto es reversible y podria implicar céulas supresoras'‘.
-Efecto sobre los mastocitos. La ECP estimula la libergcién de
histamina por los mastocitos. Sin embarge, es incapaz de
estimular la liberacidén de histamina por 1los basdéfilos a
concentraciones comparables a las de la MBP**°.

-Citotoxicidad. Son miltiples los estudios realizados
recientemente en tejidos de biopsias bronquiales que han
establecido la importancia de la ECP como causante de darno
epitelial.

El papel de la ECP comc mediador de la inflamacidén en el asma

sera revisado mds exahustivamente en el siguiente capitulo.

I.8.3. LA ECP COMO MEDIADOR DE LA INFLAMACION EN EIL. ASMA

BRONQUTAIL.

I1.8.3.1.Datos en Biopsias bronguiales:

Los trabajos realizados en los dltimos anos han mostrado la ECP
en biopsias bronquiales de pacientes asmdticos, a través de los
anticuerpos monoclonales EGl y ,sobre todo EG2. Estos anticuerpos
se unen a esta proteina e indentifican la ECP almacenada (EG1)
6 secretada por los ecsindfilos activados (EG2)S,.

Asi, el estudio realizade por DJukanovic y cols.'® demuestra una
cantidad significativamente mayor de eosinéfilos activados, con
caracteristicas de degranulacidén (EG2+), en la submucosa vy
epitelio de biopsias de pacientes asmaticos, en relacidén con los
normales. En éstos la cantidad fue escasa o ausente, mientras que
en los atdplcos no asmdaticos se hallaron valores intermedios.

Hallazgos similares describen recientemente Fukuda y cols, en
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biopsias bronquiales*®* y Woolley y cols*®*?, tanto en biopsias como
en BAL.

En otros estudics, como los efectuados por el grupo de
Bousqguet®** se ha identificado (por anticuerpos monoclonales
referidos EG1l y EG2), la localizacidn intracelular de la ECP en
biopsias de pacientes normales, mientras en los asmaticos se ha
encontrado en situacidén intracelular en la capa submucosa, e
intracelular 6 en depdsito extracelular bajo la membrana basal.
Este depdsito extracelular corresponde a la ECP liberada por los
eosinofilos degranulados y estda relacionado con la lesidn vy
destruccidn del epitelic subyacente. Asi, se encuentran zonas con
eosincfilos no degranulados cuyo epitelic no presenta ningun
signo de 1lesidn, y por el contrario zonas en las que los
eosinéfilos estdn degranulados (y por tanto con incremento de ECP
extracelular), donde el dano epitelial es marcado. Por este
motivo, se ha indicado que la ECP es uno de los mediadores con
mayor capacidad para preoducir citotoxicidad sobre el epitelio
bronguial?®*-****** vy de ahi deriva su importancia como mediador de

la inflamacidén asmdtica.

1.8.3.2.Datos en BAL.

En varios trabajos se ha sefialado el incremento de los niveles
de ECP en liquidos de BAL obtenidos de pacientes asmdticos en
relacién con los normales y su correlacién tanto con la
celularidad existentes, como con parametros clinicos o
funcionaleg®-53,5%,80.1567182 | Fypodremos algunos de ellos:

En los realizados por el grupo de Bousquet y cols®°**°, se han

establecido, no sélo la elevacidn significativa de las cifras de
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eosinofilos y los niveles de ECP en muestras de BAL de pacientes
asmdticos en relacidn con los normales, sino también su
correlacidén con la gravedad clinica del asma (estimada mediante
los scores de Aas).

En el estudio efectuado por Adelroth vy cols.®®, ademas de
destacarse los anteriores hallazgos (elevacion de las cifras de
eosindfilos y niveles de ECP en BAL), se demuestra descenso
significativo de la cantidad de ECP tras 4 semanas de tto con
budesonida inhalada, mientras no descienden significativamente
las cifras de eosinofilos. En este mismo trabajo se establece por
un lado una correlacidn positiva entre las cifras de eosindfilos
y los niveles de ECP, y por otro (de forma destacada) una
correlacidén positiva entre los niveles de ECP en BAL y séricos,
por lo que se puede sugerir que la estimacién en suero refleja
lo que sucede a nivel bronquial.

En el trabajo de Rak y cols'™ se analizan los niveles de
Eosinéfilos y ECP en BAL de pacientes con rinoconjuntivitis y
asma polinica antes y durante la primavera, segun fuesen tratados
0 no con inmunoterapia, encontrando niveles elevados
signficativamente en el grupo de no tratados en la determinacidn
primaveral con respecto a los tratadocs.

%% establecid por su parte una correlacidn entre

Fergusson y cols
los niveles de eosindfilos en BAL y la respuesta a la histamina,
mientras que no encontré esta correlacidén para la ECP.

Por udltimo Trigg y cols'®® no encuentra descenso significativo en
los niveles de ECP en BAL, aungue si en las biopsias bronguiales

entre un grupo de asmdticos tratados durante 4 mneses con

dipropionato de beclometascna y otro con placebo.
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I.8.3.3.Datos en suero.

Ultimamente se esta prestando especial atencidn al andlisis de
los niveles sericos de este mediador.

Desde hacia bastante tiempo era conocida la existencia de
eosinofilia en el asma bronquial activa y el descenso los niveles
tras el tratamientoc con corticoides.

No ha sido, sin embargo, hasta los udltimos afos cuando se han
estimado en suero las proteinas liberadas por estas células tras
su activacidn.

En algunos trabajos los niveles séricos de ECP en asmaticos
muestran gran variabilidad, incluso predominando los valores
normales o bajos, siendo atribuido este hecho al consumo Yy
eliminacidén rdpida de esta proteina en el asma activo?sr-ie2.1e2
En otros se discute la utilidad de la medicidén de estos niveles
como forma de monitorizacidn de actividad de la enfermedad
asmatica. Asi, en el trabajo de Juntunen-Backman y cols'* ,aunque
estos valores descienden significativamente a los 5 meses en el
grupo tratado con budesonida (a diferencia del tratado con
cromoglicato disddico), no se observaron cambios en la funcidn
pulmonar, por lo que no se pudieron establecer correlaciones con
significado fisiopatoldégico. En un anterior estudio de Fergusson

**7, tampoco se pudo establecer correlacidn de los niveles

y cols
de ECP séricos y los resultados del test de provocacidn con
histamina. Este mismo autor publicé recientemente un trabaijo®®
en el que no encuentra diferencias significativas en los niveles
de ECP entre asmatices sintomdticos, asintomdticos y riniticos

alérgicos, asi como tampoco, correlacién con pardmetros

funcionales o prueba de provocacidén con histamina.
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Sin embargo, sSon numerosos los estudios recientes gue indican por
un lado su cantidad significativamente mayor en los pacientes
asmdticos en relacién a la poblacidn normal?*3?-i33-186.167.188: gy
incremento en el asma sintomdtica y la diferencia en sus niveles

133,169

con respecto a los asmaticos estables y; la existencia de
niveles significativamente mayores en asmaticos atépicos que en
los gue no lo son'’ 7%,

Se ha demostrado ademds su elevacidn en la estacidn primaveral

le6 172

en el asma polinica'*®, en el asma inducida por ejercicio'’, o en
la fase tardia tras provocacidén antigénica'’?-'7"*,

Se ha subrayado su descenso tras tratamiento con corticoides
inhalados ¢ via sistémical??-164-257:279.275 a5 como la inhibicidn de
su incremento en pretratados con corticoides antes de 1la
provocacidn alergénica'”™, o con inmunoterapia especifica antes
de la estacién primaveral en polinicosg®®-*7¢,

La mayoria de estos estudios han sido realizados en ninos,
oscilando los valores medios de ECP en la poblacidn normal de

6*%‘a 13ug/1***, siendo establecido en algunos trabajos los 1l6ug/l

como el limite supericr de la normalidad's‘-**s,

I.8.3.4.Datos en otras muestras.

En muestras de esputo inducido se ha establecido el aumento de
la concentracion de ECP en asmadticos estables en relacidén con los
niveles obtenidos en controles sanos'’””, su elevacién tras prueba

de provocacidén alergénica*”®

; ¥ su descenso tras tratamiento con
corticoides (prednisona)'’®.
En muestras de lavados nasales, como después comentaremos,

también se han encontrado niveles de ECP significativamente
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mayores en pacientes con rinitis alérgica, descendiendo tras el

uso de esteroides topicos.

Todo lo anterior ha sugerido la posibilidad de la utilizacidn de
los niveles de ECP (séricos, en lavados nasales o esputo), para
monitorizar la actividad de la inflamacidén en el asma y la
respuesta al tratamiento esteroideo.

Por dltimo es necesario destacar que los niveles de ECP no sdélo
se han encontrado elevados en suero en el asma bronquial; en la
dermatitis atdpica (DA) también se han hallado niveles elevados
en pacientes con exacerbacidn clinica aguda de su enfermedad,
descendiendo tras su mejoria, sugiriéndose recientemente la
posibilidad de realizar determinaciones de ésta como forma de
monitorizar de manera no invasiva la actividad de la DA®°.En
otras patologias asociadas a una activacién de los eosinéfilos
también se han encontrado niveles elevados de ECP, como son las
referidas enfermedades parasitarias®*, otras infecciones (HIV*®*,
neunonias por mycoplasma®®?, brongquiolitis por virus sincitial
respiratorio'®®), lesiones autoinmunes de las articulaciones'®, o

del intestino'®®, ect.
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T.9.0TROS MEDIADORES IMPLICADOS EN LA INFLAMACTON.
El resto de las células que participan en la inflamaciodn producen

miltiples mediadores, algunos de ellos similares a los elaborados

por los eosinofilos, y otros especificos de cada celula.

I.9.1. MEDIADORES PREFORMADOS.

Dentro de los mediadores preformados en mastocitos y basdfilos,
liberados en las reacciones de hipersensiblidad inmediata,
destaca la histamina. Entre sus caracteristicas sobresalen que:
-~es sintetizada en el aparato de Golgi de los mastocitos vy
basdfilos mediante descarboxilacidn de un aminodcido precursor,
la histidina; -se encuentra en el hombre en una cantidad
aproximada de 2-5 pg/célula; -posee una anmplia variedad de
actividades bioldgicas mediadas por la activaciodn de receptores
celulares de superficie (H1,H2). Asi, la ocupacidén de receptores
Hl por la histamina, origina la contraccién de la musculatura
lisa de las vias respiratorias y el aparato gastrointestinal,
siendo utilizada, como es conocido, de prueba para determinar el
grado de reactividad inespecifica de las vias respiratorias. Es
destacable, ademds, su accidén vasoactiva, puesta en evidencia por
la reaccidn papuloeritematosa tras la inyeccidn intradérmica de
la misma. La mayor parte de esta reaccidn es una respuesta
secundaria a la estimulacién de receptores Hl, si bien la
estimulacion de los receptores H2 podria desempenar un papel de
menor importancia. La importancia de la histamina como mediador
vascactivo en la enfermedad alérgica humana se puede constatar
por la eficacia de los antagonistas de los receptores Hl para

modificar el curso de enfermedades asociadas a reacciones
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dependientes de la IgE®®. Asi, existen trabajos implicando a la
histamina como mediador de la RAP, encontrandose incrementos de
su concentracion tanto en plasma*®®, comc en BAL en esta fase.

-Otros mediadores preformados que pueden ser liberados por los
mastocitos en las reacciones de hipersensibilidad son factores
quimiotdcticos (ECF-A, IFA ¢ factor inflamatorio de 1la

anafilaxia, con acclones quimiotdxicas y activadoras de

eosindfilos), serotonina, proteoglicanos (heparina, condroitin

sulfato), v enzimas como las  hidrolasas acidas (B-
hexosaminidasa, B-glucuronidasa, B-D-galactosidasa,
arilsulfatasa), enzimas oxidativas (superdxido dismutasa,

peroxidasa) y proteasas neutras. Entre éstas ultimas destaca la
triptasa, gquimasa y carboxipeptidasa. La mayoria de 1los
mastocitos pulmonares contiene fundamentalmente triptasa, con
capacidad para activar la bradiguinina, las fracciones C3a y Cha
del complemento (conocidas como anafilotoxinas), aumentar la
reactividad bronquial y degradar el VIP (péptido intestinal

vasoactivo), de accidén broncodilatadora.

I.9.2.MEDIADCRES SINTETIZADOS "DE NOVO".

Dentro de los mediadores de mastocitos y basdéfilos de nueva
sintesis son destacables:

I.9.2.1.Mediadores del &cido araquidénico (eicosanoides).
-Entre los eicosanoides, productos de la via enzimatica de 1la
ciclooxigenasa, sobresalen, por sus efectos en el asma brongquial
las Prostaglandinas PGD2, PGF2 y el Tromboxano TXA2. El producto
de la ciclooxigenasa mas abundante (sintetizado tras activacion

inmunoldégica de los mastocitos) es la PGD2. Una activacion maxima
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da lugar a la produccion de 50 a 100 ng/10° de mastoclitos de
PGD2, siendo esta cantidad de 10 a 20 veces menor que la cantidad
de histamina liberada observada en estas circunstancias®®.

Ademds de los mastocitos, existen otra serie de células
implicadas en 1la produccién de prostaglandinas al poseer
receptores de superficie para el Fc de la IgE. Entre estas
células se encuentran los macréfagos, los linfocitos T y B, los

monocitos y, comoc ya fue referido, los eosindéfilos®®'?®,

-Entre los eicosanoides, derivados de la via enzimatica de 1la
lipooxigenasa, son destacables los leucotrienos LTB4, LTC4, LTD4
y LTE4.

El LTC4 liberado por los mastocitos, posiblemente se convierte
en LTD4 por accidn de otras células pulmonares, hipdtesis que
concuerda con el rdpido metabolismo el LTC4 exdgeno observado en
el pulmén humano. Los mastocitos humanos obtenidos de la luz de
las vias respiratorias por BAL también liberan eicosanoides en
respuesta a la activacién dependiente de calcio o de IgE. A
diferencia de los mastocitos del parénquima pulmonar, estas
células liberan bastante mds PGD2 y muchc menas LTC4.

Al contrario que los mastocitos pulmonares, los baséfilos humanos
poseen una capacidad relativamente baja para el mnetabolismo
oxidativo dependiente de la IgE del &cido aragquiddnico. La
estimulacidén inmunoldgica no da lugar a la liberacion de PGD2,
pero puede inducir la produccidén de LTC4, si bien en cantidades
10 veces menores que los mastocitos pulmonares.

Tras su estimulacidén por diversos agentes, los eosinéfilos

liberan preferentemente LTC4*,
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En cuanto a las acclones bioldégicas de los eicosanoides, son
agonistas en la musculatura lisa de las vias respiratorias. Las
prostaglandinas PGD2, PGF2a, los leucotrienos LTC4, LTD4 y éuizas
el TXA2, constituyen los agentes constrictores mas potentes
probados en las vias respiratorias humanas tanto in vitro como
in vivo®®.

Se ha demostrado elevacidn del leucotrieno LTE4 en orina, tras
una prueba de provocacidén alergénica®®’, en el asma aguda grave'®®
o en el asma inducida por ejercicio '*. Por otro lado, los
ensayos efectuados hasta ahora coinciden en que no parece existir
un efecto de los leucotrienos sobre la sensibilidad de las vias
aéreas en las personas normales examinadas pero gue, sin embargo,
en pacientes asmaticos, los leucotrienos C4, D4 y E4 incrementan
la sensibilidad de las vias respiratorias a la histamina*®*® y que
sus niveles en sangre pueden reflejar el grado de severidad del
asma aguda'®*,

En la rinitis alérgica también se ha demostrado, tras prueba de
provocacién alergénica, un incremento de PGD2, LT C4, D4 y E4 en
lavados nasales®®?.

A diferencia de la PGD2, la PGE2 relaja el tono de la musculatura
lisa de las vias respiratorias in vitro e in vivo y por ello
podria actuar como mecanismo de control natural de los
prostanoides broncoconstrictores. Asi, en un estudio reciente'”
en el gque se administré PGE2 inhalada (frente a placebo), 5
minutos antes de la prueba de provocacidén con alergeno, se obtuvo
gque este mediador originé una importante inhibicién de 1las

respuestas precoz, tardia y de la reactividad bronquial frente

al alergeno .
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L.a PGI2 también podria ejercer algun tipo de contrcl adicional,
ya que, si bien este prostanoide generalmente no actua como
broncodilatador cuando es inhalado por el hombre, si proporcicna
proteccidén contra la broncoconstriccidn cuando es administrado
antes de la estimulacidn con metacolina o PGD2%.

Por otro lado, los eicosanoides ejercen muchas de sus acciones
sobre la musculatura vascular lisa, sobre todo aumentando la
permeabilidad vascular y provocando vasodilatacidn o
vasoconstriccion dependiendo del tipo de mediador que se trate.

En las tablas 2 y 3 quedan resumidos cada uno de los eicosanoides
y sus acciones principales en la inflamacidén del asma.

En los dltimos anos se estan investigando farmacos gque inhiben
a estos mediadores (antileucotriencos). Asi, a modo de ejemplos,
se han estudiado antagonistas de los receptores de LD4, como el
MK-571 con, al parecer, efecto inhibidor del asma inducida por
alergeno'®; y el ICI 204, 219 con efectos en el asma inducida por
el ejercicio™® 6 alergeno'®.

En este sentido, existen varios ensayos clinicos en fases
avanzadas, y posiblemente en un futuro inmediato dispongamos de
fdrmacos que puedan ser utilizados de forma habitual en pacientes

asmiticos.
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TABLA 2

Productos de la ciclooxigenasa y acciones

PRODUCTOS DE LA CICLOOXIGENASA Efectos

PGE2 *Dilatacion y aumento

de la permeabilidad de la
microvasculatura.

*Broncodilatacion.

*Supresiéon de la actividad iinfocitaria
y de los leucocitos PMN.

PGD2 *Broncoconstriccion.

PGD2/12 *Dilatacion y aumento de la

permeabilidad de la microvasculatura.

PGI12 *Supresion de adherencia y agregacion
plaquetar.
*Vasodilatacion.

PGF22alfa *Broncoconstriceion.

*Constriccion de la microvasculatura
v los vasos pulmonares.

TXA2 *Broncoconstriceion.

*Constriccion de la microvasculatura.
*Estimulacién de la adherencia

y agregacidon plaquetar.

*Aumento de Ia adherencia de

leucocitos PMN.

*Supresion de la actividad leucocitaria,

PG:Prostaglandinas. Tx: Troboxanos.
PMN: Polimorfonucleares.
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TABLA 3

Productos de la lipooxigenasa y acciones

PRODUCTOS DE LA LIPOOXIGENASA Efectos

LTC4/D4/E4 *Contraccién de la musculatura lisa.
*Broncoconstriccién.

*Estimulacion de la secrecién

de moco y electrilitos en las

vias respiratorias.

*Dilatacién y aumento de la permeabilidad
de la microvasculatura.

LTE4 *Inducciéon de Hiperreactividad

de las vias respiratorias.

LTB4 *Estimulacion de la quimiotaxis

y activacidn lencocitarias.

*Aumento de la adherencia leucocitaria
al endotelio.

*Supresion de la funcién de los
linfocitos T.

*Aumento de la actividad de las células

NK.
14,15-diHETE *Inhibicion de la actividad
5,6-15 y 5,14,15 de Ias células NK,
tri-HETE.
15-HPETE *Supresion de la actividad

de los linfocitos T y receptores Fe.

LT: Leucotrienos. HETE: acidos hidroxieicosatetraenoicos,
HPETE: acidos hidroperoxicicosatetraenoicos
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1.9.2.2 Factor activador de las plagquetas.
Este mediador, denominadc recientemente PAF-aceter o AGEPC
(alquilglicerileterfosforilcolina), fue descrito inicialmente
como mediador de la anafilaxia derivado de los basoéfilos en el
conejo, si bien trabajos posteriores han demostrado la existencia
de liberacidn y actividad de AGEPC en una amplia variedad de
células de otras especies, entre ellas las del hombre. La
liberacién de AGEPC se describid por primera vez in vitro en
basdfilos sensibilizados de conejo expuestos a anti-IgE, pero los
basdfilos humanos podrian no constituir una fuente importante de
este mediador, existiendo aun una controversia considerable sobre
la produccidn de AGEPC en este tipo celular. La produccidén de
AGEPC por mastocitos humanos es también controvertida. Si bien
al principio se comunicdé que los mastocitos humanos liberaban
AGEPC en respuesta a diversos estimulos, investigaciones
posteriores mds detalladas en la rata sugieren que los nacrdéfagoes
son responsables de esta liberaciodn.

Se ha demostrado que otros muchos tipos de células inflamatorias
poseen capacidad para sintetizar y liberar AGEPC, si bien las
cantidades liberadas pueden representar sélo una pequena parte
de la cantidad sintetizada. Entre estas células se encuentran los
neutréfilos humanos, los macrdfagos alveolares sensibilizades
estimulados por alergeno, los eosinéfiles estimulados con A23187
o CSa, las plaquetas, los monocitos, ect?®.

En cuanto a sus acciones biolégicas, es importante su capacidad
para inducir HRB en el honmbre: cuando se inhala PAF por
voluntarios sanos se produce una obstruccion aguda de las vias

aéreas que se resuelve en pocas horas. Sin embargo, se sigue de
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HRB que puede persistir durante dias o semanas'™’ . El mecanismo
que provoca este estado de hiperreactividad, aunque es discutido,
se cree puede estar relacionado con la liberacién de histamina
enddgena*®®.

Como se indico, el PAF es un potente factor quimiotdctico y un
posible factor de activacidén de los eosindfilos en el hombre'°t.
Esto misme se ha observadc para los neutrdfilos, gque no sdélo
sintetizan AGEPC, sino gue ademds experimentan quimiotaxis,
cambios en su forma, agregacidn, 1liberacidn de enzimas

lisosémicas y produccién de aniones superdxido en respuesta al

mismo2®.

I.9.3. Péptidos mediadores.

Los péptidos mediadores, gue actuan como hormonas circulantes,
reguladores locales o neurotransmiscores, son sintetizados vy
secretados por células endocrinas y por nervios. Se ha demostrado
la presencia de mds de 10 péptidos en pulmones de mamiferos, por
radioinmunoandlisis o métodos Iinmunocitoquimicos. Ciertos
péptidos se han localizado en células endocrinas muccsas aisladas
0 en cuerpos neuroepiteliales; otros estdn presentes dentro de
los nervios pulmonares Yy, por consiguiente, se han llamado

199

neuropéptidos®®. Los mds destacados en las vias respiratorias vy
sus principales funciones son las siguientes:
-Polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y péptido histidina
isoleucina (PHI).

El VIP se trata de un péptido de 28 aa, descubierto

originariamente en extractos de pulmén, que se cncuentra en los

nervios de las vias aéreas humanas. Los principales efectos
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farmacoldgicos que tiene son: relajacidén del misculo liso,
vasodilatacidn y estimulacidén de la secreciodon exocrina.

El PHI contiene 27 aa, es homdlogo al VIP y ejerce efectos
bioclégicos similares. Ha sido detectado en el tracto respiratoerio
superior de algunos animales. Su distribucidén es similar ¥y
provoca una relajacién dosis-dependiente del misculo liso aislado
de vias aéreas, cuantitativamente similar a la de VIP. Un péptide
relacionado, el péptido histidina metionina (PHM), probablemente
es la forma humana de PHI y es un potente relajante del bronquioco
humano in vitro*®®.

En un reciente trabajc se demuestra la elevacién del VIP en
secreciones nasales tras estimulacidn antigénica y provocaciodn
nasal con histamina, por lo gque se sugiere su papel en algunos
de los sintomas de la rinitis alérgica®*®°.

-Sustancia P y taquikininas relacionadas:

En las vias aéreas humanas se han identificado 3 taquikininas
(sustancia P, sustancia K o neurogquinina A y una forma de
neuroquinina A con un N-terminal llamado neuropéptido K).

Estas taquikininas se encuentran en fibras nerviosas aisladas o,
nenos frecuentemente, en haces de fibras nerviosas;
subepitelialmente o en el interior del propio epitelio de las
vias respiratorias; rodeando los vasos sanguineos y las glandulas
submucosas; dentro de fibras musculares lisas bronquiales; y en
el entorno local de células ganglioconares traqueobronquiales.
Los principales efectos fisioldgicos son: dilatacidén del misculo
liso vascular y constriccidn del misculo liso de las vias aéreas.
También estimulan la secrecién de las gldndulas exocrinas,

aumentan la permeabilidad microvascular y producen histamina para
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ser liberadas por los mastocitos'®-*', El1 efectoc de la
neuroguinina A sobre la via aérea de los asmaticos puede ser
inhibido previo tratamiento con nedocromil sodico®*?, "
-Péptido calcitonina gen-relacionado (CGRP).

Es un péptido gue contiene 37 aa, derivado del mismo gen de la
calcitonina. En el sistema nervioso periférico, el CGRP se halla
en las neuronas sensitivas y en las fibras nervicsas donde se
localiza con las tagquikininas.

Las acciones bioldégicas incluyen contraccioén del misculo liso de
las vias aéreas y relajacidn del misculo liso vascular®®.
-Bombesina-péptido liberador de gastrina (GRP).
Tetradecapéptido el primero y con 27 aa el segundo, sdélo destacar
que recientemente se ha informado de la presencia en el tracto
respiratorio, de fibras nerviosas inmunoreactivas a la GRP.
-Neuropéptido Y.

Constituido por 36 aa. En las vias aéreas se ha encontrado
inmunorreactividad a NPY en fibras nerviosas gque discurren por
la adventicia de los vasos sanguineos y en el misculo liso. La
distribucidn en el tracto respiratorio es similar a la de las
fibras nerviosas simpaticas.

Es vasoconstrictor y modula los efectos neurales adrenérgicos.
-Existen otros péptidos como la galanina, la somatostatina vy
colecistokinina, cuyas acciones en el pulmén no son bien

conocidas?'®®.

I.9.4. Adenosina.
Este compuesto es el ©principal reservorio de energia

intracelular. Se forma durante el metabolismo de la adenosina
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trifosfato (ATP), siendo degradadc a adencsina menofosfato (AMP),
cuando se necesita energia.

El papel de la adenosina como mediador en el asma ha sido
sugerido por diversas observaciones. Asi, la inhalacion de
adenosina produce en los asmdticos pero no en las personas sanas
una broncoconstriccion dosis-dependiente®*?, Se ha demostrado que
es un potente y rdpido estimulante de la secrecién de las vias
aéreas. Tras la agresidn antigénica, los asmaticos muestran un
aumento bifdsico de la concentracién de adenosina en plasma,
mientras gque la estimulacién brongquial con metacolina causa
solamente un pico. El1 aumento inicial de adenosina ha sido
atribuide a la activacidon inducida por la IgE de los mastocitos
y otras células inflamatorias presentes en las vias aéreas. Por
otro lado, se ha demostrado en el hombre gque la adenosina aumenta
la liberacidén de mediadores preformados en los mastocitos y
bas6filos (come la histamina)*®®,

Otro argumento usado para indicar el papel de la adenosina en el
asma es el efecto antiasmdtico de 1la teofilina (conocido
antagonista de la adenosina) en condiciones experimentales.
Ademds, ha sido demostrada en sujetos asmaticos la inhibicidn de
la broncoconstriccidn inducida por la adenosina con el empleo de
teofilinas orales o inhaladas, cromoglicato sdédico®**? o
antihistaminicos (terfenadina®*®).

Por ultimo, estudios farmacoldgicos en ratas y en el hombre
sugieren gue la broncoconstriccidén inducida por la adenosina se
origina por la estimulacidn de los receptores de adenosina
presentes en las terminaciones de nervios vagales

postganglionares y en los mastocitos. El sinergismo entre la
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acetilcolina liberada y los mediadores mastocitarios es lo que

causa la broncoconstriccian*®?,

I.9.5. Citoquinas.

Las linfocinas, interleucinas o citoquinas (IL) son mensajeros
macromoleculares intercelulares solubles, liberados por algunas
de las células participantes en la inflamacién, para los gque
exiten receptores especificos en la superficie celular y que
intervienen de forma destacada en la proliferacién, quimiotaxis,
activacidn,ect de éstas. Inicialmente se dividieron en
linfoquinas y monoquinas, segun fueran producidos por linfocitos
0 monocitos, respectivamente; o recibieron nombres especificos
segun su funcidén. Sin embargo, cuando se clonaron los genes gue
los codifican, y surgid la posibilidad de producir los factores
por ingenieria genética en el laboratorio se comprobd gque, en su
mayoria, pueden producirse por varias estirpes celulares vy
participar en varias actividades. Se acordd entonces acufiar el
término "interleucina o IL", definida como proteina producida por
determinados leucocitos que regula el crecimiento y activacion
de otros leucocitos. Se conocen actualmente mds de una veintena
de interleucinas. Las caracteristicas mds llamativas de estos
factores son su pleilotropismo y redundancia, es decir, 1la
capacidad de cada uno de ellos de ejercer acciones muy diversas,
en ocasiones sobre multiples estirpes celulares, y la propiedad
de varias de ejercer una misma funcidén. Esta conmplejidad es sin
duda lo que permite una regulacidn mds fina en cualquier punto
y momento. También es caracteristica su vida media muy breve y

las cantidades peguenas en que son producidos, 1o que hace que
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,en circunstancias normales, su radio de accidn sea muy reducido.
Esto es evidente para los mediadores elaborados por los
linfocitos (vgr IL-2, IL-4 e IL-5), gque son prcducidos en breve
espacio de tiempo, en respuesta a estimulos especificos
(antigeno), y que ejercen su accidn localmente. Por el contrario
los producidos mayoritariamente por células no linfoides (por
ejemplo IL-1, IL-6 y TNF-a), pueden generarse durante mas tiempo
en respuesta a estimulos no especificos vy aparecer en
concentraciones detectables en suero, pudiendo causar efectes
nocivos en el huesped.

En general, se originan varios mediadores solubles en respuesta
a un estimulo, dependiendo de las poblaciones celulares
activadas. Por otro lado, una misma poblacidén da 1lugar a
distintos factores ante diferentes estimuleos, y el efecto final
depende de la combinacion de factores presentes. Esto hace
dificil conocer con exactitud cudles son las funciones de cada
una de las interleucinas y aun mucho mds dificil manipular estas
actividades en beneficio del huesped enfermo®®,

Dicho lo anterior, es necesario subrayar, que el conocimiento de
la propia existencia de las IL, la estructura molecular de cada
una de ellas, las células que las producen, sus funciones, y los
cambios que se pueden producir en sus niveles tras tratamiento
antinflamatorio, puede ser de importancia crucial para comprender
los acontecimientos gque tienen lugar en la inflamacidn del asma.
Su cuantificacidén y modificacidén con la terapia supondrd, sin
duda, un avance importante en el control de esta inflamacidén. Por
estos motives han sido, y siguen siendo meotivo de amplia

investigacidn.
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En este sentido, en los udltimos afos se ha evidenciado la
importancia del linfocito T Helper activado en la patogenia del
asma, y los dos patrones diferenteé de secreciodn de citoquinas
entre las clonas de estos linfocitos (ya mencionados al
referirnos a estas células).

Asi, en la regulacidén de la inflamacidn del asma y rinitis
alérgica, se han mencionadeo con papel mds relevante:

-IL-3 y GM-CSF: se elevan en BAL Yy sSe correlacionan con 1los
niveles de eosindéfilos®™®, lo que indica su importancia en 1la
regulacidén de la funcidén y supervivencia de éstos*'-***. Se ha
sugerido que la GM-CSF induce la migracién transendotelial del
eosindéfilo®®®, aumenta la produccidén de leucocitos progenitores
desde la médula 6sea, y que junto a la IL-5 (que comentaremos
posteriormente), mantiene el proceso inflamatorio crénico?®;
-IL-4: Induce la migracién®*® de los eosindfilos, asi como su
adherencia mediante la regulacidén de las moléculas de adhesidn
(VCAM-1) en las células endoteliales* .Induce el cambio del
isotipo del linfocito B estimulando la produccidén de IgGE*'®®, y
aumenta la expresidén del receptor de baja afinidad de IgE y del
receptor de la FCRII en los linfocitos T y macrodfagos. Promueve,
en consecuencia, la participacidén de estas células en la
inflamacién alérgica'®;

-Factor de necrosis tumoral (FNTea): este factor ha sido
encontrado en cantidades elevadas en vias respiratorias de
asmaticos. Es bien conocido gque en animales da lugar a
hipersensibilidad aumentada, reclutamientoc celular y mayor

expresioén de moléculas de adhesioén®?;

-IL-5; sin duda, el factor mds importante de crecimiento vy
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diferenciacion de los eosindfilos. Controla de forma directa los
niveles de estos®? 1, su maduracidén, supervivencia,
activacidn®-***-2*° y gcumulacion en los lugares de inflamacion
alérgica®'. En trabajos recientes realizados en BAL, se indica
su incremento en el asma alérgica®?, siendo la citoguina gue
predomina en este 1ligquido durante 1la fase tardia de la
inflamacidén producida por alergeno®*>.

Por ultimo, se han investigado los efectos gque los corticoides
pueden tener en la regulacién y consiguientes niveles de
citoguinas. En este sentido existen evidencias que indican que
pueden regular sus funciones (IL 3-4-5%**), o preoducir una

modulacidén de la expresidn de los genes, en el caso de las IL-4

Y 5215

I.9.6.Radicales libres.

Han sido resefados los diversos mediadores que intervienen en el
proceso inflamatorio, como productos altamente especializados,
derivados de proteinas y lipidos y cuya identificacidén en la
célula diana suele ser mediada habitualmente por un receptor.
En contraste con esta bioquimica dirigida y altamente organizada,
es conocido que también intervienen en la respuesta inflamatoria
pequefas moléculas reactivas, derivadas del oxigeno molecular,
con escasa o nula especificidad diana.

A estos intermediarios reactivos del metabolismo del oxigeno se
les denomina "radicales libres" si poseen uno o mds electrones
impares.

Se puede definir, pues, un radical libre, como cualquier molécula

o atomo gque tiene en su udltima capa uno © mas electrones
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desapareados (es decir, un numeroc impar)?'®.

Varias de las células participantes en la inflamacidn del asma
pueden producir oxigencs reactivos. Los neutréfilos pueden
producirlos en forma de radical superéxido, demostrandose en
estudios recientes una mayor cantidad de este mediador en sujetos
asmaticos en relacidn a controles normales, asi como su relacidn
indirecta con parametros funcionales y directa con el progreso
de la enfermedad y su duracidén. Por este motivo se ha sugerido
que estos oxigenos reactivos pueden modular la inflamacién de las
vias respiratorias?®’,.

Otras células, como mastocitos, macréofagos y eosindfilos también
pueden producirlos. Asi, se ha demostrado en pacientes asmaticos
una mayor liberacidén de superdxido en macrofagos alveolares y
eosindfilos, y la formacidn de acidos hipohalogenados en el caso
de los eosinéfilos y neutréfilos (por interaccioén respectivamente
de la peroxidasa eosinofilica v la mieloperoxidasa neutrofilica
con el H202), que es posible que contribuyan a la lesidn tisular.
Se ha sugerido que los radicales de oxigeno provocan
broncoconstriccién y secrecidn de moco, Yy que afectan a la
sensibilidad y vascularizacién de las vias respiratorias®®.
Pese a lo anterior, no se ha evidenciado de forma concluyente una
contribucién primaria de los radicales oxigeno a la
fisiopatologia del asma, ni su modificacién con tratamiento

antioxidante.
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I1.10.EFECTOS DE LOS CORTICOIDES EN LA INFLAMACION.
I.10.1.Efectos sobre la produccidn de células inflamatorias.

La administracidn oral ¢ intravenosa de glucocorticoides produce
cambios importantes en el numero de leucocitos circulantes. Asi,
se ha observado una disminucién de los baséfilos, eosinéfilos y
monocitos a un 20% aproximadamente, de la cantidad normal
circulante de cada unco de ellos. También disminuye el numero de
linfocitos circulantes, aunque no de un modo tan drdastico.
Concretamente, respecto a las células T, los esteroides producen
una disminucién del numero de células cooperadoras (CD4), aungue
no de las citotdxicas-supresoras (CD8). La cantidad de células
"natural killer" (NK), no se ve influenciada por su administracidn
aguda®*®,

Entre las 4 y 6 horas se producen cambios en la cifra de
leucocitos, que disminuyen entre las 24 y las 48 horas siguientes
a la administracién de una dosis unica de esteroides. Al
contraric de lo que sucede con los basdfilos, eosindéfilos y
monocitos, la administracidn de esteroides aumenta el numero de
neutréfilos circulantes. Este aumento de neutréfilos se debe al
efecto combinado de la disminucidn de salida de estas células de
la sangre, la disminucidn del conjunto de granulocitos marginales
de depositeo y el aumento de la produccidén de neutréfilos por la
médula 6sea. Este ultimo puede ser uno de los efectos més
importantes, ya gue el tratamiento con esteroides en pacientes
con funcién medular deteriorada produce un pequefo aumento del
nivel de neutrdéfilos circulantes. Sin embargo, la disminucidén del
tamafio del depdsito de granulocitos marginales podria ser de

sustancial importancia, ya que los niveles de fosfatasa alcalina
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de los neutréfilos (un marcador de su madurez) indica gue una
gran proporcidén de los neutrdfilos adicionales presentes en la
sangre tras la administracidén de esteroides son células maduras.
In vitro se aprecia un efecto estercidec selectivo sobre la
proliferacidn de eosindéfilos y neutroéfilos en cultivos de médula
6sea humana; el tratamientoc con esteroides inhibe la formacidn
de colonias de eosinéfilos, pero aumenta la formacién de colonias
de neutréfilos en cultives?®. Estudios in vivo e in vitro han
demostrado un efecto generalizado de los estercides consistente
en la reduccidén de la liberacidén de factores que estimulan la
granulopoyesis o la formacién de colonias (CSF)**°.

Sin embargo, es probable que la disminucidén de eosinofilos en
sangre tras la corticoterapia no se deba sdlo a la disminucion
de la produccidén en la médula osea; hay estudios con eosindéfilos
marcados con isétopos que indican que su vida media y su tiempo
de trdnsito son relativamente prolongados. Estos estudios
permiten concluir que la reduccidén del niumero de eosinéfilos por
la corticoterapia puede provenir del secuestro reversible de
eosindéfilos por los tejidos®?.

Con respecto a los efectos sobre los baséfilos, los mecanismos
que producen su reduccién auin no estdn perfectamente definidos.
La vida media de los bas6filos (al igual gue ocurre con los
eosindfilos) es lo suficientemente larga comoc para afirmar que
el tratamiento estercideo reduce el numerc de basdéfilos
circulantes sélo por un descenso de la produccién medular. Es
posible que la reduccidn se deba al secuestrc de estas células
en determinados lechos vasculares?®®. Cabe destacar, ademds, que

el tratamiento prolongado con estercides en pacientes asmdticos
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o con enfermedades wvasculares del coldgenc no se asocia a una
reduccidén cronica del nivel de basodfilos circulantes?*.

Los efectos sobre el ndmero de magtocitos son menos conocidos.
Hay estudios que han demostrado una reduccidén del numero de
mastocitos en biopsias bronquiales de pacientes asmaticos, tras
tratamiento esteroideo. En otros, el tratamiento tdpico en las
fosas nasales no tuvo efectos sobre el numero de mastocitos
locales?®? (observados por biopsias nasales), sin embargo si se
redujo la cantidad de histamina en las biopsias, lo que sugiere
una reduccién del contenido de histamina en los mastocitos de
estos tejidos. En raspados nasales (que sélo contienen mastocitos
de la mucosa, en oposicidén a los mastocitos del tejido conjuntivo
presentes en biopsias nasales y bronquiales), si se induce con

tratamiento esteroidec un descenso neto del nimero de mastocitos,

asi como de la cantidad de histamina®‘.

I.10.2.Efectos sobre la funcién de las células inflamatorias.
-Linfocitos:

Ya hemos indicado el efecto reductor en sus niveles totales. Sin
embargo sus efectos sobre los niveles totales de inmunoglobulinas
son relativamente escasos, produciendo sélo a altas dosis una
leve disminucién de los niveles de IgG e IgM, y un moderado
aumento de los niveles de IgE*'?,

Por otro lado, la corticoterapia es especialmente eficaz en la
inhibicidén de las reacciones de hipersensibiljdad tardia, como
la prueba de la tuberculina. Esto se debe sobre todo a la
inhibicidén de la migracién de 1los linfocitos al sitio de

estimulacién antigénica, y de los factores de crecimiento y
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activadores de los mismos (IL-1, IL-2 e interferdn-gamma)?®,
Los glucocorticoides modifican la expresion de los receptores de
inmunoglobulinas (para IgG ¢ IgGE)} scbre las células linfcides,
a través de la reduccidn ya indicada de los niveles de las
interleucinas (sobre todo de interferdn gamma).

-Macréfagos y monocitos.

Los monocitos son extraordinarianmente sensibles a los estercides,
reduciéndose no sdlo el numerc de monocitos circulantes, sino
también el porcentaje de portadores de receptores de baja
afinidad para la IgE.

Por otro lado el tratamiento con esteroides inhibe la liberacién
de secretagogos de maoco derivados de los macréfagos, lo que, tal
vez contribuya a la reduccién de la secrecién de moco en las vias
aéreas de los paclentes asmaticos®?®.

Los esteroides también inhiben la liberacidén de monoguinas como
la IL1 y TNF (responsables de la emigracidén leucocitaria durante
la fase tardia de las reacciones alérgicas), pudiendo reducir de
esta forma el secuestro celular en el sitio de la inflamacidén??*.
~Neutréfilos y eosinéfilos.

El efecto mds importante de los esteroides sobre estas células
en las enfermedades alérgica, es su capacidad de inhibir su
acumulacidn en los sitios donde se concentran. Los neutrdéfilos
procedentes de individuos normales tratados con esteroides
presentan una respuesta quimiotdactica indemne y capacidad de
liberar enzimas tanto de los granulos especificos como de los
azurofilos?®**®, La activacién neutrofilica, pues, no parece un
efector directo importante de la accidén glucocorticcidea en el

hombre.
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Por el contrario, la gquimiotaxis y la adherencia a una superficie
artificial de los eosindfilos disminuye tras el tratamiento
esteroideo in vivo***. No se sabe si1 1los eosinéfilos due
permanecen en la circulacidn tras la administracidn aguda de
esteroides son representativos del depdsito total de eosindfilos
0o si el tratamiento esteroideo ha seleccionado una subclase
guimiotdcticamente menos activa de eosindéfileos circulantes®*?®. Ya
hemos indicado, al estudiar al ecosinéfilo, el efecto de los
esteroides, demostrado de forma mds reciente, sobre su activacidn
y subsiguiente liberacidén de mediadores de sus granulos.
~Mastocitos y baséfilos.

Los mastocitos parecen ser insensibles a los corticoides, no
habiendo efectos destacables sobre ellos en exposiciones in vivo
e in vitro.

En contraste con los mastocitos, 1los basdfileos humanos son
sensibles a los glucocorticoides in vitro, observiandose una
notable inhibicién de la liberacidén de histamina y leucotrieno
, tras incubar basdfilos humanos durante 24 horas con
esteroides®*. Por el contrario, el tratamiento de sujetos
normales con esteroides no reduce la liberacidn de histamina, a
pesar de la notable disminucién del nuimero de basdfilos
circulantes. Del mismo modo, los pacientes gque reciben un
tratamiento prolongadco por enfermedades alérgica o enfermedades
vasculares del coldgeno, tienen niveles normales de basdfilos
circulantes, que liberan histamina por un estimulo dependiente
de la IgE. Sin embargo, los basdfilos circulantezs de 1los

pacientes sometidos a corticoterapia crénica son mucho menos

reactivos a los efectos de los esteroides in vitro sobre la
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liberacion de mediadores, quiza porgque la corticoterapia elimina
de la circulacion los basdfilos sensibles a los esteroides,
dejando una subpoblacidn relativamente resistente su efecto-
inhibidor?**.

Es posible que los principales efectos de los esteroides sobre
nastocitos v baséfilos se relacione con la dindmica de este tipo
de células en los tejidos. En general, su administracidn oral o©
parenteral tiene escaso efecto sobre el numero de mastocitos
cutaneos o histicos (mastocitos "tipicos" o *"del tejido
conjuntivo"), y sin embargo, los esteroides toépicos reducen

claramente el numerc de mastocitos de la capa mucosa en y sobre

la superficie nasal®*.

I.10.3.Efectos en el asma brongquial.

Desde hace aflos se ha reconocido la eficacia de los esteroides
en el tratamiento del asma. Asi, se sabe que este tratamiento
mejora la funcidén pulmonar de los pacientes asmaticos en horas
o, en algunos cascs, dias después de 1la instauracién del
tratamiento. En muchos casos (aunque no en todos) se ha
demostrado que el tratamiento oral con esteroides durante dias
o semanas no produce efectos scobre la reaccidén inmediata a la
inhalacidén de un antigeno, mientras que disminuye o erradica por
complete la fase tardia de la respuesta pulmonar?’. Por el
contrario, la aplicacidn tépica de esteroides, como budesonida
o dipropionato de beclometasona, durante 2 a 4 semanas disminuye
la respuesta aguda y 1la tardia®*®. Las aplicaciones tdpicas
durante periodos breves (vgr menos de un dia) no tienen efecto

scbre la respuesta aguda, pero bloguean la respuesta tardia®*>”.
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En cuanto a los efectos de 1los esteroides sobre la
hiperreactividad bronguial (HRB), aunque en algunos trabajos nc
se han demostrado®®, en la mayoria se ha observadso una reduccidn
moderada de la misma®*'**?, Sin embargo, estos experimentos se han
realizado habitualmente en pacientes dque no presentaban
hiperreactividad severa ¢ asma brongquial grave. En este sentido
se ha indicado que el dipropionatc de beclometasona inhalado es
mas eficaz que la prednisolona oral para reducir la HRB basal,
lo que apunta la accidn local de los esteroides sobre la mucosa
respiratoria*?.

Dado gque, la inflamacidén de 1las vias aéreas es un factor
fundamental en la sintomatologia del asma, 1la accidn
antinflamatoria de los estercides es clave. Asi, los efectos gque
producen, pueden resumirse esquematicamente en:

1)Inhibicidén de la secrecidn de los factores de crecimiento y de
otros mediadores. Ya han sido referido los efectos inhibitorios
sobre los factores responsables de la proliferacién de células
como linfocitos, eosinéfilos, mastocitos ect. No inhiben 1la
liberacidén de mediadores de neutroéfilos humanos o mastocitos, y
se supone que no tienen efecto sobre la funcidén plaquetaria, va
gue se trata de células anucleadas.

Inhiben, ademas la secrecidén mucosa de las vias aéreas, por
efecto tanto directo, como mediante la reduccidn de la cantidad
de secretagogos de moco presentes en la via aérea.

2)Inhibicién de 1la liberacidén de metabolitos del &cido
araquiddénico y de PAF,

3)Inhibicién de la acumulacién de leucocitos en el tejido

pulmonar. Probablemente, por reduccién de la liberacidén de
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factores que los atraen.

4)Sinergisme o efectos permisivos scbre las respuestas
adrenérgicas. La reversidén de la' baja sensibilidad a las
catecolaminas mediante el tratamiento con esteroides tiene gran
importancia en la terapéutica del asma cuando se emplean beta
agonistas, y también puede ser importante en la eficacia de los
esteroides sélos, en la medida en que las catecolaminas enddgenas
regulan la funcidén de las vias aéreas.

5)Disminucién de la permeabilidad wvascular. La reduccidn del
edema asociado a la inflamacidén de las vias aéreas se debe a
efectos directos sobre las respuestas de permeabilidad vascular,

a la disminucién de factores que inducen la permeabilidad capilar

y a la reduccién de la acumulacidén de leucocitos?'?.
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IT.11. LA RINITIS ALERGICA.

I.11.1. RELACION CON ASMA BRONQUIAL.

Si bien se ha constatado gque un numero significativo de pacientes
asmaticos tienen rinitis alérgica, existen pocas pruebas dque
apoyen que la rinitis alérgica predispone al desarrollo de asma.
En un estudio epidemioldgico realizado en Tecumseh {Michigan),
se observd una incidencia de asma en sdélo el 1% de pacientes con
rinitis alérgica, tras un periodo de seguimiento de 4 anos®*.
Asi, aungue no se considera que el asma sea una complicacion de
una forma mds grave de rinitis alérgica, algunos individuos con
rinitis alérgica tienen HRB sintomdtica®?® (mds aun en la estacidn
polinica®**), y desarrollardn posteriormente asma®>’. Estudios
realizados con pruebas de provocacidon bronguial con antigeno de
ambrosia han demostrado gque existe una relacidén importante entre
el grado de reactividad de las vias aéreas inferiores de los
pacientes con asma por ambrosia y el de los pacientes afectos de
rinitis alérgica a la ambrosia®®.

Ademds, se ha comprobado que varios tipos de estimulacidn
irritativa, mecdnica, eléctrica e infecciosa de las membranas
mucosas nasales inducen cambios mensurables a nivel de las vias
aéreas inferiores®?’. Los pacientes con poliposis nasales tienen
una probabilidad del 25% al 30% de desarrollar asma bronguial?*°.
Por ultimo se ha indicado gque el tratamiento de la rinitis
alérgica con corticoides via nasal tiende a producir una mejoria

en la gravedad clinica del asma®**.
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I.11.2.RINITTS ALERGICA E INFLAMACION.

La importancia de los fendmenos inflamatorios en la patogenia vy
manifestaciones cliniéas de la rinitis alérgica parece similar
que para el asma bronquial.

Ante un estimulo antigenico desencadenante, se ponen en marcha
los mdiltiples mensajeros, células y mediadores implicados en la
inflamacidn de la mucosa nasal.

Para el estudio de estas células y mediadores participantes se
utilizan habitualmente diversas técnicas de obtencidn de las
nuestras. Asi, se pueden obtener muestras como resultado de
sonarse la nariz (secreciones), de raspados (epitelio superficial
y a veces secreciones), de biopsias (mucosa y subnucosa nasal),

o bien los lavados nasales utilizados mds recientemente para la

cuantificacidén de los diversos mediadores?4?.

I.11.2.1 Estudios citoldgicos.

El contenido celular de la mucosa nasal normal de lactantes,
nifcs y adultos estd constituido por numerosas células
epiteliales, entre ellas células columnares ciliadas y no
ciliadas, caliciformes y basales. Normalmente no se encuentran
células eosinofilicas ni basofilicas; sin embargo si pueden
observarse algunos neutrofilos y bacterias?*®,

Los pacientes con enfermedad nasal crénica secundaria a una
rinitis no inflamatoria o estructural tienen un citograma normal,
a menos gue coexistan varios mecanismos.

La enfermedad nasal alérgica activa cursa con aumento del nmimero
de eosindfilos®*®. En estudiantes universitarios, escolares y

lactantes se ha demostradc que existe una correlacidén mnuy
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significativa entre la eosinofilia de las secreciones vy
manifestacicnes de alergia tales como frotamiento de la nariz,
estornudos, aspiraciones, hidrorrea vy cornetas humedos e
inflamados. Asimismo, a 1los 30 minutos de wuna prueba de
provocacidn nasal con alergeno positiva se producen aumentos
significativos de la ecsinofilia en las secreciones nasales?*Z,
Por otro lado, el grado de eosinofilia parece que se relaciona
con la magnitud de la exposicidén alérgica y los sintomas, y se
han descrito disminuciones significativas de las cifras de
eosinéfilos tras la mejoria de los sintomas producida por el
tratamiento tépico nasal con beclometasona®'*, o mas recientemente
con fluticasona®®.

También se han observado en la rinitis alérgica incrementos del
nimero de basdéfilos, mastocitos y células caliciformes en el
epitelio y secreciones nasales.

Las células basofilicas (grandes-mastocitos, pequefias-basdéfilos)
se ha comprobado que son biolégicamente activas en la alergia,
siendo los leucocitos baséfilos los gue constituyen la mayor
parte de estas ceélulas basofilicas en los raspados mucosSos y en

las secreciones nasales?!?

. Sin embargo, se ha constatado que el
tejido de la mucosa nasal de pacientes con rinitis alérgica
contiene un numero sustancialmente mayor de mastocitos de mucosa
gque los controles no alérgicos®*??*>, Esto se relaciona en parte
con un mayor numero de precurscres de mastocitos hallados en la
circulacioén de sujetos alérgicos y también con una produccidn
local de factores de crecimiento de los mastocitos en la mucosa

nasal®?®. A medida gue aumenta la cantidad de células basofilicas,

los sintomas nasales se agravan y las respuestas a las pruebas
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de provocacidén se hacen mds intensas. Es frecuente, ademds, gque
el numero de estas células aumente en las secreciones nasales de
pacientes con rinitis polinica durante primavera y disminuya
cuando ha pasado 1la estacidén, asi comc después de una
inmunoterapia eficaz o de un tratamiento nasal tépico con
corticoides?*?/24%,

Todo lo anterior sugiere que la aparicién de las células
basofilicas en las secreciones nasales estd relacionada con el
papel que desempenan en la alergia nasal. En la rinitis alérgica,
ademds, se ha correlacionado el numerco de basdéfilos con la
eosinofilia nasal?®*®,

En los pacientes con rinitis crénica se observa una cantidad de
células caliciformes significativamente mayor en los raspados de
mucosa que en los individuos normales y, tanto en la rinitis
crénica como en la estacional, se ha observado una correlacidn
significativa entre el aumento de las células caliciformes vy la
eosinofilia de las secreciones?*?.

El nuimero de neutréfilos aumenta en casos de infeccidn
bacteriana, asi como después de la exposicién a algunos agentes
irritativos o productos quimicos, y en la fase tardia de 1la

reaccidén a estimulos antigénicos??.

I.11.2.2. Mediadores de la inflamacion en lavados nasales. Efecto
del tratamiento con corticoides.

El lavado de la cavidad nasal tras la estimulacidén antigénica en
los sujetos alérgicos muestra un incremento de los niveles de
glucoproteinas, prostaglandinas D2, leucotrieno C4, cinina y TA

Me-esterasa, una proteasa de actividad inespecifica. En los
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suijetos no alérgicos, estimulados con el mismo antigeno no se
observan estos mediadores y tampoco presentan sintomas®?.

Los sujetos alérgiceos estimulades presentan una segunda
liberacidén de mediadores en la fase tardia de la reaccidn, en la
que todos los mediadores antes sefialados, a excepcién de la
prostaglandina D2, estédn elevados en las secreciones nasales?®*.
Un gran numero de neutrdfilos y eosinéfilos y un significativo
numero de basdfilos infiltran la cavidad nasal durante esta fase
tardia®*®, por lo que la reaparicién de 1los sintomas y 1la
liberacidén de mediadores es probable que se relacione con este
infiltrado celular.

Por otro lado, el mecanismo de accidén de los glucocorticoides en
la rinitis se ha estudiado en experimentos gque revelaron
diferencias entre su administracién tépica u oral®**®-?**, En este
sentido, al igual que se indicé en el asma bronquial, el
pretratamiento de dos dias con esteroides orales antes de un
estimulo antigénico no demostrd inhibicidén de la fase aguda de
la respuesta al estimulo, y si una inhibicién casi completa de
la fase tardia. Asi pues, el tratamiento esteroideo oral no
inhibe la aparicidn de mediadores, sobre todo de los producidos
por los mastocitos (como la histamina y la prostagandina D2)
durante la fase aguda de la respuesta, mientras gue inhibe
completamente la aparicién de mnediadores en la fase tardia y
reduce la respuesta de impronta medida por la liberacidn de
éstos, asi como los sintomas?**®*. Mientras tanto, el tratamiento
con esteroides de uso tépico (durante una semana o mas) si inhibe
la fase aguda, como puede deducirse de la evolucidn sintomdtica

y de mediadores. Como ocurre con el tratamiento esteroideo oral,
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los esteroides de usoc topico también inhiben los sintomas de la
fase tardia, la liberacién de mediadeores y la impronta®?®.

Con respecto al infiltrado celular, tantc 105 esteroides topicos
como los orales, disminuyen la entrada de leucocitos en 1la
cavidad nasal®*'®. Cabe destacar que este efecto de los esteroides
es mas importante si la aplicacidn es tépica, lo gue parece
apoyar la hipdtesis de que los esteroides bloquean la acumulacidn
celular, inhibiendo 1la produccidén local de factores que
intervienen en el secuestro leucocitario.

Por otro lado, entre los diversos mediadores liberados por los
eosindfilos, que pueden ser evaluados en muestras obtenidas de
lavados nasales, se ha puesto especial énfasis en los ultimos
afos en la cuantificacidén de la MBP y ECP, y sus niveles tras
tratamiento con corticoides tépicos.

Asi, en los estudios realizados por Bascom y cols?®*®?*° ge apunta
el incremento del numerc de eosindfilos y MBP tras provocacidn
alergénica nasal y su inhibicién cuando son pretratados con
corticoides sistémicos.

Otros estudios muestran el incremento tanto de los niveles de
ECP***"**®*, como de otras sustancias (bradikininas, histanina,
leucotriencos, triptasa, arilsulfatasa B**'"***), en lavados nasales
de pacientes con rinitis polinica®**¢, al ser estimados en

primavera**

6 tras provocacién alérgénica?®?-253.2%5-235_ §n este
sentido, Bisgaard y cols?**® sefialan la elevacidn de los niveles
de ECP a las 6, 8, 10, y 24 horas de la provocacidén alergénica
en los pacientes tratados previamente con placebo, a diferencia

de los tratados con budesconida via nasal, en los que no hay este

incremento, existiendo diferencias significativas entre ambos
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grupos.
En diversos estudios se demuestra, asimismo, el descenso
significativo de los niveles de ECP-(estimados en lavados nasales
y en primavera) en riniticos polinicos tratados con corticoides

259

via nasal?®°®?%°, aunque en el trabajo de Linder y cols no se

aprecia la elevacidn estacicnal de estos niveles.

I.11.2.3. Eosinéfilos y ECP en sangre.

Como se ha indicado, en los pacientes con rinitis y asma el
nimero total de eosindfilos estd elevado con respecto a los
normales. Sin embargo este valor es bastante inferior en los
pacientes sin asma y ligeramente superior en los pacientes sdélo
con rinitis en relacidén con el grupo control. Asi, Mygind vy
cols.?** evaluaron por un lado 100 personas normales (grupo
control), 93 con rinitis crénica sin alergia demostrada, 45 con
rinitis alérgica demostrada y 55 con rinitis y asma brongquial,
encuentrando valeres medios de 225 eosinéfilos/mm® en el grupo de
rinitis alérgica y 143 eosinéfilos/mm®> en el grupo control. Por
este motivo parece que el recuento de eosinéfilos en sangre
periférica probablemente sea de poca ayuda en la evaluacidn de
los pacientes con rinitis.

Sin embargo, com¢c en el caso del asma, si podria tener mayor
validez, el recuento en suero de los mediadores liberados por
estos eosindéfilos, como Indice de activacidn y respuesta al
tratamiento antiinflamatorio.

Son pocos, hasta el momento actual, los trabajos que estudien
estos niveles séricos. Satoh y cols®**., obtienen clara

correlacién entre los niveles de ECP en lavados nasales y 1la
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severidad clinica y ligera tendencia entre esta sintomatologia
y los niveles séricos de ECP. Ademds, describen la correlacioén
entre la ECP y el numero de ecsindéfilos en sangre. En un estudio
posterior Beppu y cols®***, evalidan a 28 rinitis alérgicos,
demostrando niveles significativamente superiores de las cifras
de eosindfilos y de ECP (en relacidn al grupo control), tanto en
suero como en lavados nasales. En este mismo estudio, sin
embargo, no se describe correlacidén entre los niveles de ECP y
la cifra de eosinofilos séricos.

Por ultimo, Jong y cols®**® tras estudiar a 112 pacientes con
rinitis alérgica, indican la existencia de esta correlacidn

cuando la cifra de eosinéfilos es alta pero no cuando es baja.
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I1Y.1.JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Dado que 1lcos niveles de Proteina Catidnica del Eosindfile (ECP)
pueden ser 1indicadores del grado de activacién de los
eosindéfilos, y marcadores de la inflamacidén y su intensidad en
el asma bronquial o rinitis alérgica, consideramos necesario su
estudio en nuestra poblacidn (sanos y pacientes) para establecer
los niveles de normalidad y patoldgicos. En este sentide, no
existen aun trabajos en nuestro medio gque cuantifiquen

directamente estos niveles en suero.

Por otro lado, planteada la hipdtesis de que los niveles de ECP
puedan elevarse antes de que se inicie la exacerbacién del asma
y desciendan tras tratamiento correcto, creemos gque puede ser
importante establecer su utilidad para comprobar la eficacia del
tratamiento antinflamatorio propuesto, asi como herramienta en
la prediccidén de un enmpeoramiento de la clinica del paciente.

Existen pocos trabajos que realicen este estudioc en suero con una
poblacién amplia, y ninguno que acometa ambas patologias (asma
bronquial-rinitis alérgicas) y gue investigue ambos aspectos: la
utilizacidén de estos niveles en sangre como potencial forma de
monitorizar 1la respuesta al tratamiento y actividad de estas

enfermedades.
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II.2.0BJETIVOS

Asi pues, nos planteamos como objetivos concretos:

1) Analizar los niveles de ECP en un grupo de poblacidn normal,
sin antecedentes de sintomas respiratorios o riniticos (grupo
control), y en pacientes con asma bronguial y/o rinitis alérgica,
segun los distintos grados de severidad clinica y situacidn
atépica. Comprobaremos si existen diferencias en los valores de

ECP séricos en los distintos grupos estudiados.

2) Establecer si los niveles en suero de ECP pueden predecir un

deterioro del asma.

3) Evaluar la evolucién de los niveles séricos de ECP tras
tratamiento con corticoides inhalados, orales o via nasal en
ampbos grupos de pacientes (asmdticos y riniticos), estableciendo
si tras 1la terapia existe descenso significativo de estos

valores.

como objetivos secundarios estudiaremos la posible asociacidn
entre ECP y atopia, realizaremos controles de calidad de la
técnica de determinacidén, evaluando, de forma paralela, la
estabilidad de los eosinéfilos y la ECP a distintas temperaturas

y tiempos de congelacidn.
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MATERTAY. Y METODOS
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Para alcanzar nuestros objetivos se disend un estudio de casos-
controles, realizadc desde los meses de noviembre de 1993 a julio
de 1994, con un primer periodo de inclusion de pacientes hasta
febrero de 1994 y posterior seguimiento hasta la finalizacidn del
mismo. El1 tiempo medio de seguimiento de los pacientes fue de

162+43, con rango de é60-215 dias.

III.1. POBLACION

Fueron incluidos en el estudio un total de 139 personas,
divididas en dos grupos principales: un grupo control de 53
individuos sanos de la poblacidn general, de edad media 32%7
afics, sin antecedentes de atopia, en los que se previamente se
descartd mediante interrogatorio la existencia de sintomatologia
asmdtica o rinitica actual o pasada; y un grupo de 86 pacientes
consecutivos de edad media 29+13 anos, diagnosticados en nuestro
servicio de asma bronguial (N=69) o rinitis alérgica, sin ninguna
sintomatologia bronquial afadida (N=17).

La presencia de asma fue definida siguiendo los criterios de 1la
American Thoracic Society (ATS)?**, exigiéndose en todos los
pacientes la constatacidén de obstruccidén reversible de la via
aérea por un test broncodilatador positivoe (incremento de al
menos un 15% del FEV1 tras 1la 1inhalacién de 200 ug de
salbutamol), o un test de broncoprovocacién con metacolina
positive, siguiende la metodoleogia due expondremos con
posterioridad.

El diagnéstico de rinitis alérgica fue definido por la presencia
de sintomatologia compatible (estornudos, secrecidn acuosa vy

taponamniento nasal), de presentacién estacional, exigiéndose en
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todos los casos tests cutdneos positivos al menos a uno de los

alergencs probados.

En ambos grupos fueron deécartadas previamente otras patologias
respiratorias o generales asociadas mediante una historia clinica
completa, radiografia de térax y analitica general normales,
ademds de una exploracidén funcional en 1la gque no hubiera
alteraciones, a no ser las propias de la obstruccidn reversible.
Se recogid el hdbito tabaquico actual o pasado, asi como el
nimero de cigarrillos, y los antecedentes familiares de asma ©
rinitis alérgica de todos los pacientes.

Los criterios de exclusidn, asi como las caracteristicas de la

poblacién quedan reflejados en las tablas 4 y 5.
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e | CRITERIOS DE EXCLUSION:

¢ Pacientes con asma corticodependiente, gue tomen de forma
continuada corticoides via oral*

¢ Pacientes con enfermedad endocrina, autoinmune o vasculitis

¢ Pacientes con patologia cardiaca o digestiva que justifique
los sintomas respiratorios.

e Pacientes con EPOC, patologia intersticial pulmonar,
bronquiectasias, fibrosis quistica u otras enfermedades
respiratorias.

e Pacientes con sintomas respiratorios causados por patologia
neuromuscular.

» Mujeres embarazadas o durante la lactancia-
e Pacientes diagnosticados de Dermatitis Atdpica.

e Pacientes que no sean capaces de cumplir el tratamiento
y someterse al seguimiento,

*En el grupo de pacientes "graves", no es criterio de exclusion la
corticoterapia continua via inhalatoria.

TABLA 4
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TABLA S
Caracteristicas de los pacientes

asmaticos riniticos
n° 69 17
edad 29+13 32+7
Sexo v=30,h=39 v=9,h=8
fumadores*® 13(19%) 2(12%)
exfumadores® 9(13%) 0
n° cigarrillos 14*16 5
a.familiares** 31(45%) 9(53%)

*nimero y porcentaje respecto al total (entre
paréntesis).

**antecedentes familiares de atopia; ndmero y
porcentaje respecto al total.
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ITTI.2. EVALUACION CLINICA.

En el grupo de pacientes asmaticos se establecidé la gravedad
clinica mediante dos métodos:

1) el propuesto por Aas®* (AAS SCORE), que indica 5 grados de
severidad teniendo en cuenta la sintomateclogia y la medicacidn
recibida en el udltimo afno (tabla 6); vy

2) segun los criterios clinicos y funcionales establecidos en el
iltimo Consenso Internacional de diagndstico y tratamiento del
asma’, gue tienen en cuenta la sintomatologia y la exploracién
funcional efectuada en el momento de la revisidén, con lo que se
estimé la severidad clinica en tres grados: asma leve, moderada
o grave (tabla 7).

Una vez incluidos en los distintos protocolos de tratamiento que
expondremcs con posterioridad, se evalud nuevamente la situacién
clinica de los pacientes, siendo puntuados con 1, 2, é 3, segun
hubiera respectivamente mejoria, igualdad o empeoramiento de los

sintomas. Con ésto obtuvimos indices numéricos de evoluciodn

clinica.
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TABLA 6

AAS SCORE

1. Menos de 5 episodios por anc con menos de 7 dias
de duracién de sintomas y limitacion funcional y
largo intervalo libre de sintomas con funcién
pulmonar aparentemente normal*.

2. De 5 a 10 episodios por ano con menaos de 7 dias
de duracién de sintomas y limitacion funcional y
largo intervalo libre de sintomas con funcion
pulmonar aparentemente normal*,

3. Mas de 10 episodios por afic con menos de 7 dias
de duracién de sintomas y limitacion funcional y
largo intervalo libre de sintomas con funcién
pulmonar aparentemente normal, 0 mas periodos
prolongados (completando 12 semanas o mas por ano)
con obstruccién bronquial sintomética o aparente
deterioro de funcién pulmonar®*.

4. Mas de 5 episcdios por ana con obstruccion
prolongada (completando 6 meses 0 mas por ano)
mas episodios seguidos u obstruccidn crénica
sintomatica con limitacién de la funcién.

Asma bronquial que necesita establecimiento
de tratamiento y/o uso continuo de medicacion
esteroidea (cualquiera de las dos formas) para
clasificarlo en grado lll o mejor*,

5. Asma severa crénica incapacitante, exacerbaciones
agudas a pesar de la continua medicacion seguida
adecuada y con régimen de dosificacion sensato.

*Si el paciente tiene sintomas y signos de mds prolengada obstruccién bronquial (incluida
obstruccion subclinica), es permitido el inmediato grado superior.

*El asma inducida por el ejercicio es excluida siempre que la recuperacion es completa
con reposo y/o una unica dosis de broncodilatador.

*Los pacientes que usan broncodilatadores para prevenir o aliviar la obstruceion
brenquial, pertenecen al grado de severidad correspondiente a la cantidad y la duracién
de la medicacion usada y ¢l estado mds probable que tendria sin medicacion.
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TABLA 7

Gravedad clinica, segiin el Ultimo Consenso Internacional de
diagnostico y tratamiento del asma

ASMA LEVE

ASMA MODERADA

ASMA GRAVE

-Sintomas breves e
intermitentes<1-2
veces por semana.
-Asma nocturno
<1-2 veces al mes.
-Asintomatico
entre crisis.

-FEM 6 VEMS:
.>80% predicho
.Variabilidad <20%

-Exacerbaciones

>1-2 veces por semana.
-La exacerbacién

puede afectar la
actividad vy sueio.
-Sintomas nocturnos
>2 por mes.

-Sintomas crénicos

que requieren uso casi diario
de B2 de corta duracion.
-FEM 6 VEMS:

.60-80% del predicho
.Variabilidad 20-30%.

-Exacerbaciones
frecuentes.
-Sintomas continuos.
-Sintomas nocturnos
frecuentes,
-Actividad fisica
limitada.

-FEM 6 VEMS:
.<60% del predicho.
.Variabilidad <30%.

FEM:Flujo espiratorio maximo.
VEMS: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo.
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I1I.3. PRUEBAS DE ALERGIA.

Se establecio la presencia de atopia mediante la realizacidn de
tests cutdneos, por el métocdo del Prick?®, a los alergenos
comunes en nuestro medio (tabla 8) (Lab. Abelld Madrid). Se
utilizé control positivo de hidrocloruro de histamina, a una
concentracidn de 10 mg/cc y control negativo de suero salino. Los
extractos utilizados fueron del tipo glicerinado al 50% vy
conservados en fenol, estandarizados en Unidades Bioldgicas (BU)
Brighton. Tras la puncidén y depdsito del extracto se efectud la
lectura del test transcurridos 20 minutos desde su aplicacién,
siendo medido el habdn y no el eritema para evaluar la respuesta.
Se considerd como positivos sdlo los habones>16 mm*de &drea.
Asimismo, se determinaron los valores de IgE total y especifica
a los nmismos alergenos por el método de ELISA,

Segun los resultados de los tests cutaneos, los valores de IgE
especifica Yy las caracteristicas estacionales de la
sintomatologia, se dividid a los pacientes en asmaticos y
riniticos con sensibilidad a &caros (AA,RA), pdlenes (AP,RP),
mixtos (dcaros+pdélenes, AMI, RM) y por ultimo asmdticos
intrinsecos(aAIl), cuando existian repetidos tests negativos vy

contexto clinico compatible.
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TABLA 8
Alergenos testados en las pruebas cutineas

Alergenos

Dermatophagoides pteronissimus

Grupos :

PI: Platano PIV: Dactilo
Llago Canuela
Sauce Ballico
Olmo Timotea

PII: Abedul Poa
Fresno Grama
Olivo Holco
Encina PV: Artemisa
Acacia Parietaria

PIII: Avena Llantén
Maiz Taraxacum
Centeno

Trigo
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III.4. PRUEBAS DE FUNCION PULMONAR.

IIT.4.1. Se realizc el test de espirometria forzada basal
mediante una unidad electrdénica con transductor de presiodn
diferencial y neumotacografo de tamices desechables para la
deteccidén analdgica de flujos con interfase de conexidn a
ordenador PC compatible, aplicando los criterios de aceptabilidad
de la ATS?**° y SEPAR**’. Se determinaron los porcentajes respecto
al tedrico (C.E.C.3), segin edad, sexo y talla, para los
parametros FVC, FEV1l, FEV1/FVC%, flujo espiratorio al 25-

75%(MMEF) y Pico de flujo(PEF).

II1.4.2. La presencia de hiperreactividad bronguial se determind
mediante test de provocacidn inespecifico con metacolina.

Fueron excluidos y pasaron a prueba broncodilatadora, aguellos
pacientes gue presentaron FEV1<80% del tedrico, y/o FEV1/FVC%<70.
Se realizé mediante nebulizador Devilbiss 35B, con un didmetro
de particulas de 2-3 micras, siendo administradas inicialmente
cinco inhalaciones de suero salino tamponado (con fenol al 0,04%
de conservante), como diluyente. La espirometria se 1levd a cabo
en el plazo de 2 minutos tras suministrar el aerosol.
Posteriormente fueron administrados, seguin la técnica de RR
Rosenthal?®®, 5 inhalaciones (desde FRC hasta TLC), de
concentraciones crecientes (0.025, 0.25, 2.5, 10 y 25 nmg/cc) de
metacolina, con las que se obtienen Unidades Inhalatorias (IU)
acumuladas de metaceclina (0.125, 1.375, 13.88, 63.88 y 188.88 Ui
acumulativas), siendo realizada la espirometria a los 2 minutos

tras cada dosis.
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Se considerd test de metacolina positivo si tras cualquiera de
las 5 dosis crecientes se producia una caida del 20% o mas del
FEV1, con respecto al obtenido tras la inhalacidn del diluyente,
gue se tomd como el 100%. Asi fue determinado el valor de PD20,
o sea, la dosis acumulada de metacolina (expresada en UI), que
producia este descenso, calculado por interpolacidn lineal entre
los dos puntos adyacentes.

Asimismo se calculd la pendiente de la curva dosis-respuesta, a
través del 1indice estimado segun el métcocdo de O’Connor®*?,
modificade por Burrows*’®, siendo aplicada la fdérmula :
Log(({FEV1l inicial{tras diluyente)-FEV1l final(tras udltima dosis
de metacolina)/FEV1 inicialx100)/Log dltima dosis de metacolina

en ng/dl)+10).
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I11.5. PRUEBAS DE LABORATORIO:

Las pruebas de laboratorio fueron realizadas antes que la prueba
de provocacidén bronguial con metaceolina o los tests cutdneos
(estos dos en sesiones distintas).

II1.5.1. Hemograma:

Se efectud a todos los pacientes en cada una de las revisiones,

realizdandose contaje de leucocitos, neutrdéfilos y eosindéfilos (en

ne/ul).

III.5.2. Andlisis de ECP.

III.5.2.1. Recogida de sangre y separacion del suero.

A todos los participantes en el estudio les fueron extraidos 1l0cc
de sangre venosa en Vacutainer SST (serum separating tubes,
Becton Dickinson), siendo centrifugados (antes de transcurrida
1 hora de la extraccidén) para la separacidén del suero a 3900 rpm
durante 10 minutos. El suero resultante fue dividido en alicuotas
y congelado a -20% C.

El tiempo total empleado desde la recogida de la sangre hasta la
congelacion del suero no fue en ningun caso superior a los 140
minutos.

Para efectuar control de calidad de la técnica se recogieron de
forma aleatoria alicuotas de suero que fueron congeladas a -70:2C.
Ademéas, de las alicuotas congeladas a -20°2C y extraidas del mismo
suero, se realizaron determinaciones en diferentes plazos de
tiempo (<15, 15-30, 30-60, 60-180 y 180-235 dias). De esta forma
se evalud si la ECP se mantenia estable a -20¢ C con el tiempo,
Yy si los eosinéfilos seguian 0 no liberando mediadores. Para ello

se estimé si existian diferencias significativas respecto a los
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niveles basales en los distintos periocdos evaluados.

ITI.5.2.2. Determinacidn de ECP.

Se realizé por la técnica de Fluoroinmuncensayo (Pharmacia CAP
System ECP FEIA).

El fundamento del método es el siguiente:

-Los anticuerpos anti-ECP, unidos de forma covalente a los
InmunoCAP (InmunoCAP Anti-ECP), reaccionan con la ECP total,
contenida en la muestra de sueroc del paciente. Tras lavado, son
afiadidos nuevos anticuerpos anti-ECP marcados con una enzima,
formando un complejo. Tras incubacidn, los restos de complejo
anti-ECP-Enzima no unidos al InmunoCAP Anti-ECP son eliminados
por nuevo lavado, mientras el complejo unido es incubado
nuevamente con agente catalizador. Después de la inhibicidén de
la reaccidn, la fluorescencia del producto resultante es medida
en un Fluorocompteur (FluoroCount 96), Esta Fluorescencia es
directamente proporcional a la concentracién de ECP en la muestra
de suero.

Se determinaron en cada revisién al menos 2 alicuotas de suero
por paciente, siendo establecido el coeficiente de variacidn de
la técnica, asi como las diferencias absolutas entre ambas
determinacicnes. El valor que era considerado era el medio de
ambas mediciones.

Se detectaron valores de ECP séricos a partir de 2 ug/l.

105



IXII.6. SEGUIMIENTQ DE LOS PACIENTES.

Se controlo de forma mensual a los pgcientes. En estas revisiones
se realizd nueva evaluaciodn clinica, una espirometria forzada con
medicidn de los pardmetros indicados, un hemograma con contaje
de leucocitos, PMN y eosindfileos, y por ultimo determinacién de
ECP. Estas determinaciones eran realizadas en cada paciente a la
misma hora para evitar la influencia de las variaciones
circadianas en los niveles de eosindfilos y ECP descritas en la
literatura®’.

Se proporciond un numero de teléfono a todos los pacientes al que
podian llamar cuando presentasen reagudizacién de sus sintomas.
Si se producia tal circunstancia, eran revisados antes de
transcurridas 24 horas, siendo realizados los andlisis indicados
(incluido obviamente nueva determinacién de ECP}, y nueva
exploracidén funcional.

Si en cualgquier momento del seguimiento esta sintomatologia tenia
duracioén o intensidad suficientes para ser considerada como asma
moderada o grave, entraban en protocolo de tratamiento con
corticoides inhalados u orales.

En el caso de los riniticos se iniciaba protocclc de tratamiento
con corticoides tdpicos via nasal.

Un total de 3 pacientes fueron excluidos del estudio por
abandonar el seguimiento. Dos pacientes mds fueron apartados del
estudic, uno por reguerir ingreso hospitalario, y otro por ser
detectada, durante su seguimiento, una hernia hiatal con refluijo
gastroesofagico, considerdandose que esta patologia empeoraba su
sintomatologia respiratoria. Asimismo, no fueron incluidos en

protocolo de tratamiento los pacientes que presentaron
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reagudizacion de sus sintomas asmdtices asoclada a proceso
infeccioso concomitante de las vias respiratcrias, definido el
misme come dolor faringeo, sindrome febril vy/o tos con
expectoracion purulenta en los dias previos y durante 1la
agudizaciodn.

Iniciaron y completaron el tratamiento 60 de los 81 pacientes
evaluados (los 21 pacientes restantes eran asmaticos leves 6
riniticos no sintomaticos durante el tiempo de seguimiento vy
pacientes con infeccidn respiratoria concomitante). Estos 60
pacientes fueron divididos en cuatro grupos, segun el tipo de
sintomatologia que presentaban, y por tanto, el protocolo de
tratamiento en el que quedaban incluidos:

A) pacientes que presentaron durante el seguimiento sintomas
bronquiales exclusivamente (N=16), que realizaron tratamiento con
dipropionatc de beclometasona (DPB) inhalada (con aerosol) a
dosis de 1000 pg/24 horas (2 inhalaciones de 250ug/12 horas);
B)pacientes con sintomatologia exclusivamente rinitica (N=21),
que realizaron tratamiento con Budesonida via nasal a dosis de
200ug/ 24 horas (2 dosis de 50ug/12 horas);

C) pacientes con sintomatologia asmdtica y rinitica (N=16), que
efectuaron tratamiento combinado con DPBinhalada+Budesonida nasal
a las dosis indicadas , y; D) pacientes con sintomas asmaticos
graves (N=7) que, ademds de recibir DPB inhalada a dosis de
2000ug/ 24 horas, fueron tratados con pauta descendente de
corticoides orales (Deflazacor; 30 mg/24 horas iniciales, con
descenso de 7,5 mg cada semana y Ultima semana a dias alternos,
completando un total de 4 semanas de terapia). Es de destacar que

en este ultimo grupo fueron incluidos 9 tratamientos, por
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necesitar dos de los 7 pacientes una nueva pauta descendente de
corticoides orales, que se inicié después de 1 mes de finalizada
la primera.

Los grupos establecidos se aprecian en la fig 2.

En los grupos A,B y C se relizd una determinacidn inicial
(hemograma con contaje de eosindéfilos, valores de ECP) antes del
comienzo del  tratamiento (nivel Basal) y otras dos,
respectivamente, a los 21 y 60 dias de sequimiento. En el grupo
D, se efectud ademds de la estimacion basal, otra a los 30 dias
(una vez completada la pauta de corticoides orales). En los
grupos de pacientes con sintomas asmaticos (A,C y D), se efectud
ademds espirometria forzada en cada una de las revisiones.

Se admitid en los asmaticos leves y moderados el tratamiento con
B2 agonistas inhalados de corta duracién antes de la primera
determinacidén de ECP (suspendidos con 24 horas de antelacidn),
asi como con antinflamatorios inhalados (corticoides, nedocromil,
cromoglicato), que debieron ser suspendidos al menos 1 mes antes
de la misma.

En el grupo de asmaticos graves se admitid el tratamiento previo
con B2 agonistas, teofilinas y corticoides inhalados.

Los pacientes riniticos no habian recibido ninguin tipo de
tratamiento en al menos 1 mes previo a la determinacién de ECP,
Por dltimo, ninguno de los pacientes participantes en el estudio
habia recibido tratamiento con corticoides por wvia sistémica
durante al menos un mes antes de la cuantificacidén, a excepciodn
de un paciente incluido en el grupo de asmaticos graves que si
habia recibido tratamiento con corticoides orales (deflazacor

30 mg al dia en dosis descendentes) durante el mes previo a la
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FIGURA 2
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primera determinacion ( en el casc de los asmaticos leves y
moderados no lo habian recibido en los 3 meses previos).

Sélo los pacientes clasificados como leves se encontraban en
situacidn clinica estable, no presentando, al ser incluidos en
el estudio, antecedentes de exacerbacidn sintomdtica en los 5
meses previos a la extraccidén. El1 resto estaban en situacién
clinica inestable en el momento de la extraccidn.

Durante el sequimiento de los mismos hubo hasta un total de 26
pacientes <clasificados como leves previamente dgue  se
inestabilizaron clinicamente entrando, pues, en protocolo de
tratamiento.

Se permitid, en los pacientes que se reagudizaron durante el
seguimiento (asma moderada), el tratamiento con B2 agonistas de
corta duracidén antes de entrar en protocolo de tratamiento.

En el caso de los riniticos sélo se encontraban sintomdticos 2

casos cuando se realizd la primera determinacién de ECP.

Se definid, por 4dltimo, la situacidén de prediccidén de
reagudizacion sintomdatica cuando pudo demostrarse (en alguna de
las revisiones efectuadas durante el tiempo de seguimiento), una
elevacion significativa de los niveles de ECP (215ug/dl), en un
plazo previc menor de 1 semana a la reagudizacién de la
sintomatologia bronquial y/o rinitica, en pacientes estables con
anterioridad. Ademds, los pacientes implicados debian tener
previamente al menos una determinacién de ECP dentro del rango

de normalidad.
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III.7. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD-ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA.

Se realizd este estudio para justificar la eleccion de los 15
ug/dl como limite de normalidad (valor medio + 1DS), en relaciédn
a los 20 pg/dl (valor medio +2DS).

Asi pues, en la primera revisién (1¢ determinacién), se
definieron los términos de:

-verdadero positivo (VP): numerc de pacientes inestables
clinicamente (asmaticos moderados o graves, siendo excluidos de
este ultimo grupo los que estaban en tratamiento previo con
corticoides), que presentaron niveles de ECP mayores ¢ iguales
a 15ug/l (prueba positiva);

~falso negative (FN) como el nuimero de pacientes inestables
clinicamente que presentaron niveles menores de 15ug/l (prueba
negativa).

-verdadero negativo (VN) como el numerc de personas de la
poblacién control que presentaron cifras menores de 15ug/1, y por
ultimo;

~-falso positivo(FP) como el nimero de personas del grupo control

que presentaron valores maycres o iguales de 15ug/l.

Igualmente se analizd considerando como limite superior de

normalidad los 20ug/l.
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ITIT.7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los andalisis estadisticos fueron realizados por los programas
informdaticos Epi-info versidén 5.01 y Kwistat versidn 3.0.

Se efectud inicialmente una evaluaciéon global de los valores
medios en la primera determinacion de ECP, de todos los grupos
que hemos establecido (grupo control por un lado y grupeo de
pacientes por otro, con subdivisiones en este ultimo segun
gravedad clinica y sensibilidad alergénica), mediante test no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Con posterioridad se procedid al
andlisis por separado de cada uno de 1os grupos por el test no
paramétrico de U Mann-Whitney, para establecer si existian
diferencias significativas entre ellos y el grupo control.
Seguidamente, una vez estimada la evoluciodn de los valcores medios
de ECP tras la realizacién de 1los distintos protocolos de
tratamiento, se evaludé si existian diferencias significativas
mediante el test de rangos de Wilcoxom.

Por otro lado se establecid la conexiodn (en tabla 2x2), de la ECP
{positiva > de 15ug/dl, negativa menor de esta cifra), con los
enfermos (y cada uno de los subgrupos establecidos), en relacidn
con el grupo control. Se estimé asi la razdén de O0ds Ratio
(valores exactos vy limites inferiores y superiores exactos al 95%
de I. confianza) y la p por el test de Yates.

Para establecer las correlaciones numéricas lineales se utilizo
el coeficiente de Pearson.

Consideramos con significacidn estadistica a partir del valor de

p<0.05.
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IV.1.DATOS DE LA PRIMERA REVISTON.

IvV.1.1. RESULTADOS DE PRUEBAS FUNCIONALES-PROVOCACION CON
METACOLINA.

En la tabla 9 queda reflejada la situacidén funcional de ambos
grupos de pacientes (asmdaticos o riniticos}, y segun la gravedad
clinica en los asmdticos. Como era de suponer los parametros
funcionales (FEV1%,PEF,MMEF) descendian a mayor gravedad, con
funcién normal en los pacientes riniticos, préacticamente normal
en asmdticos leves, poco alterada en los moderados y algo mas
afectada en los graves.

Se pudieron completar un total de 55 pruebas de provocacién con
metacolina. En el resto de los casos no se pudo realizar o
completar por encontrarse el paciente sintomdatico, presentar
espirometrias con FEV1 basal<80% y/o FEV1/FVC%<70% respecto al
tedrico, o caer el FEV1 tras diluyente 220% respecto del FEV1
basal.

Los resultados de esta prueba de provocacién reflejan un
porcentaje de positividad mayor {(como era de esperar) en el grupo
de asmdticos (65%) que en los riniticos (13%), aunque con PD20
media paradojicamente en este dltimo grupo menor (y por tanto
tedricamente con "mayor hiperreactividad").

Sin embargo este dato carece de significacién, dado los pocos
pacientes con rinitis alérgica que presentaron metacolinas
positivas.

En relacion con la gravedad clinica, el porcentaje de metacolinas
positivas fue mayor en los pacientes con asma moderado en los gque

fue posible su realizacidén, que en los portadores de asma leve.
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Los valores medios de PD20 fueron, asimismo menores en el grupo
de asmaticos moderados gue en los leves. En los asmaticos graves,

como era ldgico, no fue realizada la prueba.

IV.1.2.SITUACION CLINICA.

La severidad clinica de 1los asmaticos, segun la gradacidn
propuesta por AAS®?), mostrd una distribucién de 13 asmdéticos con
el grado 12; 14 con el 2°; 28 con el 3°%; 10 con el 4°2; y por
iltimo 5 con el 5° gradc de mayor severidad.

Es, pues, apreciable gue la mayor parte de 1los pacientes
presentaban grados intermedios o bajos de severidad clinica
durante el afo anterior a la revision.

Cuando fueron establecidos los niveles de gravedad, segun el
Consenso Internacicnal’, obtuvimos un total de 44 pacientes con

asma leve, 14 con asma moderado y 11 con asma grave.

IV.1.3. CELULARIDAD EN SANGRE PERIFERICA.

El nimero de leucocitos, polimorfonucleares y eosinéfilos (tabla
10) fue mayor en los pacientes asmdticos que en los riniticos,
aungue sin diferencias significativas.

Se apreciaron diferencias en la celularidad segun la severidad
clinica de los asmdaticos, con incremento progresivo en el numero
de leucocitos vy polimorfonucleares, seglin aumentaba esta
gravedad. La cantidad de eosindfilos aumenté desde los asmdticos
leves a los moderados, presentando valores similares, aungue con
mayor dispersidén, en los asmdticos graves.

Sin embargo, globalmente, valores absolutos mayores o iguales a

400/ul1 (o sea en rango de eosinafilia) sdlo se dieron en 14
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N

pacientes, 1lo gque supone un 16% de todos los pacientes

estudiados.

IV.1.4. SITUACION DE ATOPIA.

La IgE total fue mayor en pacientes asmaticos que en riniticos,
aungue sin diferencias significativas (tabla 11).

Los tests cutdneos fueron positivos en un 81% de pacientes
asmdticos v en el 100% de los riniticos (condicidén de inclusidn).
Los porcentajes de positividades mayores se dieron para el
alergeno olivo en los asmaticos, y para los grupos de pélenes III
y IV en los riniticos. El tamafio medic de las pdpulas (en los
pacientes que presentaron tests cutdneos positivos) fue mayor
para el Dermatophagoides pteronissimus (DP) en el grupo de
asmdaticos (tamano medic 50+70mm*), y para el grupo de pdlenes III
(PITI) en riniticos (tamafo medio 953+82mm?)

En la tabla 12 queda reflejado el porcentaje de atdpicos para
cada grupo de gravedad evaluado, siendo destacable el numero
superior de polinicos en todos ellos grupos, a excepcidn de los

asmdticos graves que eran mayoritariamente intrinsecos.

116



IV.1.5. NIVELES DE ECP.

IV.1.5.1.En la poblacidn control obtuvimos un valor medio de ECP
de 9,34%5,76 ug/l, mientras que en el grupo global de pacientes
el valor medio de ECP fue de 17,59%16,85 ug/l, tal como se
aprecia en la tabla 13, donde se detallan ademds los valores de
los dos grupos de pacientes (riniticos y asmaticos). Tanto para
el grupo global de pacientes, como para los riniticos y asmdticos
por separado, existian diferencias significativas en los valores
medios de ECP con respecto al grupo control.

El coeficiente de variaciodn de los valores de ECP fue del 12,5%.

IV.1.5.2.La distribucidn de los distintos valores segun la edad
fue uniforme (figuras 3 y 4).

Estimamos como limite superior de la normalidad los 15 wug/l
(resultante de sumar 1 desviacién standar al valor medio
contrecl). En el grupo control sdélo 8 casos (15%) mostraron
valores por encima de ese nivel, mientras que 34 pacientes (40%)
presentaron valores mayores del dgue hemos estimado limite
superior de la normalidad.

Por otro lado, los valores medios de ECP fueron mayores en los
pacientes fumadores activos, en los que presentaban antecedentes
familiares de atopia, en el sexo masculino, en los que
presentaron metacolinas positivas, e IgE totales altas (>150U/1),

aunque sin diferencias significativas (tabla 14).

IV.1.5.3.En relacidn a la puntuacidén de AAS (fig 5), encontramos

que a mayor gravedad clinica los niveles medios de ECP séricos
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eran mayores, a excepciodén del grupo mds sintomatico (AS5), en el
cual fueron menores, y de los grados intermedios en que los

valores eran muy similares (AS 2 y 3).

IV.1.5.4.Con respecto a la relacidén de los niveles de ECP y la
gravedad clinico funcional del asma segun el Consenso
Internacional, realizamos previamente una evaluacidn global de
todos los grupos (Kruskal-Wallis), siendo estadisticamente
significativa (p<0.001). Los niveles medios de ECP en los tres
grados de gravedad presentaron niveles significativamente mayores
que en el grupo control (tabla 15). También encontramos
diferencias significativas entre los niveles de asmaticos leves
y moderados. Los valores en asmaticos graves diferian de forma
llamativa, segin hubieran recibido o no tratamiento con
corticoides inhalados en las semanas previas a la determinacidn
(medias en los tratados 12,95%+8,39ug/l y en los no tratados

25,05+20,55ug/1).

IV.1.5.5. Cuando establecimos la relacidén segun la sensibilidad
alergénica (tabla 15), comprobamos diferencias significativas,
al evaluar de forma global todos los grupos (Kruskal Wallis
p<0.001), v posteriormente encontramos diferencias entre cada uno
de los grupos (asmdaticos con sensibilidad a polen, dcaros, mixtos
o intrinsecos) y el grupo control, aunque con niveles medios

superiores en los asmdaticos con sensibilidad a &acaros.

IV.1.5.6.No hallamcs correlacién lineal significativa entre los

niveles de ECP y los parametros funcionales FEV1,(en valores
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absolutos y porcentajes respecto al teorico) y FEV1/FVC%. Tampoco
encontramos correlacidén con los valores de PD20, con el indice
de la pendiente de la curva dosis-respuesta, ni con los niveles

totales de IgE (Tabla 16).

IV.1.5.7.Por ultimo, si obtuvimos correlacidn lineal
significativa (fig 6) entre los niveles de ECP y la cifra total

de eosindfilos (coef. Pearson=0.32, p<0.003).

119



IV.2.DATOS EVOLUTIVOS CLINICOS, FUNCIONALES Y ANALITICOS EN CADA

GRUPQO SEGUN TRATAMIENTO.

IV.2.1.EVOLUCION DE LOS PARAMETROS FUNCIONALES.

Los parametros funcionales (basalmente no muy afectados, excepto
en los asmaticos graves), mejoraron en todos los grupos en que
se inicid tratamiento (tabla 17). No obstante, cabe hacer algunas
puntualizaciones:-en los grupos A (asmaticos tratados con DPB
inhalada) y C (asmaticos y riniticos tratados con DPB inhalada
y budesonida tdpica), la mejoria fue mayor cuando se evalud tras
los primeros 21 dias de tratamiento, nec modificdndose
prdcticamente (o incluso tendiendo al empeoramiento en algun
caso) en el mes siguiente; -en el grupo D (tratados con
corticolides orales, por presentar sus componentes mayor severidad
clinica), como era de esperar la modificacidn de los parametros
funcionales tras tratamiento fue mds apreciable, presentando los
pacientes tras el mnismo, medias de FEV1/FVC, PEF y MMEF en

valores similares al resto de los grupos.

iVv.2.2.EVOLUCION CLINICA.

La evolucién clinica (estimada por la media de los indices
establecidos previamente- tabla 17), fue de mejoria sintomética
en todos los casos del grupo D, vy con medias muy cercanas a 1
("mejoria") en el resto de los grupos, en el examen efectuado a
los 21 & 30 dias. A los 60 dias del comienzo del tratamiento,
mostraron (en relacidén al estado clinico que presentaban a los
21 dias), situacioén similar los pertenecientes al grupo A (medias

cercanas a 2), mientras que en el C la evolucién fue hacia mayor
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mejoria clinica (medias cercanas a 1).

IV.2.3.EVOLUCION’DE LOS NIVELES DE ECP Y CIFRA DE EOSINOFILOS.

En todos los grupos establecidos segin el tratamiento, 1los
niveles medios de ECP mostraron descensos estadisticos
significativos desde los valores basales, a los que presentaron
21 6 30 dias después. A los 60 dias de tratamiento, aunque los
valores eran menores dgue a las 3 semanas, no presentaron
diferencias significativas respecto a estos ultimos {tabla 18).

Es destacable el mayor descenso medio para el grupo de tratados
con corticoides orales (grupo D), y para el grupo Ccon mayores
niveles medios basales (grupo C).

Es apreciable, asimismo, gque los niveles tras tratamientoc fueron
incluso inferiores a los del grupo control.

Al analizar mds exhaustivamente los valores de ECP de los 60
pacientes incluidos en protocolo de tratamiento, obtuvimos los
siguientes datos:

-En el total de los pacientes, encontramos valores de ECP basales
por encima de los 15ug/1 (limite estimado de normalidad) en 37
casos. Separando los gque presentaron sintomatclogia exclusiva
rinitica y los asmdticos, vimos que 26 asmaticos (67% del total)
tuvieron niveles por encima de la normalidad, mientras gue en los
riniticos el incremento se objetivd en 11 (52% del total).

-En todos los cascos con niveles basales mayores de 15 upg/dl hubo
descenso tras el tratamiento con corticoides, siendo més
acentuado cuanto mas elevado era el nivel basal. A los 21 dias
de tratamiento so6lo quedaban 5 pacientes con valores (aungue

descendidos respecto a 1los basales) aun por encima de los 15ug/1.
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Estos niveles descendieron en todos los casos tras 60 dias de
tratamiento.

~Se observaron escasos ascensos "paradojicos" de la ECP durante
el tratamiento (en todos los grupos un total de 7; 5 a los 21
dias v 2 a los 60). Estos incrementos se apreciaron en pacientes
con niveles previos basales bajos, no aumentando, en ningun caso,

por encima de los 15ug/l, ni a los 21, ni a los 60 dias.

Por otro lado, el niumero medio de eosindéfilos en sangre de cada
grupo (tabla 19), en la determinacién basal se mantuvo en nivel
inferior al gque podemos considerar como rango de eosinofilia
(>400/u4l), a excepcidn del grupo D de asmdticos mas graves,
aunqgue en este grupo existia gran dispersidn de los valores.
Tras el tratamiento estos niveles descendieron en todos los
grupos, aungue en ninguno de ellos apreciamos diferencias
significativas respecto a los basales.

Al establecer la relacidén entre el nudmero de eosinéfilos y los
niveles de ECP séricos, se comprobd correlacién lineal
significativa para los valores ©basales (coeficiente de
Pearson=0,34, p<0.01)(Fig 7), mientras que tras el tratamiento
(a los 21-30 dias), no se encontré esta relacidn (coeficiente de

Pearson=0,17, p=NS) (Fig 8).

En la tabla 20 se aprecian los resultados de 1la relacidn
establecida a través de tablas 2x2 para valores de ECP
"positivos" o "negativos" (215 6 <15ug/l, respectivamente) y el

grupo de pacientes o control, siendo destacables los altos

valores de Ods Ratio (OR), tanto para el grupo global de
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pacientes, como para los distintos subgrupos establecidos
{condicién "ECP positiva" y "pacientes"), con p en todos los

casos significativas.

IV.3. PREDICCION DE REAGUDIZACTION CLINICA.

Teniendo en cuenta los términcs en que se definidé la elevacidn
de ECP como prediccidén de empeoramiento, pudimos objetivar
elevaciones que precediercn reagudizaciodn clinica en 6 cascs (10%

del total de los que se reagudizaron durante el seguimiento).

IV.4.ESTUDIO SENSIBILIDAD-ESPECIFICIDAD-VALORES PREDICTIVOS DE
LA PRUEBA.

Este estudio, realizado en la primera revisidn-determinacidn
basal, mostro valores de sensibilidad (tabla 21) apreciablemente
mayores cuando situamos el limite superior de normalidad en los
15ug/1 en relacidén a los 20ug/l (75% y 55% respectivamente). Los
valores de especificidad eran, obviamente, mayores para la
segunda opcidén, aunque diferian en menor medida. Esto mismo
sucedia para el VPP, mientras que el VPN era notablemente
superior para el primer limite de normalidad. Por iudltimo, 1la
eficacia glcbal era similar, pero algo superior para la primera

opcién (82,19% frente a 80,82%).
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IV.5.NIVELES DE ECP SEGUN TEMPERATURA (-202C 6 -70°C) Y TIEMPO

DE CONGELACION (-20°C).

Para estimar si los niveles de ECP diferian segun la temperatura
de conservacién, se estudiaron un total de 28 parejas de
alicuotas de sueros (cada pareja extraida del mismo paciente y
sesion), seleccionados de forma aleatoria del total.

Los niveles medios de ECP fueron de 12+24,4ug/1 para los
congelados a -20:C y 12,61+27,96ug/1 para los congelados a -70:C,
no existiendo, pues, diferencias significativas entre ambos. El
tiempo medio de congelacidén fue de 15+10 dias.

Como este tiempo medic de congelacidn estimamos que era corto
para establecer conclusiones, realizamos un segundo control de
calidad y determinamos los valores (del mismo paciente vy
extracciodn) en distintos tiempos tras congelacién a -20:2C, para
un total de 41 pacientes (fig 9). Los niveles medios de ECP en
cada uno de los periodos de congelacidén evaluados (<15 , 15-30,
30-60, 60-180, 180-235 dias) eran similares, no apreciandose, por
tanto, diferencias significativas, ni tampoco entre los niveles
determinados mds precozmente(<1l5 dias) y mas tardiamente (periodo

180-235 dias).
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Parametros funcionales, prueba de provecacién con

TABLA 9

metacolina en los pacientes

| T
‘ Ne EDAD FEV1% PEF MMEF METAC* 3 PD20**
RINITICOS 17 | 3247 86+7 113£21 12528 (+)13% % 8,44%5,14
ASMA(GLOBAL) 69 | 29*13 7613 88x15 BT *x35 (+)63% 75,29 +73,59
A.LEVE 44 26x10 81%9 95+ 18 99+30 (+)60% 87,92x79,71
AMODERADA t4 | 25211 74x18 93+£22 9129 (+)80% 42,47%x45,73
A.GRAVE 11 46*15 63*12 54+ 36 54+36 - -

FEV1:Flujo espiratorio forzado en el primer segundo. PEF:Pico flujo.MMEF:Flujo espiratorio(25-75%).
*Test de Provocacién con metacolina (porcentaje de positividades).

**pPD20 expresadasen Ul acumuladas.

Datos expresados en mediasxDS
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Celularidad sanguinea de los pacientes

TABLA 10

n° leucocitos polimorfonucleares eosinofilos
RINITICOS 17 | 60252032 3692+915 240227
ASMA(GLOBAL) 69 | 68562565 4013 £2531 276%285
A.LEVE 44 | 638411480 35391375 18797
A.MODERADA 14 | 6847+1628 3725+ 1447 449+286
A.GRAVE 11 | 7977x1921 5070+1421 429566

Datos expresados en medias£DS,
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TABLA 11

Niveles de IgE, resultado de los tests cutaneos

asmaticos riniticos
IgE total*® 289,18+261,16 384,82+370,18
tests cutaneos**: 81,16% 100%
Histamina# global:40x+22 global:45+17
DP# +:29%(50+£70) +:35%(61+£16)
global:18+43 global:24+29
Pl1# +:7,29%(28+14) +:5,88%(35)
global:7x7 global:7£8
PI1# +:26,08%(25+13) | 23,52%(32+14)
global:10+11 global:11+14
PIII# +:50,72%(49+31) +:76,47%(93 = 82)
global:28 £31 global:77 £ 82
PIV# +:49,27%(43 £ 35) +:76,47% (43 £35)
global:24+29 global:36+35
PV# +:27,53%(30x17) +:41,17%(30x23)
global:12x15 global:16£20
OLIVO# +:51,07%(45+32) +:41,17%(54+27)
global:27 +32 global:26+30

*expresadAo en IU/ml.

**porcentaje de tests cutaneos positivos respecto al total.

#porcentaje de tests cutianeos positivos. Entre paréntesis tamano
medio del habon(en mm2) en los que presentaron tests cutaneos

positivos. Datos expresados en medias*DS.

global:tamano medio del habdén en todo el grupo de pacientes (tests

positivos y negativos).
DP:Dermatophagoides Pteronissimus.PLILIILIV,V:P6lene I-V.
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Situacion atopica de cada grupo de pacientes

TABLA 12

Grupo Ne Atdpicos* Polinicos Acaros Mixtos Intrinsecos [
RINITICOS 17 | 100%(17) 13 1 3

ASMA(GLOBAL} 89 | 81%(51) 41 8 8 4
A.LEVE 44 | 93%(41) 32 3 6 2
A.MODERADA 14 | 88%(12) 6 B 1 1
A.GRAVE 11 | 35%(4) 3| - 1 1

A: asma.

*: Porcentaje y numero total, entre paréntesis.
2*%: Pacientes no clasificados en los otros grupos, por no demostrarse sensibilidad alergénica y no

ser claramente intrinsecos.
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TABLA 13

Niveles de ECP en poblacion normal(control) y en pacientes
evaluados (asmaticos y riniticos)

N°© ECP* pr*

CONTROL 53 | 9,34%5,76(2-24,2)

PACIENTES(TOTAL) 86 | 17,59+16,85(2,59-107) p<0.001
ASMATICOS 69 | 18,29+18(2,59-107) p<0.001
RINITICOS 17 | 14,76x10,94(3,8-46,8) p<0.03

*Niveles de ECP(valores medios=DS; entre paréntesis rango de valores).
**Test U Mann-Whitney (entre los valores medios de ECP del grupo control y los valores
de las otras poblaciones evaluadas).
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TABLA 14

Niveles de ECP, segiun las caracteristicas de la poblacion

ECP(ug/l)

ECP(ug/l)

—q

Sexo
Fumador
A.Familiares
Metacolina

IgE total**

v=19,73+20,36*
si=24,13+27,95%
si=20,15+21,17*
(+)=18,61+21,56*
alta=20,79+22,57*

h=15,82+13,23%
no=16,22+13,32%
no=15,37+11,70*
(-)=16,18+10,50%
baja=18,76+15,61%*

*p=NS
**JgEtotal

“alta">150UI/1,

"baja"<100 UI/L,
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TABLA 15 ,
Niveles de ECP segun gravedad clinica y
sensibilizacion alergénica.

ECP(ug/1)* p**
Control 9,34+5,76
Gravedad clinica
A. Leve 13,8+10,51 <0.03
A. Moderada 31,44%£29,33 <0.001
A. Grave 19,55%x16,71 <0.03
Sensibilidad alergénica
S. Pélenes 16,74+19,75 <0.05
S. Acaros 24,87 +8,53 <0.001
S. Mixta 13,6 +6,02 <0.05
Intrinsecos 22,25+18,49 <0.03

*Niveles de ECP (mediaxDS}.

**Test U Mann Whitney (diferencias estadisticas respecto a grupo control).

Diferencias leves-moderados (p<0.01).
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TABLA 16
Correlacion de los niveles de ECP con
parametros funcionales, prueba de
provocacion y niveles de IgE

Correlacion ECP
FEVIT* r=0,12 | p=NS
FEV1%%** r=0,09 | p=NS
FEV1/FVC% | r=0,10 | p=NS
PD20 r=-0,02 | p=NS
INDICE+ r=0,04 @ p=NS
IGE Total r=0,18 | p=NS§

+:Indice de la pendiente dosis-respuesta.
*FEVIT: FEVI1 total (en cc).
**FEV1%: % respecto al tedrico.
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TABLA 17

Funcion pulmonar y evolucion clinica de los distintos
grupos establecidos segiin el tratamiento.

Grupos segiin tto FEVI/FVC%* PEF* MMEF* CLINICA#**
A -Basal 73,38+11,30 88,92+20,34 84,83+29,92

-21 dias 76,27x£10,55 91,20+ 25,43 92,36+ 38,63 1,19x0,40

-60 dias 75,10+7,34 90,90+20,84 88,78 £40,2 2,09x0,70
C -Basal 76,94+38,78 93,56+14,85 89,071+25,56

-21 dias 79,50+8,71 100,69+17 101,61%29,19 1,37x0,72

-60 dias 78,57+11,79 100,43+23,33 112,60 40,36 1,28+0,48
D -Basal 69,63+11,48 65.87+35,58 71+40,99

-30 dias 78,86=*8,11 82,71+23,24 92,80+44,17

PEF: Pico de flujo. MMEF: Flujo espiratorio al 25-75%.

Valores expresados en % respecto a los tedricos, segan edad, sexo y talla (CECA).

**Evolucion clinica estimada por la media de los indices.

(1-mejoria, 2-igualdad, 3-empeoramiento).

A: Asmaticos tratados con BDP(dipropionato de beclometasona) inhalada.
C: Asmaticos y riniticos tratados con BDP inhalada y Budesonida tépica.

D: Asmaticos graves tratados con BDP inhalada+Detlazacor oral.
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Evolucion de los niveles de ECP en los distintos grupos

TABLA 18

establecidos segin el tratamiento.

Basal 21 o 30 dias 60 dias d.+
Grupos con tratamiento:
A)Asmalicost{hbeclometasona) 18,69+12,65 7,82 5,40%* 5,08 x5,65%% *p<ial 10,87
B)Riniticos(budesonida) 16,47+15,28 6,41+4,68% 5,15+3,08%*+* *n<0.01 10,06
C)Asmaticos+Riniticos(b+b) 21,82%27,93 7,90x6,25* 7,08+3,91%+* *p<0.04 13,92
D)Asmailticos{deflazacort) 19,38+17,83 J,14+1,38* *p<0.01 16,24

*Diferencias significativas entre los niveles basales y a los 21(grupos A,B,C) 6 30 dias(grupo D}.
**Diferencias No significativas entre los valores a los 21-30 y 60 dias,

{Test de Wilcoxom)

d.+: diferencias entre los niveles medios basales y a los 21 6 30 dias.
Valores expresados en medias +DS.
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TABLA 19
Niveles de eosinoéfilos y evolucion de los mismos tras

tratamiento.
|
Basal 21-30 Dias 60 Dias |‘
Grupos con tratamiento: l
A)Asmaticos(beclometasona) 287+ 255 217x145%* 200 123%*
B)Riniticos(budesonida) 286210 281 +202% 218 130%*
C)Asmaticos y Riniticos(b+b) 357219 | 297x167* 266+ 124%*
D)Asmaticos(deflazacort) 480606 | 156x87*

*Diferencias No significativas entre los valores basales y a los 21-30 dias.

**Diferencias No significativas entre los niveles a los 21-30 y 60 dias.
Test estadistico utilizado: No paramétrico de Wilcoxom.

Valores expresados en medias*+DS,
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TABLA 20

OR p*¥
Pacientes (global) 3,68(1,46-10,08) <0.01
AAG 9,00(3,04-27,75) <0.01
AANT 16,88(4,15-73,68) <0.01
A grupo A 12,38(2,88-56,32) <0.01
A grupo C 5,63(1,36-22,91) <0.01
A grupo D 7,03(1,17-42,26) <0.01
R grupo B 6,19(1,71-22,54) <0.01

OR: Ods Ratio.
*: Test de Yates.

AAG: Asmaticos agudizados (global).
AANT: Asmiticos agudizades no tratados previamente,

A grupo A: Asmatices tratados con beclometasona inhalada.

A grupo C: asmaticos+ riniticos, tratados con beclometasona inhalada y budesonida topica

nasal.

A grupo D: asmaticos graves tratados con beclometasona inhalada+deflazacor.
R grupo B: riniticos tratados con budesonida topica nasal.
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TABLA 21

Estudio de sensiblidad, especificidad,segun los
distintos niveles de ECP

Media+1DS(15ug/1) Media+2DS(20ug/l)
VP=15 VP=11

FN=5 FN=9

VN=45 VN=48

FP=8§ FP=5

S=75% S=55%

E=84,9% E=90,56%
VPP=68% VPP=68,75%
VPN=95% VPN =82,75%
EFICACTIA=82,19% EFICACIA=80,82%

S=SENSIBILIDAD=VP/VP+FN
E=ESPECIFICIDAD=VN/VN+FP

VPP=VALOR PREDICTIVO POSITIVO=VP/VP+FP
VPN=VALOR PREDICTIVO NEGATIVO=VN/VN+FN
EFICACIA=VP+VN/VP+VN+FP+FN
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
Niveles medios de ECP(ug/l)
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V.1.DISCUSION. PLANTEAMIENTO GENERAL.

En el presente trabajo se pretende una aproximacidn al fenodmeno
inflamatorio del asma. Ha guedado indicado cdémo en los ultimos
tiempos se ha establecido la importancia de la inflamacidn en la
patogénesis del asma bronquial, cémo 1intervienen multiples
células con funciones diversas, muchas de ellas motivo de
investigacidén, cémo estas células liberan "mensajeros" para
interrelacionarse entre si y por uUltimo mediadores que actuan
como efectores finales, responsables en gran parte de las
alteraciones histopatoldgicas y, por tanto, de la sintomatologia
y semiologia del paciente asmatico.

El esquema patogenético es, pues, sumamente complejo, y por ésto
mismo debemos ser cautos al intentar extraer conclusiones del
estudio de alguna de las células o mediadores implicados en esta
inflamacidn.

En este sentido, como afirma Kay®®, la precaucidn debe imperar en
las observaciones a nivel humano cuandc se aborda este tema
porque:

~-La presencia de una determinada célula o mediador es un
prerrequisito de su implicacién, pero lo contrario no es cierto.
Asi, la presencia de una determinada célula en las vias aéreas
no demuestra necesariamente su participacién en la patogénesis,
sino gque simplemente podria indicar gque 1la c¢élula estuvo
implicada en la regulacidén de la gravedad o en la extensiodn del
efecto.

-Los estudios experimentales en las vias aéreas o en sangre (por

la propia metodologia de realizacién de los mismeos), sdlo
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representan 1instantdneas estaticas de procescs gue son
enormemente dinamicos vy cambiantes. Queda, por tanto, en duda si
las células o mediadores gue hemos estimado pudieran ser
diferentes tiempo después o antes del momento elegido. Hasta que
se determinen los iIndices y la crecnologia de las entradas y
salidas (remocidn) de células inflamatorias, no se podra valorar
la total importancia de una determinada célula en la reaccidn
inflamatoria. Esto podria ser particularmente importante en lo
que respecta a los granulocitos, ya que éstos pueden "descargar"
mediadores y moléculas efectoras muy rapidamente tras su
estimulacion.

-El1 estado de activacion de 1las células en una lesiodn,
generalmente se desconoce. Esta activacién puede ser distinta,
dependiendo de las moléculas que las estimulen y la reiteracidn
de tal estimulacidén. Asi, la exposicidn a ciertas moléculas como
interferén gamma, factor de necrosis tumoral, ect, que por si
mismas no inician una actividad completa, tras un estimulo
subsiguiente si producen un efecto mucho mayor. A pesar de que
es dificil evaluar la importancia de este proceso en las
reacciones inflamatorias in vivo, parece considerable el
potencial de 1las células participantes para exteriorizar
diferentes grados de reactividad y, consecuentemente, de efectos
sobre las vias aéreas.

-La localizacidén de las células o de los mediadores puede ser de
vital importancia para la interpretacidén de su papel en los
procesos fisiopatoldégicos. Asi el BAL puede revelar una
combinacién celular diferente de la que aparece cuando sdlamente

se lavan las vias aéreas. Este factor es ain mds importante
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cuandeo identificamos una determinada célula ¢ mediador en sangre
y queremos atribuirle efectos que se ejercen a nivel local, osea,
queremos demostrar que su nivel periférico puede ser refleijo de
su valor y efecto en los tejidos, siendo légicamente el propio
tejido de las vias dereas el lugar critico de actuacidn de los
mismos y, por tanto, tedricamente el unico sitio védlido para su
estinacioén.

~-Por definicidén, los mediadores son de accidn relativamente
corta. Esto significa, en general, que sus expectativas de vida
en los tejidos o 1liquidos corporales son limitadas. La
estabilidad de cada mediador en los ligquidos biolégicos y lavados
varia significativamente. Asi, la deteccidn de mediadores en BAL
y mds aun en sangre, puede desfigurar de forma significativa la
verdadera combinacién de moléculas que, de manera dinamica,
impregnan los tejidos in vivo.

-Las células inflamatorias pueden estar significativamente
modificadas por el entorne de las vias aéreas. Células
estructurales (come se ha indicado para las epiteliales), pueden
tener un importante papel en la modulacidén de 1la acciédn,
especialmente reduciendo los efectos lesivos de las células
inflamatorias. Probablemente estos efectos son de importancia
considerable en el comportamiento de las vias aéreas ante una
respuesta inflamatoria.

Seguin todo lo anterior, puede parecer simplista establecer
conclusiones que se puedan extrapolar, con el andlisis de un
unico mediador (ECP), y de una sdéla de las células implicadas en
la inflamacidén {eosinéfilo), que lo elabora.

Sin embargo, es necesario subrayar, (como queddé referido en la
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introduccidn), que existen miultiples evidencias previas, basadas
en estudios realizados tanto en biopsias bronquiales como en BAL,
que establecen la importancia del eosinofilo y en concreto de la
ECP, como causante de las alteraciones histoldgicas encontradas
Yy su conexidén con la gravedad clinica y funcional de los
pacientesle ,53%,59,60,156~=159 .

Asimismo, se ha apuntado en la literatura el incremento sérico
de este mediador en el asma sintomdtico'®?¢**®, en el asma polinico
de forma estacional?®®, o tras la realizacidén de ejercicios en el
asma inducida por el esfuerzo'’®?, asi como su descenso tras
tratamiento antinflamatorio inhalado o via orall3®3s164,167,170.175
Asi, esta buena conexidén entre los niveles de ECP y la gravedad
clinica del asma y su evolucidén tras tratamiento, podria
permitirnos disponer de un marcador biolégico de actividad de la
enfermedad, que pueda ser utilizado para monitorizar la respuesta
al tratamiento. Dispondriamos asi de un eslabdén de conexidén entre

un efector final que provoca directamente lesiones histoldégicas

y los sintomas del paciente.

Por otro lado, en respuesta a las objeciones planteadas al
principio, existen evidencias de que la ECP es realmente efectora
de la destruccién epitelial y no sdélo actia de "espectador" o
"modulador" de las lesiones. En los estudios de biopsias
bronquiales efectuados, sobre todo por el grupo de Bousquets*-®?,
se describe que en las dreas de la membrana basal epitelial en
gque se objetiva la ECP (mediante estudio inmunohistoquimico con
anticuerpos monoclonales antiECP) liberada por los eosindéfilos

activados, es donde existe mayor destruccidén del epitelio
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subyacente, a diferencia de las dreas donde se objetivan
eosindéfilos pero con la ECP en situacidén intracelular (de
eosindéfilos no activados). Esto indica qgue lo verdaderamente
importante no es simplemente la presencia del eosinéfilo {gue si
puede ser simple '"espectador"), sino su activacidén®'t vy
consecuente liberacidén de mediadores al medio extracelular, como
efectores finales de dano epitelial.

En cuanto a la vida media de la ECP, es conocido que es corta,
siendo el tiempo de eliminacidén de sangre (tl1/2) en torno a 65
minutos. Este "turnover" estd acelerado en el asma aguda,
oscilando tras la estimulacidén alergénica de 15 a 30 minutos®®.
Seguin ésto, podria parecer que es de poco valor una estimaciodn
puntual cada 15 ¢ 30 dias para ver la evolucidn de los niveles.
Sin embargo hay que resenar que (a diferencia de lo que sucede
en el laboratorio tras una exposicidn alergénica puntual, en que
los niveles alcanzan en poco tiempo un nivel elevado y luego
descienden), en la exposicidn alergénica "natural" es previsible
que la actividad inflamatoria mantenida sea consecuencia de un
"continuum®” de exposiciones-activaciones celulares~liberacidén de
mediadores. Asi, podriamos tener un circulo vicioso, que
mantendria estos niveles elevados de forma prolongada, hasta que
mediante la terapia antinflamatoria lo rompiésemos.

Dada la imposibilidad de una monitecrizacidén continua de los
niveles de este u otros mediadores, es posible que esta "imagen
estdtica" pueda tener valor para el control de la actividad
inflamatoria y la respuesta al tratamiento.

Adends, como ha gquedado expresado también en la introduccién, es

destacable la importancia precisamente de la ECP, en relacidn con
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los demas mediadores, como causante de 1las alteraciones
histoldgicas y que, en el modelo indicado de "circulo vicioso"
o "cascada de activacidn", es probable gue mediante el estudioc
de una "parte" podamos tener una idea cuanto menos aproximada de

lo que pueda suceder en el "todo" de la inflamacidn.
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V.2.DISCUSION DEL METODO.

La eleccidn de la determinacion de ECP en suero en lugar de otros
ligquidos (BaL), lavados nasales, ect, donde los niveles pueden
reflejar de forma mas directa lo que sucede a nivel de la via
aérea 6 mucosa nasal, se sustenta por un lado en la aceptable
correlacidén gue se ha encontrado entre los niveles en suero y
BAL®®; por otro en los estudios previos en suero que indican su
posible correlacién con parametros clinicos y respuesta al
tratamiento??? 164,167,169.170,075: oy (ltimo, siendo un trabajo en el
gque se seguia a un grupo amplio de pacientes en diversas
situaciones de gravedad clinica y edad durante un tiempo
prolongado, se pretendia que sirviera para su utilizacidn
prdctica en la monitorizacidn del paciente asmatico. Resulta
obvio que no son los estudios de muestras recogidas por
Fibrobroncoscopia (por las molestias y propia morbilidad de la
técnica), los mdas 1iddéneos para este objetivo, aunque sean

importantes en andlisis experimentales.

En nuestro estudio existen dos partes bien definidas. Una primera
en la que se determinan los niveles de ECP en un grupo de
pacientes asmdticos y/o riniticos, (casos) y otro de poblacidn
sana (control) sin antecedentes de atopia, estimdndose las
diferencias entre los valores medios de ambos grupos. Una segunda
parte en la gue se establecen varios subgrupos de pacientes,
seguin la sintomatologia gque presentan, vy por tanto, el
tratamiento indicado. No creimos esencial el sequimiento de los

niveles de ECP en la poblacién control, puesto que los valores
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basales eran bastante cercanos a los descritos en la literatura

(como después comentaremos), y no se aprecian diferencias
significativas en los mismos entre los distintos grupos, aun
estimados en distintos momentos del ano.

Por otro lado, 1los resultados quizds hubiesen sido mas
extrapolables y significativos si hubiéramos considerado un grupo.
de pacientes asmaticos reagudizados y no tratados (o sin
tratamiento antinflamatorio), en el que se estimara la evolucidn
espontdnea de los niveles de ECP. Sin embargo, no consideramos
éticamente aceptable, a la luz de los conocimientos actuales, el
seguimiento a largo plaze de un grupo pacientes agudizados en el
que no entraran los farmacos antinflamatorios (y en concreto los
corticoides) en su esguema terapéutico habitual. Por tanto,
disenamos el tratamiento vy seguimiento de los pacientes,
aportando las ventajas de un mayor control de su enfermedad, a
través de méds revisiones de lo habitual y un servicio telefénico
disponible, y eliminando cualquier planteamiento negativo que se
efectuara para obtener unos resultados quizds mds "definitivos".
Ademds consideramos esta investigacidén como inicial, para una
posible aplicacidén prdctica en el seguimiento clinico habitual,
con 10 que el mismo debia acercarse a 1o realizable en el trabajo

diario.

Este ensayo posee un tamafio de muestra aceptable y suficiente
para que los resultados sean validos, tras ser realizada una
estimacidn inicial del tamano de la muestra necesaria. Ademas los
subgrupos establecidos son superiores en numero a estudios

similares existentes en la literatura consultada. Asi, en el
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trabajo de Juntunen-Backman y cols’®®., se evaluan dos grupos de
pacientes de 10 y 7 componentes, tratadcs con budesonida o
cromoglicato sddico respectivamente. Zimmmerman y cols*®*?, en un
primer estudio estiman la evolucidn de los niveles de ECP tras
tratamiento con esteroides inhalados en un grupo de 17 asmaticos
sintomdaticos y 17 asintomdaticos, constando su grupo control de
13 componentes; en otro posterior' estiman esta evolucidn en 14
asmaticos atdépicos y 13 no atépicos. Por uGltimo los grupos
investigados por Griffin y cols.?®” son todos ellos menores de 10

174

componentes y Venge y cols. analizan una poblacidén de 13
asmaticos.

En el seqguimiento de los pacientes tuvimos escasas pérdidas, que
en todos los casos fueron al inicio del estudio, existiendo un
cumplimiento notable por el resto de los pacientes, tanto de los
periodos de seguimiento, como del tratamiento propuesto. Esto,
posiblemente se debid, a una concienciacién previa de los
pacientes de la importancia del sequimiento de su enfermedad,
siendo puesto especial énfasis en el cumplimiento vy
administracién correcta del tratamiento, y por el hecho de gue
disponian en todo momento de un numero telefénico al que podian
llamar en cualquier momento de empecoramiento de los sintomas.
Excluimos del analisis a los pacientes con clinica de infeccién
concomitante de las vias respiratorias, puesto que esta patologia
puede alterar por si misma los niveles de ECP. De esta forma, no
consideramos esencial para los resultados y conclusiones de
nuestro trabajo (como ha sido descrito*®®) la estimacidén de otros

mediadores, como la mieloperoxidasa neutrofilica, para hacer la

distincién de agudizacidén de causa alérgica o infecciosa.
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Las poblaciones globales estudiadas (contrcl y pacientes) eran
homogéneas en edad y sexo siendo, en todo caso, la distribucion
de los valores de ECP igualmente homogénea por edades.,
Obviamente, en los distintos subgrupos estimados seqgun gravedad
clinica y sensibilidad alergénica, las medias de edad diferian,
sobre todo en los asmaticos intrinsecos y graves, con medias
mayores (como eran de esperar) en estos casos.

La situacidn clinica fue estimada por dos métodos: el propuesto
por Aas®® y el indicado en el dltimoc Consenso Internacional de
diagnostico y tratamiento del asma’. Esto fue asi, en el primer
caso porque es utilizado en miltiples trabajos para establecer
correlaciones entre la situacidén clinica vy 1los marcadores
bioldgicos de inflamacidén. En el segundo caso, porque creiamos
era el mds adecuado como indicador de situacidn clinica en el
momento de la revision, independientemente de la situacidn previa
durante todo el ano, por lo que probablemente (como asi fue), se
relacionara mejor gue el anterior con la actividad inflamatoria
del sujeto en cada revisién.

El andlisis de la evolucidn clinica del paciente se intenté que
fuese 1o mds sencilla posible. Por este motivo se establecieron
tan sdé6lo tres niveles numéricos, segun lo indicado por el
paciente en el interrogatorio. Asi, se puntud con 1,2 6 3 segun
la evolucidén sintomatica fuese de mejoria, igualdad o

empeoramiento de los sintomas, respectivamente.

El andlisis de los niveles de ECP se realizé siguiendo las
instrucciones indicadas por el laboratoric que suministraba los

Kits de determinacién (Pharmacia). Se tuvo especial cuidado en
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la técnica de extraccidén, conservacién inicial de la sangre,
centrifugacidén, y posterior separacioén del suero. Asi se
realizaron las determinaciones en cada uno de los pacientes a la
misma hora, manteniendo la sangre a temperatura ambiental
constante (aproximadamente 20°C), hasta su centrifugacidn. El
espacio de tiempo entre la extraccién y la centrifugacidén fue
similar e inferior a los 60 minutos, realizdandose la anterior
maniobra siempre a las mismas revoluciones y tiempo. Intentamos
asi evitar las variaciones en los niveles de ECP descritas en la
literatura por la elevada temperatura ambiental®?, excesivo
tiempo antes de centrifugacién®?, insuficiente centrifugacidn®”?
y ritmo circadiano de eosinéfilos y ECP?",

La conservacidn de los sueros se realizd a -20°C. En este sentido
existen discrepancias en los distintos estudios, en cuanto a las
temperatura de conservacidn necesaria, con una mayoria que los
realizan a =-702C!*®%7.27%17> y gtros que los realizan a -20°%%%172,
Dada la importancia metodoldgica de este hecho y el importante
sesgo que pudiera influir en los resultados finales, decidimos
realizar un estudio paralelo en el que se consideraron las dos
temperaturas de congelacidn, asi como otro en el que se estimaron
los niveles (a =202 C), en distintos plazos temporales. Como
conclusidn encontramos poca incidencia de la temperatura y del
tiempo de determinacién en los niveles de ECP y, por tanto, la
buena estabilidad a —-20°C. Este hecho abarata la técnica, ya que

no es necesario para su conservacidén un congelador de gran

potencia.

Los periodos de determinacién de ECP una vez iniciado el
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tratamiento nos parecen los adecuados, puesto que podrian ser
aplicables para la monitorizacidn practica de los pacientes sin
que eéstos abandonen el seguimiento, y son similares, ¢ incluso
inferiores, a los descritos por algunos autores para la
evaluacion de la actividad clinico-inflamatoria de la enfermedad
tras tratamiento. En los estudios referidos, estos periodos de
andlisis oscilan desde las 2'%*79, 4'"%-*"* § 5'*" gemanas hasta los

164

5 meses .
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V.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

En nuestro estudio obtuvimos unos nivele; medios séricos de ECP
en la poblacidn control (9,32ug/l), similares a los referidos en
series previas, que oscilan entre los 6ug/1**, y los 13ug/1**°, y
muy cercanos a los 9,8ug/l que obtienen Zimmerman y cols.** en
su grupo control. Sin embargo, hay que sehalar gque en ese trabajo
el grupo control es pequefio {13 componentes) y contiene 5
individuos atdpicos.

Estimamos como limite superior de normalidad los 15 pg/dl (valor
medio+1DS), y no los 20 ug/dl (valor medio +2DS), tras los
resultados del estudio de sensibilidad-especificidad. Al tratarse
de un estudio de casos-controles, los resultados de sensibilidad,
especificidad, ect.. gue obtuvimos no tienen mayor significado
que la simple comparacidén entre ambos limites, puesto que las
muestras seleccionadas no estdn corregidas por la proporcidn real
de enfermos-sanos de 1la poblacidén total. Asi, los valores
predictivos de la prueba han de estar necesariamente sesgados por

el tamano de las poblaciones elegidas.

Los niveles medics gque encontramos en el grupo de pacientes
asmaticos son inferiores o similares a los referidos en la
mayoria de las series, y algo superiores a los indicados en
otras. Asi, esos niveles oscilan desde los 13pug/l1 descritos por
Fergusson y cols'®® é Juntunen-Backman y cols*®** (en la serie de
Fergusson esos valores son para asmdticos sintomdticos, siendo

de 12ug/l para los asintomdticos) y los 56,6ug/l de Venge Yy

cols*™. Zimmerman y cols'*®>, por su parte, indican valores de
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28,9ug/1l en asmaticos sintomdticos y 18,5ug/l en asintomaticos
y, en un trabajo posterior’’, describen niveles de 36,9ug/l en
su grupo de asmaticos sintomé&ticos atdpicos, y 10,8ug/l en los

no atépicos. Mientras, Griffin y cols'

, refieren 28ug/1 v 23ug/1
respectivamente. Estas diferencias dependen, en la mayoria de los
casos, de la estabilidad o gravedad clinico-funcional de la
poblacidén estudiada, asi como del grado de sensibilizacién
alergénica y el momento del anco en que se han determinado los
niveles, no olvidando la posibilidad de distorsidn gque producen
los problemas metodoldgicos descritos. Es ademds destacable un
hecho: en las series donde los valores de ECP son menores es
precisamente donde se subraya el escaso valor de esta
determinacidon como monitorizacién de la actividad clinico-
inflamatoria de la enfermedad.

En nuestro trabajo y en la primera determinacidn, el nivel medio
relativamente bajo gue encontramos en los pacientes, pudo ser
debido al amplio grupo de asmdticos estables clinicamente (en los
cuales, los niveles eran bajos) y por otro, a los reagudizados
graves que realizaban tratamiento con corticoides inhalados
previamente. En el caso de la determinacién basal en los grupos
que se agudizaron y entraron, por tanto, en protecolo de
tratamiento, estos niveles algo inferiores quizds fuesen debidos
a los siguientes motivos:-en algunos casos la reagudizacidn no
era muy acentuada para producir una elevacion mas notable de los
niveles de ECP, como se demuestra por la escasa afectacidn
funcional; ~en el caso de los asmdticos graves se permitia el
tratamiento previo con corticoides inhalados (con lo cual era

previsible que los valores fuesen menores); —-la determinacidn se
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realizaba aproximadamente a las 24 horas del inicio de la
reagudizacién (una vez el paciente se ponia en contacto
telefénico con noscotros y era revisado), permitiéndose mientras
tanto que el paciente utilizara B2 agonistas inhalados de corta
duracioén, lo cual pudo descender en alguna medida los valores de
ECP (efecto descritc en la literatura®’!, aundque de forma mucho
menor gue con el tratamiento antinflamatorio); -por udltimo la
propia hetercgeneidad de los pacientes en cuanto a la existencia
de asmaticos atdpicos, con distintas sensibilidades alergénicas
, ¥ no atdpicos.

No obstante, es de destacar, en sintonia con la mayoria de
autores mencionados, el hecho de dque los valores sean
significativamente mds altos en todos los grupos de asmdaticos en
relacidén con la poblacidén normal.

En el grupo de riniticos sin sintomatologia bronquial anadida,
los valores de ECP medios son menores gue en los que presentaban
asma bronguial, aungue también con diferencias significativas
respecto al grupc control. Esto ultimo no ha de extranar,
considerando (como fue abordado en la introduccidn), que tanto
los "inductores" iniciales, comc los "mensajeros", células y
mediadores implicados en la inflamacidén de la mucosa hasal no
parecen diferir de los causantes de este proceso a nivel del
drbol bronquial de los asmaticos. Asi, se ha demostrado elevacidn
tanto de 1los niveles de ECP, como de otros mediadores
inflamatorios en fluidos de lavados y secreciones nasales de
pacientes con polinosig®*®-#%4.2¢2  zai como su descenso tras
tratamiento con corticoides via nasal®®®?*°., Los niveles séricos

se han descrito significativamente elevados®?®, o similares®® a la
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poblacidé sana.

Por otro lado, al evaluar la gravedad clinica de los pacientes
asmdticos mediante los grados establecidos por Aas (gue son
utilizadoes en diversos estudios por correlacionarse con
pardametros funcionales (FEV1)?*™®), encontramos relacidn inadecuada
con los niveles de ECP en suero, presentando niveles inferiores
en el mayor grado de gravedad clinica y similitud en los grados
intermedios. En un proceso cambiante en intensidad por
definicidén, como es el asma bronquial, es de esperar que el nivel
de ECP en un momento concreto no sea representativo del estado
del enfermo durante todo un ano.

cuando aplicamos la clasificacidén cliniceo-funcional segun los
criterios del Consenso Internacional’, obtuvimos gque los niveles
de ECP eran significativamente mayores en los tres grados de
gravedad con respecto al grupo contrcl, aunque en los asmaticos
graves los niveles eran inferiores que en los moderados. Esto
pude deberse (como en el caso de los valores del AS5) al hecho
de gque mds de la mitad de 1los asmaticos mas graves habian
recibido tratamiento con corticoides inhalados en las semanas
previas a la determinacidn de ECP. A favor de esta hipdtesis estd
el hecho de gue, cuando estimamos los niveles de forma separada
seguin hubieran © no recibido tratamiento, obtuvimos cifras
inferiores a las del grupo de asmaticos leves, en el caso de
haberlo realizado.

Otra posible explicacidén es la apuntada por Bousquet y cols®,
que estudian los niveles de ECP en BAL, y encuentra de forma

"Jlamativa" valores menores de ECP en el grado mayor de severidad
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gue evaluan (AS4) en relacidén al grado 3, indicando que este
hecho es debido al curso natural de los sucesos histoldgicos que
tienen lugar en un proceso inflamatorio crodnico como es el asma,
donde en estadios tardios disminuye la liberacidén de mediadores,
dando paso al predominio de procesos de indole reparativo.
Ademas hay que tener presente que el asma no es sélo inflamacidn
Yy gque en los asmaticos mds graves, precisamente por las lesiones
histoldgicas gue acontecen, es posible 1la existencia de
sintomatologia vy alteracién funcional, sin incremento de
parametros inflamatorios, al encontrarse las fibras nerviosas
"mds expuestas" a 1los estimulos exdgenos.

Es de destacar, ademds, que encontramos diferencias
significativas entre el grupo de asmdticos leves y moderados
siendo, por tanto, los pacientes con inestabilidad clinica (y no
tratados previamente) los que presentaron cifras mayores de ECP
(31,44ug/1), similares a las que se describen en algunos de los
trabajos referidos anteriormente.

Hay que resenar de todas formas la alta variabilidad de 1los
niveles de ECP (lo cual se aprecia por las DS), que indica las
acentuadas diferencias interindividuales existentes. Esto, aunque
en una primera valoracidén puede ser una dificultad para 1la
aplicaciodon prdactica de estos niveles, como después veremos, nos
servird para estimar precisamente en qué grupo de pacientes su
utilidad puede ser mayor.

Al estimar los niveles de ECP seguin la sensibilidad alergénica,
encontramos valores medios mds elevados en los que mostraron
sensibilidad a los acaros, lo cual era de esperar dada la época

del aho en que fueron realizadas la mayoria de primeras
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determinaciones (otono). En el restc de los grupos los niveles
fueron menores, aunque con diferencias significativas con
respecto al grupc control. Es destacable que nuestro grupo de
asmaticos intrinsecos mostrd niveles medios de ECP relativamente
altos, por lo que no encontramos las diferencias descritas en la
literatura entre asmdticos atdpicos y no atdpices'®''’°, Hay que
indicar, sin embargo gque esta media superior fue debido a los
elevados valores de 2 miembros del grupo (compuesto por 8
individuos). El resto de los componentes del mismo presentaron
valores menos elevados, e incluso similares a los del grupo

control.

No encontramos diferencias significativas en los valores de ECP
cuando fuercon consideradas las variables sexo, tabaquismo,
antecedentes familiares de atopia, positividad o no de la prueba
de metacolina y valores de IgE elevados 6 no, aunque si
encontramos niveles algo mayores en varones, fumadores,
existencia de antecedentes familiares, IgE elevada y metacolina
positiva. En este sentido, nuestros hallazgos son similares a los
descritos por Fergusson y cols'™ ' que tampoco encuentran
relacioén entre los niveles de ECP y el grado de hiperreactividad
bronquial estimada por la prueba de provocacidén con histamina o
metacolina.

Comprobamos, ademas, la existencia de una correlacidén
significativa entre los niveles de ECP y la cifra de eosinéfilos
en sangre periférica, cuando se estimaron basalmente. Esta
correlacion es similar o algo inferior a lo referido en la

literatura*sz-1e5-87
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De lo anterior pueden derivarse interrogantes como: Jipor gqué no
se utilizan simplemente estos niveles de eosindfilos para la
evaluacién clinica y respuesta ulterior al tratamiento?, o
expresado de otra forma c<qué aporta el estudio de los mediadores
liberados por los eosinéfilos a la determinacién del valor
absoluto de eosindéfilos en sangre?. En respuesta a esta pregunta
cabe plantear que una cosa es el numero de eosindfilocs y otra su
grado de activacion.

A favor de esta suposicidn estan los hallazgos obtenidos por
Bousquet y cols.®>**, ya referidos, que describen que en las dreas
de la membrana basal epitelial en que se objetiva la ECP es donde
existe mayor destruccidén del epitelio subyacente.

Esto indica gue lo verdaderamente importante no es simplemente
la presencia del eosindfilo, sino su activacién y la consiguiente
liberacién de mediadores al medio extracelular.

Por otro lado, en otros estudios’, se ha sugerido gque 1la
determinacidén de los niveles de ECP probablemente aporte escasa
informacién adicional al recuento de eosindfilos en sangre, en
los pacientes con asma que presentan pronunciada eosinofilia,
mientras que en los pacientes con eosinéfilos normales o
moderadamente elevados aportaria informacidn valiosa, al poder
existir cifras periféricas de eosindfilos relativamente bajas y
sin embargo importante activacién de los mismos (por tanto
niveles de ECP elevados). Este hecho es explicado porque
posiblemente en los casos con cifras normales o moderadas de
eosinéfilos, la reduccidén sea compensada con una mayor actividad
de los mismos, existiendo la suficiente concentracidn de células

para conservar la 'cascada" de procesos gque mantiene 1la
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inflamacidén activa.

Ademds hay gue recordar gue el "pool" de eosindfiles circulantes
representa sdlo la menor parte del total'**'*?, y que una parte de
la ECP medida en suero procede de los eosindfileos no circulantes,
por lo gque los niveles séricos de ECP es prcbable que no sean
idéneos para estimar el numero de eosindéfilos periféricos,
pudiendo reflejar sin embargo (como guedd referido en la
hipétesis previa), la actividad bioldgica y el "turnover" de los
mismos®*®.

En nuestro trabajo es de destacar la escasa cantidad de pacientes
(16%) gue presentaban cifras absolutas de eosindfilos en rango
de eosinofilia, mientras que los niveles de ECP estaban elevados
en una proporcidén significativamente mayor (40%), lo que puede
indicar la importancia de establecer el grado de activacidn de

los mismos y no su simple nidmero.

Por otro 1lado 1los niveles de ECP descendieron de forma
significativa en todos 1los grupos tras tratamiento con
corticoides. Este descenso fue mds acentuado en las primeras tres
semanas de tratamiento, en los que presentaron niveles basales
mayores y tras tratamiento con corticoldes orales.

Cuando consideramos los valores absolutos hay que senalar gue
todos 1los casos con valores mayores de 15ug/l1 (valor que
consideramos limite superior de normalidad) descendieron tras
tratamiento.

Han sidc ampliamente resefiados los efectos dque producen los
corticoides sobre la reaccidn inflamatoria como son reducir la

permeabilida vascular, inhibir 1la produccién de citoguinas,
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prevenir la migracién directa y activacion de las células
inflamatorias, limitar la degranulacidén celular, ect. Igualmente,
es conocido desde hace anos como los niveles séricos de
eosinéfilos pueden descender tras tratamiento con corticoides
inhalados o via oral. Sin embargo, en otros estudios se subraya
gue en pacientes con asma moderado se reducen en mayor medida los
niveles de mediadores liberados por los eosindfilos que su propio
numero, pudiendo esto indicar que la secrecién de proteinas
granulares y en concreto la ECP es mds sensible a los
glucocorticoides que la migracién o trafico de estas células, y
por tanto que su numero®*-'’*. Los resultados de nuestro estudio
apuntan en esa direccidén, puesto que no hallamos diferencias
significativas en el numero de eosindéfilos séricos tras el
tratamiento, mientras han quedado reflejadas estas diferencias
en los niveles de ECP.

Estos hallazgos estdn, pues, en consonancia con lo indicado por
Venge'’* o Adelroth®® que sugieren la importancia de estimar los
niveles de los mediadores inflamatorios, tanto a nivel sérico
como en BAL, y su descenso tras tratamiento, como indicadores de
actividad de los eosindéfilos e inhibicidén de la nisma tras la
terapia.

Asimismo, la correlacidn que encontramos entre los niveles de ECP
y la cifra de eosindéfilos antes del inicio del tratamiento, no
se halldé al finalizar el mismo, debido al importante descenso en
los niveles de ECP, con relativo mantenimiento de la cifra de
eosindfilos. Esto apunta en el sentido de hipdtesis referida del
mayor efecto de los corticocides sobre la inhibicidn de 1la-

activacién y ulterior degranulacion de los eosindéfilos, que sobre

167



el numero de los mismos, probablemente por la inhibicidn de la

secrecidén de las interleucinas gque median esta activacidn.

En todos los grupos encontramos significativa mejoria clinica en
la mayoria de los pacientes tras el tratamiento (estimada por los
indices medios de evolucidén clinica cercanos a 1), siendo esta
mejoria total en los tratados con corticoides orales.

Sin embargo, a diferencia de algunos trabajos*?* '’ vy en
consonancia con otros'™*™®, no obtuvimos buena correlacidén de los
niveles de ECP con los parametros funcionales evaluados, pudiendo
esto deberse, por un lado, a la poca afectacién funcional basal
de nuestros pacientes (como sucede en los estudios donde no se
obtiene esta correlacidn) y por otro, a la variabilidad propia
de los valores funcionales en el asma sintomdtico. Hay que
recordar la afirmacidén ya tradicional, aungue no por ello menos
cierta, de que la obstruccién en el asma es variable vy
reversible. Variable en cuanto a que se modifica espontdneanente,
0o con la simple maniobra de su determinacién. Reversible en
cuanto a que mejora por la accidn de un farmaco broncodilatador,
o de forma natural. Adn cuando es ostensible esta variabilidad
clinica y funcional no es menos cierto, a la 1luz de 1los
conocimiento actuales, que ademds puede ccexistir un sustrato
inflamatoric permanente, dque sea causante de posteriores
"agudizaciones" y "obstrucciones" y gue lleve a un deterioro
clinico~funcional progresivo. Es agqui donde los antiinflamatorios
pueden tener una actuacidén mds notable, rompiendo el circulo
vicioso de 1liberacidon de mediadores, y es donde podemos

considerar la estimacidén en suero de ECP, como pardmetro
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bicldgico para monitorizar 1la actividad inflamatoria y la

posterior efectividad de la terapia.

Perc también hay que resefiar la propia variabilidad
interindividual de los valores de ECP, reflejo de los miltiples
factores que inciden en el asma bronguial.

Asi, la inflamacidn de la via aérea, aungue destacable, no es el
unico factor gque interviene en la patogénesis de la enfermedad
asmatica.

Por elloc debemos considerar el "perfil" de los pacientes en los
que la estimacién de la ECP pudiera ser mds rentable para
monitorizar 1la efectividad del tratamiento: éste seria un
asmatico extrinseco, con niveles de ECP basales elevados
(>15pg9/1), sin tratamiento previo y clinicamente inestable. En
este grupo de pacientes los niveles de ECP y su evolucidn tras
tratamiento constituyen un indice bioldégico sensible de actividad
inflamatoria y respuesta al tratamiento.

Asi pues, la efectiva monitorizacién de los niveles de ECP nos
podria servir, en su caso, para estimar si las dosis de
tratamiento antiinflamatorio estdén siendo las suficientes o es
necesario su incremento o, para evaluar si son necesarios (si los
niveles de ECP descienden y se mantiene la inestabilidad clinica)
otros fédrmacos como anticolinérgicos, B2 agonistas de larga
duracion, teofilinas, ect, que incidan en otros factores
patogénicos y no simplemente en la inflamacidén. Esta medicidn,
como indica recientemente Zimmerman®’®, podria ser de especial
utilidad en ninos donde, dados los posibles efectos secundarios

del tratamiento corticoideo prolongado, es necesaria una
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evaluacion mas exhaustiva y prudente de su eficacia c¢linica,
siendo, pues, la poblacién en que puede ser mas beneficioso el

disponer de un marcador cuantificable de actividad inflamatoria.

Es necesario indicar, por udltimo, que los niveles de ECP son
marcadores bioldgicos de actividad inflamatoria, pudiendo servir
de apoyc para la toma de las decisiones terapéuticas subrayadas,
pero sin menoscabo, (como resulta obvio) de la trascendencia de
los pardmetros clinicos y funcionales, que serdn los mds valiosocs

para evaluar la efectividad del tratamiento antiinflamatorio.
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CONCITI.UOUSTONES
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1¢) Hemos encontrado niveles séricos de Proteina Catidnica del
Eosinoéfilo (ECP) significativamente mayores en los pacientes con
asma bronquial y/o rinitis alérgica que en la poblacidén normal,
lo cual probablemente esté en relacidén con la existencia de
actividad inflamatoria en el tracto respiratorio de los

pacientes.

22) Estas diferencias se mantienen para los distintos grados de
severidad clinica estimados siguiendo el Consenso Internacional,
asi como para los grupos estimados seqin la sensibilizacidn

alergénica.

32) Los niveles séricos de ECP descienden de forma significativa
tras el tratamiento con corticoides inhalados, via oral o tépicos
via nasal, relaciondandose con 1la buena evolucidén de la
sintomatologia clinica, mientras que no desciende
significativamente el nimero de eocsinéfilos.

Este descenso es mayor en los pacientes agudizados, no tratados

previamente y con valores de ECP elevados.

43) Por todo lo anterior, el nivel sérico de ECP parece ser un
pardmetro bidlogico apreciable de actividad inflamatoria, y su
estimacidn seriada podria servirnos para monitorizar la eficacia
del tratamiento antinflamatorio y, junto a la evolucién clinico-

funcional, como apcyo para la toma de decisiones terapéuticas.
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52) Debido a los problemas de aplicacioén prdactica de la técnica,
neo creemos que los niveles séricos de ECP se puedan utilizar de
forma generalizada como prediccién de deterioro de la enfermedad
asmdtica o rinitica, al ser necesaria su estimacién frecuente

para este objetivo.

6¢) No hemos halladc correlacidn entre los niveles de ECP y los

pardmetros funcionales o de atopla evaluados.

72) Hemos encontrado buena estabilidad de la ECP congelando el

suerc a -20°C, por lo que creemos es suficiente su conservacidn

a esta temperatura.
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RESUMEN
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Como se ha indicado en los ultimos anos, la inflamacidn parece
desempeniar un papel fundamental en la patogénesis del asma
bronguial y rinitis alérgica. Son miltiples las células y
mediadores liberados por ellas gue participan en este fendmeno
inflamatorio, con interrelaciones complejas y con efectores
finales, causantes de dano tisular.

Estas células y mediadores han sido estudiados en muestras de
biopsias bronguiales, liquidos de lavado bronccalveolar (BAL),
lavados nasales y suero, estableciéndose su relacidén con
pardametros clinico-funcionales.

Hay miltiples evidencias que sefalan que el eosindéfilo es una de
las principales células implicadas, demostrdndose su
participacién fundamental en la respuesta de fase tardia a
antigenos inhalados. Esta célula contiene en sus granulos cuatro
proteinas mayores: Proteina Bdsica Mayor (MBP); Neurotoxina
Derivada de los eosindfilos (EDN) © Proteina X; Peroxidasa
Ecosinofilica (EPO) y Proteina Catidnica del Eosinéfilo (ECP)}, que
son liberadas al medio extracelular tras su estimulaciodn
antigénica. Entre ellas, la ECP parece ser la mdas potente para
producir dano tisular, habiéndose establecido una Dbuena
correlacidén entre la severidad del asma y los niveles de ECP
en estudios realizados en BAL y suero.

Por otra parte se ha observado una buena correlacién entre los
niveles de ECP en el BAL y suero de los pacientes asmdticos, lo
gue apunta gque los niveles séricos pueden reflejar lo gue sucede

a nivel local.
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Por ultimo se ha indicado que los valores de ECP pueden descender
tras tratamiento antiinflamatorio inhalado, tdpico nasal o via
sistémica, lo gue sugiere gue estos niveles séricos de ECP
podrian ser utilizados para monitorizar la actividad de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento antiinflamatorio

utilizado.

Para establecer los niveles de ECP en la poblacidn de nuestro
medio y evaluar la anterior posibilidad , hemos realizado un
estudio en el que analizamos los sueros de 139 personas: un grupo
control de 53 personas sanas y 86 pacientes con asma bronquial
y/0 rinitis alérgica. Se evalud la situacidn atépica, clinico-
funcional, los niveles de ECP y eosinéfilos. Comparamos los
niveles medios de ECP entre el grupo control y de pacientes
globalmente, y seqgun 1la gravedad clinica o sensibilidad
alergénica gue presentaron. Se realizd un seguimiento mensual de
estos pacientes, durante una media de 162+43 dias, con estimacidn
de la evolucidén clinico-funcional y de los niveles de ECP Yy
eosinéfilos. Los pacientes que presentaron reagudizacidén (60)
entraron en 4 grupos de tratamiento (becometasona inhalada,
beclometasona inhalada + budesonida nasal, budesonida nasal sélo
% Dbeclometasona inhalada + deflazacor oral), segun su
sintomatologia y la gravedad de la misma, siendo medidos 1los
niveles de ECP y eosindfilos basalmente y a los 21-30 6 60 dias.
Hemos obtenido unos niveles de ECP séricos de 9,34%5,76 ug/l en
la poblacidén control, 18,29+18 en los asmaticos y 14,76%+10,94 en
los riniticos, existiendo diferencias significativas entre estos

2 grupeos y el control, asi como entre los diversos conjuntos
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establecidos seqgun la gravedad clinica 6 sensibilidad alergénica
y el grupo de personas sanas. Por ultimo, encontramos diferencias
significativas entre los asmdticos estables (leves) e inestables
(moderados) clinicamente. No encontramos diferencias
significativas en el numero de eosindfilos séricos entre estas
poblaciones.

Los niveles de ECP descendieron significativamente en todos los
grupos de tratamiento antiinflamatorio, con una mayor disminucion
en los gue tenian mayores niveles basales, y en los tratados con
corticoides orales. Este descenso se asocid a evolucidén clinica
favorable, aungue nc¢ pudimos establecer correlaciones con
pardametros funcicnales, probablemente debido a la variabilidad
de éstos, y quizds por la poca afectacidén funcional basal de los
pacientes evaluados. Los niveles de eosinéfilos descendieron,
aunque no de forma significativa.

Pudimos comprobar en un 10% de pacientes que los niveles de ECP
podian predecir la reagudizacién clinica.

Por 4ultimo evidenciamos la buena estabilidad de 1la ECP,
conservada a -20°C, no existiendo diferencias significativas en
sus niveles al conservarla a -702, ni tras un periodo de hasta

235 dias a -20=C.

Concluimos que los niveles séricos de ECP pueden ser marcadores
bioclégicos de actividad inflamatoria a nivel bronquial, gque su
medicidén seriada podria ser Util para la monitorizacidén de esta
actividad y para evaluar el efecto de los fdrmacos que la
suprimen. Esta monitorizacidn seria mds beneficiosa en pacientes

agudizados, no tratados, con niveles de ECP basales elevados y
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especialmente dtil en los ninos.

Sin embarge, para finalizar, es necesario subrayar que en el asma
subyacen otros fendémenos patogénicos ademas del inflamatorio, que
la misma inflamacidén presenta mecanismos sumamente complejos y
gue, necesariamente, en toda investigacidn de éstos, hemos de ser
cautos a la hora de extrapolar los resultados, por lo que, sin
que pierdan validez los mismos, siempre nos ha de quedar la duda
de si los hechos acontecidos pudieran explicarse por otras causas

gue se han escapado a la propia observacién.
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