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I. ABREVIATURAS

15-HETE: acido 15-hidroxieicosatetraenoico.

CD23: FceRIL

CD25: IL-2R.

Célula NK: célula natural killer.

CPA: célula presentadora de antigeno.

FceRI: receptor de alta afinidad para IgE.

FceRII: receptor de baja afinidad para IgE.

FEV: volumen espiratorio en el primer segundo de la espiracion forzada.
FVC: capacidad vital forzada.

G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos.
GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos.
HLA: antigeno linfocitario humano.

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1.

Ig: inmunoglubulina.

IL: interleucina.

IL-2R: receptor de interleucina 2.

IL-2Ra : subunidad alfa del receptor de interleucina 2.
IL-2Rp : subunidad beta del receptor de interleucina 2.
IL-2Rp : subunidad gamma del receptor de interleucina 2.
IL-4R: receptor de IL-4.

INF-y: interferon gamma.

LFA: antigeno de funcion linfocitaria.

LT: leucotrienos.

MCP-1: proteina quimiotéctica del monocito-1.

MCP-3: proteina quimiotéctica del monocito-3.

MPI-1a: proteina inflamatoria del macrofago-1alfa.

PAF: factor activador de plaquetas.
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PCy : concentracion de agonista broncoconstrictor que provoca una caida del FEV,; del
20%.

PCE: proteina cationica del eosinoéfilo.

PDy: dosis acumulada de agonista broncoconstrictor que provoca una caida del FEV, del
20%.

PEF: pico espiratorio de flujo.

PHA: fitohemaglutinina.

PG: prostaglandina.

RCT: receptor de la célula T.

sCD25: CD25 soluble.

sIL-2R: receptor soluble de interleucina 2.

sIL-4R: receptor soluble de IL-4.

TGF-B: factor transformador del crecimiento.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TNF-B: factor de necrosis tumoral beta.

VCAMS-1: molécula de adhesion vascular-1.
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1. MAGNITUD DEL PROBLEMA DEL ASMA

1.1. PREVALENCIA DEL ASMA

El asma aparece en todas las razas, pero su prevalencia varia entre el 1% y el 30% se-
gun el pais. Los estudios epidemioldgicos a nivel mundial indican un fuerte aumento de la
prevalencia del asma en los ultimos 30 afios en los paises desarrollados', que afecta princi-
palmente a la poblacion de raza blanca con edades comprendidas entre la infancia y adultos

.« 2
jovenes”.

En los Estados Unidos se calcula entre 9 y 12 millones el nlimero de personas afectadas
por asma’, constituyendo la primera causa de hospitalizacién en hospitales pediatricos y la
sexta causa del total de hospitalizaciones del pais. En los paises de la Union Europea, segin
los datos aportados por el estudio ISAAC?, la prevalencia de asma en la poblacion infantil se
situa entre el 9% (Portugal) y el 32% (Reino Unido), siendo del 10.5% en Espafia. En adul-
tos, existe una mayor prevalencia de asma en los paises del norte de Europa, situdndose en
Espaiia entre el 3 y 5%. A partir de estos datos puede deducirse que unos 3-3.5 millones de

espafioles se encuentran afectados por esta enfermedad.
1.2. TENDENCIAS EN LA SEVERIDAD DEL ASMA

También se ha objetivado un aumento en la severidad de la enfermedad, sugerido por

’ . . 5 .
el nimero de ingresos por asma en los hospitales”, aunque recientemente se ha confirmado
un descenso en los ingresos hospitalarios, probablemente como resultado del mejor control

de la enfermedad por el uso de farmacos antiinflamatorios.

En cuanto a la mortalidad por asma, existen diferencias entre los distintos paises. En-
tre mediados de los afios 70 y mediados de los 80, el indice de mortalidad aument6 entre 1.5
y 2 veces en muchos paises de todo el mundo®’. El énfasis en el tratamiento antiinflamatorio

puede haber jugado un papel destacado en la gradual caida de la mortalidad en algunos pai-
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ses como el Reino Unido®. En Estados Unidos, la mortalidad se cifra entre 1-1.6/100.000
habitantes, lo que representa unas 5000 muertes por afio, habiéndose incrementado la tasa de
mortalidad en cerca de un 80% en el periodo 1982-1992. En Nueva Zelanda se situa en 6.5
casos/100.000 habitantes. En nuestro pais, la tasa de mortalidad por asma se encuentra entre

las mas bajas de los paises desarrollados y es inferior a las de otros paises europeos, esti-

mandose en 0.12-0.15/100.000 habitantes/ano.
1.3. COSTOS DEL ASMA

Weiss®, sobre datos recogidos durante el periodo 1983-1987 y ajustandolos a 1990, esti-
ma el gasto causado por el asma en mas de 6200 millones de ddlares, incluyendo 3600 mi-
llones en desembolsos directos en asistencia sanitaria y mas de 2500 millones en bajas labo-

rales y ausentismo escolar.
2. EVOLUCION DEL CONCEPTO DE ASMA BRONQUIAL

El término asma, derivado del griego “actua”, que significa “jadeo”, fue acufiado
por Homero hacia el siglo VIII a.C. aproximadamente. Hipocrates (460-377 a.C.) se refiere
al asma en su tratado “Corpus Hipocraticum”. Areteo de Capadocia (siglo I-II d.C.), figura
de la medicina romana, consider6 al asma como enfermedad y no como sintoma, relacio-
nandolo con el ejercicio y la aparicion de crisis nocturnas. Sir John Floyer, en su “Treatise
of Asthma” (1698), describid la naturaleza nocturna de esta enfermedad, asi como la exis-
tencia de diversos factores condicionantes de la enfermedad como la herencia, el tabaco, la
ocupacion y las emociones. En 1860, Henry Hyde Salter public6 un tratado sobre el asma,
en el cual la define como “una disnea paroxistica de naturaleza peculiar, generalmente epi-
sodica, con respiracion satisfactoria entre los episodios”. Ademas postuld que la estenosis

de las vias aéreas era debida a la contraccidon del musculo liso.

La mayoria de las recientes definiciones de asma vienen derivadas del primer simpo-

sium CIBA de 1959, que la defini6 como “una condicién que cursa con estrechamiento de
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las vias aéreas con cambios en su severidad en cortos periodos de tiempo, bien espontdnea-
mente o con tratamiento, y que no se debe a enfermedad cardiovascular”. Como podemos
observar, esta definicion de asma aporta poco a la ya realizada por Salter un siglo antes y es
aun deficiente, por no referirse a la inflamacion de las vias aéreas, de importancia en la fi-

siopatologia de esta enfermedad.

La definicion mas actual de asma es la publicada en 1995 tras una serie de trabajos
con expertos internacionales, como parte de la Global Initiative for Asthma (GINA), inicia-
tiva de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y el Instituto Nacional de la Salud
(USA). Se refirieron al asma como: “trastorno inflamatorio crénico de las vias aéreas, con
participacion de multiples elementos celulares que incluyen mastocitos, eosinofilos y linfo-
citos T. En individuos susceptibles, esta inflamacion produce episodios recurrentes de sibi-
lancias, sensacion de falta de aire, opresion en el pecho y tos, particularmente por la noche o
a primera hora de la mafana. Estos episodios se encuentran habitualmente asociados a una
importante, aunque variable, obstruccion al flujo aéreo, que es reversible ya sea esponta-
neamente o con tratamiento adecuado. La inflamacion también causa un aumento de la hi-

perreactividad bronquial a multiples estimulos”.

Por lo tanto, los tres puntos fundamentales en la enfermedad asmatica son: la exis-
tencia de inflamacién de la via respiratoria, la hiperreactividad de la via aérea y la limitacion
variable al flujo aéreo durante cortos periodos de tiempo. Su historia natural estd condicio-
nada por una predisposicion familiar a la atopia, una sensibilizacion precoz durante la época
fetal o en la primera infancia, que condicionara la maduracion del sistema inmunitario hacia
el fenotipo T helper 2, y la existencia de procesos inmunoalérgicos repetidos con infiltrados
celulares eosindfilos y el consiguiente desarrollo de la obstruccion bronquial y de las mani-

festaciones clinicas.
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3. TECNICAS DIAGNOSTICAS EN EL ASMA

Se basan en la demostracion de la presencia de obstruccion variable de la via aérea, la
cual se puede evidenciar a través de una historia clinica compatible y de la medicion de la
funcion pulmonar, habitualmente mediante la espirometria con prueba broncodilatadora y/o

la medicién ambulatoria del pico de flujo maximo espiratorio (PEF).

3.1. PRUEBAS DE FUNCION RESPIRATORIA

Estan orientadas a la objetivacion de una obstruccion bronquial reversible. Son la es-
pirometria, la prueba broncodilatadora, la medicion del PEF y la provocacién bronquial in-

especifica.

La espirometria basal consiste en la realizacion de una espiracion forzada tras inspi-

raciéon maxima, con medicion de diferentes volumenes y flujos.

La prueba broncodilatadora consiste en repetir la espirometria forzada a los 15 minu-
tos de administrar salbutamol o terbutalina inhalada. Se considera positiva si el FEV| mejora
>15% y 200 ml o el aumento de la FVC>10% y 200ml. En los casos en los que no se obtie-
ne resultado se puede administrar un ciclo corto de corticoides sistémicos, que en algunos

pacientes pondra de manifiesto la reversibilidad.

La medida del PEF dos veces al dia ayuda a confirmar el diagnodstico de asma, al
demostrar la variabilidad diurna. También es util en el seguimiento del paciente. Variaciones
mayores al 20% confirman el diagndstico de asma. La variabilidad resulta de la siguiente

formula:

(PEF nocturno-PEF matutino) x100
Variabilidad = -
(PEF nocturno+PEF matutino)/2
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La provocacion bronquial inespecifica con tests fisicos, metacolina o histamina es
util si la espirometria es normal y la clinica dudosa, y para el asesoramiento de la severidad
de la enfermedad. Su positividad indica hiperreactividad bronquial. Hay que tener en cuenta
que la hiperrespuesta a los agentes farmacologicos es muy sensible de asma pero no especi-
fica. El paciente inhala concentraciones crecientes de un agonista broncoconstrictor, como
metacolina o histamina (también pueden utilizarse agentes fisicos como el ejercicio, inhala-
cion de suero salino hipertdnico, inhalacion de aire frio y seco e hiperventilacion isocapni-
ca). La espirometria se realiza a intervalos regulares (usualmente 1 y 3 minutos tras la in-
halacion), y el FEV, es medido. La concentracion que provoca una caida del FEV, del 20%
se llama PCy (si se refiere a la dosis acumulada del agonista se denomina PD,g). Se acepta
que los valores de PC, inferiores a uno previamente definido indican la presencia de una
hiperreactividad bronquial. A mayor hiperreactividad de la via aérea, mas baja concentra-

cion de broncoconstrictor es requerida para provocar un descenso del FEV; del 20%.

3.2. PRUEBAS INMUNOALERGICAS

Se utilizan para demostrar el agente etiologico del asma. Son las pruebas cutaneas, la

medicion de la IgE total y especifica y la provocacion bronquial especifica.

Las pruebas cutaneas se realizan como diagnostico de la alergia. Valoran la reaccion
alérgica inmediata, consistente en un habon producido por el aumento de la permeabilidad
vascular y el halo eritematoso circundante producido por el reflejo axénico, a los 15 minutos
de la aplicacion del alergeno que actia por un mecanismo IgE al que estd sensibilizado el
sujeto. El tamafio de la reaccion depende del grado de sensibilizacion al alergeno, de la can-
tidad aplicada y de la capacidad individual de los mastocitos para liberar a sus mediadores.
La demostracion de la sensibilizacion nos indica que ha existido una exposicion al alérgeno,
pero no que éste sea necesariamente el causante de la enfermedad, por lo que debe existir

una correlacion clinica.
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Los factores que influyen en la respuesta cutdnea son: la zona de la piel (la espalda es
mas reactiva que el antebrazo), los ritmos circadianos (presentan mayor reactividad por la
noche), la edad (son mas reactivos los adolescentes y jovenes) y los farmacos. En referencia
a estos ultimos, la respuesta esta disminuida por el uso de antihistaminicos, ranitidina, feno-
tiacinas y antidepresivos triciclicos. Los dos ultimos deben suprimirse 10 dias antes de la
prueba. En cuanto a los antihistaminicos, tienen un efecto variable segun la estabilidad de la
union de la molécula al receptor, asi el astemizol puede inhibir la respuesta cutanea durante
dos meses, el ketotifeno durante un mes, la hidroxicina durante 5-10 dias y los de nueva

generacion durante 3-4 dias.

Existen falsos positivos relacionados con la presencia de histamina u otros factores
irritantes inespecificos en el propio extracto alergénico y la existencia de dermografismo.
También hay falsos negativos que se relacionan con el empleo de extractos alergénicos in-

adecuados, una escasa reactividad cutanea individual o la interferencia de farmacos.

Las contraindicaciones absolutas para su realizacion son el tratamiento con [3-
bloqueantes, el embarazo y la enfermedad cutdnea generalizada. Son contraindicaciones
relativas la historia de anafilaxia grave, el dermografismo, los sintomas agudizados y el tra-

tamiento con antihistaminicos.

En cuanto a las determinaciones de IgE total y especifica, valores de IgE total supe-
riores a 100 U/ml (240 mg/1) suelen considerarse anormalmente altos y apoyar el diagnosti-

co de asma alérgica.
La provocacion bronquial especifica se realiza de forma similar a la provocacion

bronquial inespecifica, pero utilizando extractos alergénicos que pondran en evidencia el

agente etiologico del asma.
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3.3. PRUEBAS HISTOLOGICAS

Ponen en evidencia la inflamacion bronquial. Consisten en el anélisis del esputo y en
la fibrobroncoscopia. El analisis del esputo puede hacerse de espontaneo o inducido por sue-

10-11 : . r .7 .
11 La existencia de mas del 2% de eosindfilos es sugestiva de asma.

ro salino hiperténico
A través de la fibrobroncoscopia se puede realizar el lavado broncoalveolar y la biopsia

bronquial.

4. GRAMINEAS

A continuacidén expondremos algunas consideraciones importantes respecto a las

gramineas por ser el antigeno implicado en nuestro estudio.

El polen de las diversas gramineas es considerado el principal agente inductor de re-
acciones de hipersensibilidad tipo I. La familia de las gramineas (Poaceae) es la causa mas
importante de sensibilizacion alérgica a polenes en el conjunto de Espafia, siendo responsa-
ble de enfermedad polinica entre el 60% y el 100% segln la zona costera o interior'”, va-

riando la incidencia en el resto de Europa entre el 60% y el 85%.

Botanicamente se han descrito mas de 10.000 especies y 650 géneros, constituyendo
el 20% de toda la masa vegetal mundial. Pertenecen, dentro del grupo de las Angiospermas,

a la familia de las Hierbas.

Segun la forma en la que alcancen la cantidad acumulada de calor para su floracion,

se clasifican en gramineas de dia largo, gramineas de dia corto y gramineas neutras.

-Gramineas de “dia largo”: requieren para su crecimiento alta pluviosidad y frio, con-
diciones que se cumplen en los paises del norte de Europa y zona agricola de Nortea-
mérica. Son las gramineas de floracion tardia y que constituyen las praderas naturales.

No es propia de nuestra zona. La mas representativa es la Poa pratensis.
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-Gramineas de “dia corto”: son gramineas de origen tropical, que se caracterizan por
florecer con altas temperaturas, siendo la grama la graminea de crecimiento mas rapi-

do.

-Las gramineas neutras son aquellas que pueden florecer incluso en invierno con dias
soleados, siendo responsables de sintomas fuera de la época habitual de polinizacion.

Su maximo responsable es la Poa annua.

Las especies de gramineas mas importantes es nuestro pais tienen su época de polini-
zacién mayoritariamente entre los meses de Marzo y Junio. La mayor incidencia de polenes
de gramineas en nuestra zona ocurre preferentemente desde inicios de Abril hasta la primera

quincena de Junio, todo ello variando segun las caracteristicas climaticas de cada afo.

Las gramineas, por su gran extension vegetal, son la causa mas importante de polino-
sis en el mundo, sin embargo hay otros poélenes que son mas alérgicos, como ocurre con el
polen de la ambrosia o la Parietaria juddica. Se ha estimado, en relacion a las gramineas,
que niveles superiores a 50 granos/m’ de aire son reactivos para los enfermos'>. En la fami-
lia de las gramineas se ha demostrado una importante reactividad cruzada entre la mayoria

de sus especies, tanto silvestres como las cultivadas.

5. INMUNOTERAPIA

5.1. GENERALIDADES ACERCA DE LA INMUNOTERAPIA

El consenso internacional de 1998 define que la inmunoterapia especifica “esta diri-
gida a tratar una alergia importante a polenes, acaros, epitelio de animales y alternaria y
puede evaluarse cuando no es posible eliminar los alergenos o falla la medicacion adecuada
en el control de los sintomas de asma. La inmunoterapia especifica debe ser realizada sé6lo

por especialistas entrenados en su uso”.
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La inmunoterapia constituye el unico tratamiento etioldgico conocido del asma bron-
quial IgE dependiente, siendo en la actualidad la unica via para tratar de forma especifica e
individual un proceso alérgico. Consiste en la administracion, a un paciente alérgico, de can-
tidades crecientes de una vacuna que contiene el alergeno o los alergenos frente a los que
esta sensibilizado, hasta alcanzar una dosis de mantenimiento eficaz. Asi, se alcanza un es-
tado de tolerancia frente a los alergenos y se modifica la respuesta inmunoldgica del pacien-
te atopico tratado. La duracion del tratamiento generalmente estd entre 3 y 5 aflos. La via
general de administracion es la parenteral, pero también puede ser a través de las mucosas
(oral, sublingual, nasal). La inmunoterapia representa un proceso lento y gradual de inmuni-
zar a un paciente en el que ya se ha instaurado una respuesta inmune anormal, predominan-

temente IgE, frente a antigenos presentes en el medio.

En 1900 Curtis'* administré extractos acuosos de ciertos pélenes a sujetos afectados
de Fiebre del Heno, obteniendo en los mismos una aparente mejoria clinica. En 1911,
Noon'” realizé los primeros estudios clinicos a este respecto. Se basaba en que la Fiebre del
Heno, que estaba causada por una toxina presente en el polen, podria ser neutralizada por
una antitoxina especifica, producto de la inmunizacion activa del paciente. Ha sido en los
ultimos 15 afios cuando la eficacia clinica de la inmunoterapia ha sido demostrada en estu-
dios controlados doble ciego/placebo en pacientes seleccionados, de acuerdo con criterios
clinicos bien definidos, y utilizando vacunas alergénicas con extractos correctamente estan-
darizados y caracterizados'®'®. Diferentes sociedades internacionales de alergia han publi-
cado periédicamente documentos y posturas oficiales sobre el uso de la inmunoterapia como

tratamiento curativo de las enfermedades alérgicas' .

La inmunoterapia especifica previene el desarrollo de asma bronquial en pacientes
con rinitis e impide nuevas sensibilizaciones en un paciente alérgico™®. En el afio 1999 se
publicé un metaanalisis en el que se confirma la utilidad de la inmunoterapia, especialmente
en la reduccion del consumo de farmacos y en la reduccion de la hiperreactividad bronquial

especifica a los alergenos®. Otro metaanalisis de la Cochrane Database del afio 2003, con
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casi doscientas citas bibliograficas, reafirma la utilidad de la inmunoterapia en la mejora de

. . . , ., . . 26
la hiperreactividad bronquial asi como en la reduccion de sintomas y del uso de fairmacos™.

Si la inmunoterapia en décadas pasadas ha tenido detractores por carecer de una base
cientifica idonea y clara que explicara su mecanismo, afortunadamente es precisamente en
los ultimos 15 afos cuando a través de diversos parametros inmunolégicos se han podido
demostrar los cambios que induce en la dindmica de las respuestas por hipersensibilidad. Asi
pues, en el momento actual, paralelamente a la mejoria clinica, dichos parametros inmuno-
logicos nos reflejan cambios favorables que justifican la buena evolucion clinica tras la ad-

ministracion de la inmunoterapia y sobre todo su indicacion.

5.2. TIPOS DE EXTRACTOS DE INMUNOTERAPIA
Los extractos utilizados en la inmunoterapia pueden ser:
-Acuosos: necesitan un mayor numero de dosis hasta alcanzar la de mantenimiento.
-Retardados (depot): Se trata de un extracto de liberacion lenta, en una suspension,
absorbidos en hidroxido de aluminio. Este proceder tiene la ventaja que le permite la
administracion de un nimero menor de dosis a intervalos mayores.
-Modificados: Se trata de un extracto polimerizado llamados alergoide, sometido a
modificacion quimica mediante tratamiento con formaaldehido, gluteraldehido o algi-

nato para disminuir la alergenicidad del extracto madre conservando su inmunogeni-

cidad.
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5.3. ESTANDARIZACION DE EXTRACTOS

Entre finales de los 70 y mediados de los 80 se desarrollaron métodos destinados a la
determinacion de la actividad alergénica total en unidades con un significado clinico, lo que
se conoce por Estandarizacion Biologica® . Estos métodos se basan en la preparacion de
extractos de referencia cuya actividad in vivo, expresada en unidades bioldgicas, se ha de-
terminado por bioensayo en la piel de pacientes alérgicos. Una vez que se dispone de extrac-
tos de referencia, la determinacion de la actividad de los extractos destinados al uso clinico
se hace por comparacion con las referencias mediante RAST de inhibicion. De este modo, se
puede determinar la actividad alergénica, expresada en unidades bioldgicas/ml, de cualquier

extracto siempre que se disponga de una referencia de la misma especie.

La actividad alergénica total de extracto representa la suma de las actividades indivi-
duales de los alergenos presentes. Un control adecuado de un producto alergénico requiere
no solo el conocimiento de su actividad alergénica total, sino ademas la determinacion de la
concentracion de los alergenos individuales. Este control se conoce por Estandarizacion en
Unidades de Masa. La Union Europea exige desde 1993, a los productos alergénicos, la
cuantificacion del componente activo en unidades biologicas y complementariamente la

utilizacion de unidades de masa para alergenos bien definidos.

5.4. PAUTAS DE ADMINISTRACION DE LA INMUNOTERAPIA ESPECIFICA
POR VIA SUBCUTANEA

La inmunoterapia especifica subcutdnea, hasta el momento presente, se concibe co-
mo un tratamiento a largo plazo. Asi, independientemente de como se establezca la dosis de
mantenimiento, se administra esta misma dosis, a intervalos mas o menos largos, durante un
periodo de tiempo prolongado, habitualmente de 3 a 5 afos. Sin embargo, dependiendo de
como se administre el extracto alergénico en su fase de iniciacion, la inmunoterapia se ape-

llida convencional, agrupada (cluster) o rapida.
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La pauta convencional es la mas usada. Habitualmente se hacen diluciones 1/10 y
1/100 del extracto de mantenimiento y se comienza con el vial mas diluido. Se aplica una
sola inyeccion semanal doblando cada semana la dosis anterior, hasta alcanzar la dosis de
mantenimiento (fase de induccidn o iniciacion), la cual se repetird mensualmente durante 3-
5 afos (fase de mantenimiento). Estas pautas convencionales precisan de 12 a 15 semanas.
Idealmente, la dosis de mantenimiento debe ser la mas alta que tolere el paciente sin produ-

cir efectos secundarios (dosis Optima). Habitualmente se utilizan extractos depot.

La pauta rapida (rush) se aplica en régimen hospitalario con dosificacion similar a las
pautas convencionales pero aplicando las inyecciones cada 30-60 minutos. Se tarda solo de

1 a 3 dias en alcanzar la dosis de mantenimiento. Se emplean extractos acuosos.

La pauta semirrapida o agrupada (cluster) es la administracion de varias dosis en un
mismo dia, con intervalos de 30 minutos entre cada una de ellas y habitualmente cada 3-7
dias, con lo que puede alcanzarse la dosis de mantenimiento en 3-4 sesiones. Pueden em-

plearse tanto extractos acuosos como depot.

5.5. MODALIDADES DE APLICACION DE LA INMUNOTERAPIA ESPECIFICA

Existen dos modalidades de aplicacion de la inmunoterapia: la preestacional y la coes-

tacional (también llamada perenne).

La inmunoterapia preestacional consiste en la aplicaciéon de un extracto alergénico
que se inicia y finaliza antes de la época de la polinizacion. No se aplica durante la estacion
polinica Se emplea so6lo en caso de hipersensibilidad a pélenes con manifestaciones estacio-
nales. Existen distintas pautas, dependiendo del nimero de dosis que se apliquen de forma

semanal: 3, 4, 7 y 14 semanas.

La inmunoterapia coestacional o perenne es aquella cuya fase de iniciacion comienza

antes de la época de polinizacion, alcanzandose el mantenimiento también antes de la esta-
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cion polinica. Se aplica durante todo el afo, si bien, la dosis de mantenimiento suele reducir-
se a la mitad en la estacion polinica, para volver a aquella tras la fase de polinizacion. Se
utiliza en el caso de pdlenes y alergenos no estacionales, como acaros, epitelios de animales,

etc.

5.6. MECANISMOS DE ACCION DE LA INMUNOTERAPIA

Aunque la inmunoterapia se emplea desde hace afios con una eficacia clinica demos-
trada, su mecanismo de accion no se ha determinado. Esto se debe, en cierta medida, al co-
nocimiento limitado que se tiene de los factores que intervienen en la respuesta inmune alér-
gica, lo que limita de modo importante el estudio de sus posibles mecanismos de accion. Sin
embargo, en los pacientes que han recibido inmunoterapia se pueden detectar una serie de
modificaciones clinicas e inmunologicas que parecen reflejar el estado de tolerancia que se
induce frente al alergeno®': disminucién de la reaccion cutanea, abolicion de la fase tardia de
la reaccion alérgica, disminucion del grado de hiperreactividad bronquial tanto inespecifica
como especifica, disminucion del nimero de células inflamatorias en mucosas y de media-
dores liberados por estas, desaparicion del aumento estacional de IgE, aumento de los nive-

les de IgG; e IgGy especifica y una reduccion de la gravedad y frecuencia del asma y rinitis.

. .y . . 32 I3
En cuanto a los mecanismos de accién de la inmunoterapia®, se sabe que ésta produ-

ce cambios humorales y cambios celulares.

5.6.1. Cambios humorales producidos por la inmunoterapia

Respecto a los cambios humorales™, en la actualidad se cree que la inmunoterapia
podria ejercer sus acciones beneficiosas modificando o regulando en cierta medida la sinte-
sis de IgE. En las fases iniciales de tratamiento se observa un aumento en las concentracio-
nes séricas de IgE alérgeno especifica, para producirse posteriormente una disminucion gra-

dual de los mismos hasta valores generalmente por debajo de los existentes inicialmente™.
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No se ha podido establecer una correlacion entre los cambios en los niveles de IgE y la me-

joria clinica del paciente.

A medida que la inmunizacion progresa, la concentracion de IgGy alérgeno especifi-
ca suele aumentar muy significativamente, y en algunos estudios se correlaciona con la me-
joria clinica del paciente. Se han propuestos diversos mecanismos para explicar el papel
beneficioso de la IgGs. La hipotesis mas extendida es que la IgG, actuaria como un anti-
cuerpo bloqueante impidiendo la union del alérgeno a la IgE especifica que se encuentra
sensibilizando al mastocito™ . En un estudio que incluy pacientes que recibieron inmuno-
terapia con veneno de himendpteros, apicultores que toleraban las picaduras y enfermos
sensibilizados, que no habian recibido aun inmunoterapia, se observo la presencia de autoan-
ticuerpos en la mayoria de los apicultores y en los pacientes tratados con inmunoterapia y,
su ausencia en los pacientes que no habian recibido inmunoterapia®’. Sin embargo, para
otros autores, la presencia de estos autoanticuerpos puede ser solo un epifendmeno dentro
del contexto del cambio de perfil de secrecion de citoquinas de los pacientes tratados con

inmunoteralpia3 5

En los pacientes tratados también se produce un aumento de la IgA a nivel de la mu-

cosa respiratoria.

5.6.2. Cambios celulares producidos por la inmunoterapia

Los cambios celulares producidos por la inmunoterapia se observan tanto en la célula

T como en las células efectoras.

Una de las hipdtesis mas aceptadas sugiere que por accion de la inmunoterapia se
produciria un cambio en el perfil de secrecion de citoquinas por parte de los linfocitos T
helper 2. Este cambio podria estar causado porque la inmunoterapia induciria una tolerancia
alergeno especifico de estos linfocitos T helper 2/T helper 0 (anergia) o porque daria lugar a

la aparicion de nuevas clonas de células T helper 1 alergenos-especifico (desviacion inmu-
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ne) ***. Este cambio de perfil secretor se manifestaria con un aumento de los niveles de IgG
especifica, IgG4, IgM e IgA, cuya sintesis es favorecida por las interleuquinas secretadas por
las células T helper 1. En el ambito experimental se ha observado en pacientes que recibie-
ron inmunoterapia con polen de gramineas un cambio en el perfil de secrecion, manifestado

por un aumento en la produccion de INF-y-mRNA, INF-y, IL-2 y un descenso de IL-4*"*%

La razon de este cambio en el patrén de respuesta se desconoce, aunque parecen ir
ligadas al diferente tipo de inmunizacion en cada caso (natural frente a inmunoterapia). La
exposicion natural ocurre generalmente por via mucosa mientras que en la inmunoterapia el
tratamiento se administra de forma subcutanea. Ademas, la concentracion de antigeno que se
suministra durante la inmunoterapia es mucho mayor que en su exposicion natural. Se ha
sugerido que estas diferencias podrian implicar cambios en la presentacion antigénica y/o en
la produccion de ciertas citoquinas necesarias para generar respuestas T helper 2 o T helper
1. En este sentido, estudios in vitro indican que el tipo de célula presentadora en uno y otro
caso depende de la concentracion de alergeno disponible. Asi, a mayor concentracion la
presentacion la realizarian células inductoras de respuestas T helperl y viceversa. Como la
concentracion del alergeno en su exposicion natural es relativamente baja se favoreceria la

respuesta T helper 2. Por el contrario, altas dosis de alergeno administradas de forma local

podrian favorecer la respuesta T helper 1 observada tras la inmunoterapia.

Otra variacion inmunitaria observada es la aparicion de células supresoras especifi-

32
cas .

La inmunoterapia también actiia en las células efectoras de la respuesta alérgica,
mastocitos y eosinéfilos, reduciendo el reclutamiento de células inflamatorias, su activacion
y la liberacion de mediadores. Creticos* estudio la repercusion de la inmunoterapia a nivel
de las células efectoras liberadoras de mediadores. Demostré que en la provocacion nasal
con antigeno, el grupo de enfermos tratados con inmunoterapia respondia requiriendo mayo-

res dosis para producir sintomas o liberar mediadores que los controles no tratados, siendo la
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cantidad de mediadores que se liberaban significativamente menor en los enfermos tratados

que en los no tratados.

Se ha observado un descenso del nimero de mastocitos en la mucosa nasal y epitelio
tras inmunoterapia con neumoalergenos, asi como también un descenso en los niveles de

. . . , ., 4
histamina y PGE, en las secreciones nasales después de la provocacion con alergeno™®.

Se ha descrito la existencia de inhibiciones en el incremento estacional de eosinofilos
y en la actividad quimiotactica de los mismos en sangre periférica y liquido de lavado bron-
coalveolar tras la inmunoterapia®®, asi como la disminucién en el nimero de estas células

que infiltran la mucosa nasal durante la estacion polinica.

Gran parte de los efectos de la inmunoterapia sobre los mastocitos y eosinofilos son
el resultado de las modificaciones descritas en la célula T, En este sentido, sabemos que la
inmunoterapia induce la diferenciacion de forma preferente de los linfocitos de tipo T helper
2 en linfocitos T helper 1, lo que conlleva un cambio en el perfil de secrecion de citoquinas.
Este cambio de perfil en la produccion de citoquinas produce una inhibicion en la sintesis de
IgE dependiente de IL-4*’ y una reduccién de la activacion de los mastocitos, lo cual produ-
ce una disminucién en la liberacion de mediadores implicados en la reaccion alérgica. La
reduccion en la produccion de IL-5 disminuye la actividad de los eosindfilos, produciendo

. ., ., . 20
una menor inflamacion y destruccion tisular™.

Al disminuir la liberacion de mediadores, la inmunoterapia puede reducir la necesi-
dad de farmacos y originar un descenso en la morbilidad y mortalidad del asma, aumentando

la calidad de vida de los pacientes asmaticos.

Los efectos terapéuticos conseguidos por la inmunoterapia estarian relacionados con
el incremento inicial y la disminucion progresiva de los anticuerpos IgE, la supresion de la
elevacion transitoria de la IgE durante la exposicion alérgica estacional, la elevacion de los

anticuerpos IgG frente al antigeno inyectado, la disminucion de la sensibilidad de los basofi-
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los al antigeno expuesto y la disminucion de la proliferacion de linfocitos y linfocinas frente

al antigeno.

6. RED CELULAR EN EL ASMA

6.1. INTRODUCCION

Aunque la base inflamatoria del asma estd bien establecida, los mecanismos de la
misma permanecen incompletamente comprendidos. Al observar las biopsias de pulmones
asmaticos observamos la presencia de células inflamatorias en la via aérea, independiente-

mente de la gravedad clinica del proceso™.

La inflamacion de la via aérea comprende una compleja red de interacciones entre
células inflamatorias, células estructurales y sus mediadores, donde se define a los mastoci-
tos y eosinofilos como las células efectoras, y a los linfocitos T como las células organizado-
ras de su funcion. El hecho mas destacado del asma es la infiltracion mucosa por eosinofi-
los activados, por lo que se ha referido al asma como “bronquitis descamativa eosinofila”.
Es de interés resaltar que, junto a las células inflamatorias, las células estructurales, tales
como epiteliales, endoteliales y fibroblastos, juegan un papel activo en la compleja red celu-

lar.

Como consecuencia de la inflamacion crénica en la via aérea, se producen cambios
en las mismas, los cuales incluyen dafio epitelial, aumento del deposito de colageno debajo
de la membrana basal®, angiogénesis, hipertrofia del musculo liso e hipertrofia de glandulas

mucosas. Es lo que se define como remodelado de las vias aéreas™.

6.2. CELULA PRESENTADORA DE ANTIGENO

La presentacion de antigenos en el pulmon es realizada principalmente por las célu-

rae 50 . . . , , . .
las dendriticas™, localizadas en el epitelio de las vias aéreas, donde forman una red interdi-
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gital’'** idealmente localizada para la captura de antigenos inhalados. Su capacidad de pre-
sentacion antigénica es 4 a § veces mayor que la de los macréfagos alveolares. La densidad
de poblacion de células dendriticas intraepiteliales es mantenida por el balance entre el re-
clutamiento de células de la sangre periférica y su emigracion a los tejidos linfoides secun-
darios. En respuesta a un estimulo antigénico, la densidad de células dendriticas intraepite-
liales aumenta rapidamente de forma transitoria. Posteriormente migran para presentar los

antigenos a las células T en los tejidos linfoides secundarios.

6.2.1. Presentacion de antigenos

La presentacion del alergeno por la CPA requiere varios pasos: 1) captura del alérge-
no por la CPA (al estar los antigenos constituidos por proteinas o glucoproteinas, al entrar en
contacto con la mucosa bronquial se solubilizan, atravesando la capa epitelial y establecien-
do contactos con las CPA), 2) procesamiento (proteolisis en fragmentos peptidicos) dentro
de la célula™, 3) asociacién de los fragmentos con las moléculas del HLA en vesiculas intra-
celulares encargadas del transporte a la superficie celular, 4) exteriorizacion del complejo
antigeno-HLA en la superficie de la CPA y 5) presentacion del antigeno a los linfocitos T
(interaccion CPA-linfocito T).

La interaccién CPA-Linfocito T consta de dos sefiales®*>>:

1) Interaccion entre el complejo antigeno-HLA de la CPA y el receptor antigénico
del linfocito T (RCT), el cual se encuentra asociado a la molécula de superficie CD3
(RCT-CD3). El RCT es un complejo formado por dos moléculas no asociadas cova-
lentemente, las cadenas polipeptidicas a y B (que son los receptores especificos del
antigeno procesado), y el complejo CD3 (responsable de transmitir las sefiales al lin-
focito cuando se establece la union con la CPA). La molécula CD4, situada en la
membrana del linfocito T es la encargada de ser el receptor linfocitario del HLA de

la CPA.
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2) Interaccion entre un nimero de moléculas de superficie celular accesorias, presen-
tes en ambas células, las cuales se reconocen entre si especificamente y participan en
el proceso de coestimulacion celular. Entre estas se encuentran las moléculas de ad-
hesion intercelular, cuyo objetivo es aumentar la fuerza de union entre las células,
que presentan una dificultad de acercamiento al establecerse cargas negativas repul-
soras entre ambas debido a la composicion glicoproteica de sus membranas. En el
linfocito se encuentran las moléculas de adhesion LFA y en las CPA las ICAM-1°.
Otras moléculas complementarias son la CD28 en el linfocito T y la B7
(CD80/CD86) en la célula dendritica. Ademas, la CPA puede liberar mediadores so-

lubles que modulan la respuesta celular T, asi la IL-1 liberada por la CPA actta en el

linfocito T induciendo la sintesis de IL-2 y la expresion del IL-2R’’ (Figura 1).

Alergeno

Linfocito T

= Diferenciacion i Th2
* Produccidn de citoguinas

(IL3, 104, 105, 1L9, TL13, IL 1)
* Proliferacidn celular

iGM-GSF)

Figura 1: Presentacion antigénica. Tomado de Naberan HX. El proceso inflamatorio del
asma y sus implicaciones clinicas. DIMECO Enero 1999:2-10.
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La interaccion entre la CPA y el linfocito T durante la presentacion antigénica de-
termina no sélo la amplitud de la activacion del linfocito T, sino también el fenotipo dife-
renciado de la célula T. Las CPA inducen la respuesta primaria de las células T helper 0 a
nuevos antigenos. Sin embargo, el grado en que las CPA participan en la respuesta secunda-
ria de las células T de memoria a un antigeno, y si son capaces de presentar el antigeno a las

células T de memoria dentro de la via aérea, no esta aclarado.

En ausencia de actividad local dendritica, la presentacion del antigeno durante la res-
puesta inmune secundaria puede ser realizada por los linfocitos B. Otras células presentes en
la via aérea, incluyendo células estructurales como las células epiteliales, tienen HLA y

pueden ser capaces de realizar alguna de las funciones de CPA.

6.3. LINFOCITO T Y LA RED DE CITOQUINAS

6.3.1. Origen del linfocito T

El linfocito T juega un papel fundamental en la regulacion y coordinacion de la res-
puesta inmune. Los precursores de los linfocitos T se originan en la médula dsea, migrando
después y madurando en el timo. La maduracion del linfocito T es un proceso complejo, con
diversos estadios intermedios, que pueden ser estudiados gracias a la expresion escalonada

de distintos receptores en su superficie que definen cada etapa.

De la migracion de células primordiales linfoides desde el torrente sanguineo al timo
surgen los linfocitos timicos o timocitos. Estos se organizan en l6bulos, con formacion de
una médula y una corteza, donde tiene lugar la maduracion del linfocito T. A lo largo de su
diferenciacion, los timocitos van modificando determinadas estructuras de su superficie, que
podemos reconocer con anticuerpos monoclonales y que han sido llamados antigenos de
diferenciacion e identificados por las siglas CD seguidas por un numero (cluster of differen-
tiation: grupo de diferenciacion). El 95% de los linfocitos T maduros expresan el receptor

antigénico del tipo TCR-2 (heterodimero de dos polipéptidos, o y B, unidos por puentes di-

36



sulfuro) y alrededor del 5% de los linfocitos T maduros expresan el TCR-1 (estructuralmen-

te similar al TCR-2, pero siendo los polipéptidos distintos, cadenas y y J).

En el primer estadio, el timocito precoz expresa en su superficie los marcadores
CD7, CD2, CDS5, CD38 y el receptor de transferrina (CD71). Ademas, expresa en el cito-

plasma la molécula CD3 (complejo proteico asociado al TCR).

Los timocitos intermedios o de estadio II, se caracterizan por la apariciéon de marca-
dores de superficie adicionales, tales como CDI1, y por la expresion simultdnea de CD4 y
CDS8 en la misma célula (son las llamadas células doblemente positivas). En esta fase, co-
mienza la expresion de TCR o-f en la superficie celular, asociadas al polipéptido del com-

plejo antigénico CD3.

Durante el estadio III, los timocitos pierden el CD1 y el receptor de transferrina. Es-
tos timocitos maduros presentan en su membrana celular la molécula CD3 asociada al TCR-
2 (formando el complejo receptor del linfocito T) y expresan ya los marcadores CD4 o CD8
que permiten su diferenciacion en dos subclases de linfocitos T. Asi, los linfocitos maduros
que conservan el CD4 tienen TCR con capacidad para reconocer antigenos asociados al
HLA clase II (linfocitos T helper o cooperadores), y los que conservan CD8 tienen TCR que

reconoce antigenos asociados al HLA clase I (linfocitos T supresores/citotoxicos).

Una vez que los linfocitos T han madurado, pueden responder a los antigenos para
los cuales son especificos, regulando la respuesta inmune y actuando como células efectoras.
Las células T maduras recién generadas por el timo tienen un enorme potencial de recono-
cimiento de antigenos diferentes. Su circulacion se restringe basicamente entre la sangre y
tejidos linfaticos como el bazo, las amigdalas y los nddulos linfaticos, regiones anatdmicas
donde encontraran al antigeno para el cual son especificas. Una vez se produce el primer
encuentro de la célula T con el antigeno, ésta se activa, dejando de ser virgen y pasando a
ser memoria. La célula T activada memoria ya es capaz de producir un amplio perfil de ci-

toquinas, a diferencia de la célula T virgen, que basicamente produce IL-2. La circulacion de
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las células T memoria no solo abarca tejidos linfaticos sino cualquier tejido no linfatico co-
mo la piel y mucosas, es decir, zonas de entrada y persistencia del antigeno, donde estas

células son atraidas y retenidas.

6.3.2. Poblaciones celulares T helper 1y T helper 2°*

Cuando los linfocitos T son activados se produce su diferenciacion en subpoblacio-
nes T helper 1 y T helper 2 a partir de la célula T helper 0. Las investigaciones han resuelto
en agrupar las citoquinas en 2 tipos principales: T helper 1 y T helper 2, en base al tipo de

linfocito T helper que las produce’”.

En la actualidad se cree que la adquisicion del perfil de citoquinas T helper 1 o T
helper 2 tiene lugar durante la presentacion del antigeno por parte de las células dendriticas
a la célula T naive (virgen) y que algunos factores presentes en el medio donde se produce
esta activacion, el tipo de antigeno presentado y la predisposicion genética del individuo,

van a condicionar la diferenciacion hacia células T memoria helper 1 o helper 2.

Las subpoblaciones mejor definidas de células T helper son las llamadas T helper 1 y
T helper 2, siendo INF-y, IL-2 y TNF-J las principales citoquinas de las células T helper 1
(promueven la inmunidad celular y la produccion de anticuerpos IgG) e IL-4, IL-5, IL-13 e
IL-10, de las células T helper 2 (potencian la produccion y actividad de los eosindfilos y
mastocitos®’, y aumentan la sintesis de IgE). Algunas citoquinas como el GM-CSF, la IL-3 y

el TNF-a, son producidas por ambas subpoblaciones®'®>.

6.3.3 Desarrollo de las subpoblaciones T helper 1y T helper 2
Las subpoblaciones T helper 1 y T helper 2 se desarrollan a partir del linfocito T
helper 0, y la diferenciacion hacia una subpoblacion viene determinada por los estimulos

presentes durante la respuesta inmune, de manera que las citoquinas producidas en la fase

temprana de la respuesta inmunitaria influyen en la diferenciacion funcional de las células T
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CDA4. De este modo, la IL-12 es el principal inductor de las células T helper 1, y la IL-4, de
las células T helper 2°*. La IL-12 induce el desarrollo a T helper 1 ¢ inhibe el desarrollo a T
helper 2, mientras que IL-4 estimula el desarrollo hacia T helper 2 e inhibe el desarrollo

hacia T helper 1°.

La diferenciacion de las células T CD4 activadas por antigeno hacia células T helper
1 efectoras es la respuesta a microbios que infectan o activan macrofagos y a aquellos que
activan células NK. Son ejemplos las bacterias intracelulares como Listeria y micobacterias,
los parasitos y los virus. Un hecho comun de todas estas infecciones es la produccion de IL-
12 durante la respuesta inmune innata. La IL-12 se une a receptores de la célula T CD4, ac-
tivando la via STAT4 e induciendo la diferenciacion de la célula T en T helper 1. Los inter-
ferones, como el INF-y, promueven el desarrollo hacia T helper 1 por medio de la estimula-
cion de la produccion de IL-12 por los macréfagos y la expresion de receptores de IL-12 en

los linfocitos T.

La diferenciacion de las células T CD4 activadas por antigeno hacia células T helper
2 efectoras acontece como respuesta a helmintos y alergenos, los cuales pueden causar esti-
mulacion cronica de las células T, habitualmente con poca activacion de macrofagos. La
diferenciacion hacia células T helper 2 es dependiente de IL-4, el cual actiia activando

STAT®6, factor de transcripcion de IL-4 y otros genes de citoquinas T helper 2 (Figura 2).

El obligatorio papel de la IL-4 en la diferenciacion T helper 2 causa un obvio pro-
blema: como las células T helper 2 diferenciadas son la principal fuente de IL-4 durante la
respuesta inmune a proteinas antigénicas, ;de donde procede la IL-4 antes de la diferencia-
cion a T helper 2?7 Una posible explicacion es que las células T helper CD4 estimuladas por
el antigeno secreten pequefias cantidades de IL-4 desde su activacion inicial. Si el antigeno
es persistente y estd presente a grandes concentraciones, la concentracion local de IL-4 au-
menta rapidamente. Si ademas el antigeno no causa inflamacion que dé lugar a produccion

de IL-12, el resultado es una mayor diferenciacion hacia T helper 2. En algunas situaciones,
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la IL-4 producida por otras células como los mastocitos, baséfilos y eosindfilos puede con-

tribuir al desarrollo hacia T helper 2.

Activated
macraphages,
dendritic cells

From other
cellular sources?

I
Tyl cells Ty2 cells :: ; E§

Figura 2. Diferenciacion T helper 1 y T helper 2.
Tomado de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS.
Effector mechanisms of immune responses. En:
Abbas A, Lichtman A, Pober J, eds. Celular and
molecular immunology, 4* ed. Philadelphia:
Saunders, 2000;255-258.
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6.3.4. Linfocito T y asma

Los linfocitos T son considerados las células centrales en el asma, ya que son las res-
ponsables de dirigir la respuesta inflamatoria alérgica®. Tras la presentacion del antigeno
por la CPA, el linfocito T se activa, expresando un numero de marcadores de activacion en
su superficie celular, de los cuales los mas estudiados son el IL-2R (o CD25) y el HLA-DR.
Gerblich®’ descubre que tras una provocacién antigénica en asmaticos, se produce un des-
censo a las 48 horas de la poblacion helper en sangre periférica, advirtiendo asi mismo un
incremento estadisticamente significativo en el lavado broncoalveolar de la poblacion T
CD4, sin detectar apenas alteraciones en la poblacion T CD8, logrando probar que la pobla-
cion helper desciende en sangre al ser reclutada por el pulmoén. Wilson®™ y Corrigan® de-
muestran, mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales fluorescentes
contra marcadores de activacion de la superficie celular T, como el IL-2R y el HLA DR, que
los linfocitos estan en un estado de activacion en las vias aéreas de los asmaticos cuando se
comparan con los de controles no atopicos. Durante las exacerbaciones severas de asma, un
aumento en la activacion celular T puede ser detectado en sangre periférica por la medicion

de IL-2R soluble, secretado por las células activadas.

En los individuos sanos existe un equilibrio entre las citoquinas T helper 1 y T helper
2, mientras que en las enfermedades alérgicas, la sintesis de citoquinas estd orientada hacia

la produccion del tipo T helper 27°7°.

Los estudios mas recientes apuntan a que ya existe una respuesta inmune fisiologica
tipo T helper 2 en el feto’, que es favorecida por los factores solubles segregados por la
placenta (progesterona, PGE,, IL-4, IL-10)"7°. Este hecho parece ser universal y no sola-
mente en aquellos individuos que posteriormente desarrollaran una patologia alérgica. A
partir del nacimiento, y consecuentemente expuesto el recién nacido al contacto masivo con
antigenos ambientales, se pueden producir dos situaciones: o bien se desvia la respuesta in-

mune principalmente hacia una respuesta T helper 1 (propia de los individuos no alérgicos),
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o bien persiste la repuesta inmune tipo T helper 2, la cual caracteriza a los pacientes con

asma bronquial alérgica.

A través de las citoquinas, las células T helper 2 coordinaran la reaccién inmune me-
diada por IgE, eosinéfilos y mastocitos. La IL-4 estimula la sintesis de IgE®. La IL-5 pro-

mueve la diferenciacién terminal del precursor de eosinéfilo, su reclutamiento’” '

y poten-
cia la capacidad efectora de los eosinéfilos maduros”™. La IL-5 y GM-CSF prolongan la
supervivencia del eosinéfilo al inhibir la muerte celular programada®™®. La IL-13 contribu-
ye a la fisiopatologia del asma por virar el sistema inmune hacia la produccion de IgE®,
aumentar la expresion de la VCAM-1 en las células endoteliales, facilitando asi la union del

eosinofilo a través de su ligando VLA-4, y disminuir la expresion de citoquinas T helper 1.

6.4. MACROFAGOS, CELULAS EPITELIALES Y NEUTROFILOS

Los macréfagos se localizan tanto en la luz como en la mucosa de las vias aéreas.
Los monocitos sanguineos de los cuales derivan saldran de los capilares peribronquiales vy,

en el tejido conectivo bronquial subepitelial, se transformaran en macréfagos.

Los macrofagos tisulares son la fuente principal de mediadores en la inflamacion
cronica. Producen leucotrienos, que contribuyen al broncoespasmo, y sintetizan el GM-CSF
y la MCP-1, las cuales son quimiotacticas de los macréfagos y activadoras de citoquinas,
siendo asi capaces de amplificar su propia actividad y reclutamiento por via autocrina o pa-
racrina. La liberacion de IL-1 y TNF-a amplifica la respuesta inflamatoria por la activacion
de otras células, especialmente del epitelio bronquial y del endotelio, de manera que la acti-
vacion de las células endoteliales facilita el reclutamiento de monocitos al tejido conectivo
bronquial, y la activacion de las células epiteliales facilita la migracion de los macrofagos a
través del epitelio, permitiéndoles alcanzar la luz bronquial. A su vez, el epitelio produce
elevados niveles de MPC-1 ¥ y GM-CSF™ que actuar4 en los macréfagos completando un

feed-back positivo que probablemente amplifique los efectos mas alla®’.
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El epitelio bronquial también produce interleucinas quimiotacticas de eosinéfilos y
neutrdfilos como la IL-6 e IL-8, endotelinas, que estimulan a las células musculares y la
secrecion glandular mucosa, y metabolitos del acido araquidonico™ como las PGE, y

PGF,a, de potente accion vasoconstrictora.

El papel de los neutrofilos en el asma bronquial es una cuestion que permanece
abierta. Se ha observado un aumento significativo del porcentaje de neutrofilos en el lavado
broncoalveolar y moco bronquial de individuos que experimentan reaccion de fase tardia
tras la agresion antigénica. Este aumento de neutréfilos tiene el potencial de desencadenar
lesiones titulares significativas a través de la liberacion de proteasas, cationes, prostaglandi-

nas, tromboxanos, leucotrienos y PAF®.

Nuestro grupo presentd la primera evidencia de que los neutréfilos son capaces de
estimularse especificamente por el alergeno al cual los pacientes son sensibles, por lo que
pueden ser atraidos al foco en el cual se desarrolla la reaccion alérgica, directamente por la

., . . . .. , 90
accion del alergeno sin que tengan que servir de intermediarias otras células™.

6.5. LINFOCITOS B COMO CELULAS PRODUCTORAS DE IgE

En 1916, Coca y Cooke describieron la frecuente asociacion del asma con la rinitis y
el eczema. Como estas enfermedades solian presentarse en varios miembros de una misma
familia, se sospechoé que existia una predisposicion hereditaria, a la que se denomind atopia.
Posteriormente Ishizaka descubrid en el suero de algunos de estos enfermos una sustancia
que se denomind reagina, comprobandose en 1966 que se trataba de la IgE. La IgE es la
responsable de las reacciones de tipo inmediatas y a las personas que sufrian este tipo de
reacciones se las denomind atdpicas. En la actualidad, la atopia se considera una condicion
hereditaria caracterizada por una respuesta inmunologica excesiva, debida a la produccion
elevada de IgE frente a sustancias del medio ambiente, que est4 caracterizada por un aumen-
to de la IgE total, tests cutaneos positivos a estos comunes aeroalergenos, y la presencia de

IgE especifica de alérgeno en el suero. La importancia de la IgE, tanto en el asma atdpico
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como no atopico, se deriva de la existencia de una fuerte correlacion observada entre los

niveles séricos de IgE y la probabilidad de desarrollar asma’’.

6.5.1. Regulacién de la sintesis de IgE

Inicialmente, las células del sistema inmune innato encuentran diversos antigenos, ac-
tivandose la sintesis y secrecion de citoquinas por estas células y la endocitosis del antigeno
por las CPA. Tras la presentacion del antigeno a los linfocitos T helper 0 se produce la dife-
renciacion celular T. Los linfocitos T helper 2 secretan IL-4, IL-6 e IL-10. La IL-10 suprime
el desarrollo hacia T helper 1 y la IL-4 es esencial para la sintesis de IgE’%. De la interaccion
celular T-B se derivard un cambio del isotipo de los anticuerpos producidos, produciendo

IgE. La interaccion celular B-T consta de las siguientes fases™*°:

-Unioén del antigeno a la inmunoglobulina de superficie IgM especifica del antigeno

en la superficie celular B.

-Procesamiento del antigeno.

-Presentacion del antigeno, en el contexto de la molécula HLA presente en la célula

B, auna célula T helper 2 especifica del alérgeno.

-Reconocimiento del antigeno por el receptor de la célula T (complejo TCR/CD3), lo

cual activa la expresion del ligando de CD40 (CD40L) en la superficie celular T.

-Interacciones entre moléculas complementarias expresadas en la superficie celular T

y B:
+La molécula CD40, constitutivamente expresada en la superficie celular B, se

une a CD40L de la célula T, lo cual conduce a la expresion de la molécula B7

en la célula B.
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+Unioén de CD80/CD86 a la molécula CD28 de la célula T, lo cual induce la

secrecion de IL-4 por esta ultima.

-Unioén de IL-4 a su receptor (IL-4R), presente en la superficie celular B. La célula B
ha recibido asi las dos sefiales requeridas para el cambio de isotipo a IgE: La IL-4
desencadena la trascripcion de la region € (cadena pesada de IgE), y el entrecruza-
miento entre CD40 y CD40L activa la recombinacién del DNA con esa region, resul-
tando en el cambio al isotipo IgE y en la transformacion a célula plasmatica secretora

. 65,96
de la misma™ ",

Durante la respuesta inmune, el linfocito B puede expresar diferentes isotipos de ca-
denas pesadas de inmunoglobulinas compartiendo la misma region VDJ de los genes de
inmunoglobulinas. Este proceso denominado “isotipe switching” (o cambio de isotipo) per-
mite a un simple clon de células B producir distintas clases de anticuerpos con la misma
especificidad, la cual viene determinada por la region variable codificada por la region V,
pero con diferentes funciones efectoras. De relevancia en la atopia es en cambio del isotipo

IgM a IgE.

Para cambiar a un particular isotipo, una célula B necesita dos sefiales: La primera
sefal es citoquina dependiente, resultado de la activacion de la trascripcion en una region
especifica del locus de inmunoglubulina, que dictar una especificidad isotipica; la segunda
sefial es dependiente de la molécula CD40, expresada en la superficie celular B, que activa

la maquinaria de recombinacion del DNA.

El cambio de isotipo de inmunoglobulinas es por tanto el resultado de un proceso de
recombinacioén del DNA que yuxtapone diferentes genes Cy (de cadenas pesadas, que da el
tipo de isotipo) a los expresados genes VDJ (que dan la especificidad antigénica). El cambio
de isotipo esta dirigido por las citoquinas en conjuncion con la regulacion de la proliferacion

y diferenciacion de las células B a célula plasmatica.
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6.6. MASTOCITOS

Los mastocitos se localizan tanto en el epitelio como en la mucosa bronquial. En los
sujetos no asmaticos constituyen menos del 1% de las células nucleadas obtenidas por lava-

do broncoalveolar, y este nimero aumenta hasta un 3-5% en los sujetos asmaticos’”*®.

Los mastocitos y basofilos presentan en su superficie receptores para la molécula de
IgE, que unen IgE con alta afinidad (FceRI)”. Existe otro receptor de baja afinidad para IgE
(FceRII o también llamado CD23), presente en la superficie de linfocitos B, monocitos-
macrofagos, eosinéfilos, plaquetas, células NK y linfocitos T activados'®. La unién de un
antigeno bivalente o polivalente (dos o mas lugares de unidon con su anticuerpo especifico)
con un minimo de dos moléculas de IgE correspondiente, ligadas al mastocito, produce la

activacion del mismo.

La activacion del mastocito produce la rapida liberacion de mediadores preformados
almacenados en los granulos citoplasmatico, asi como la activacion de la sintesis de novo de

nuevos mediadores derivados del metabolismo del acido araquiddnico.

Entre los mediadores preformados se encuentran la histamina, las proteasas neutras
como la tryptasa y la quimasa, la heparina, los proteoglicanos y la carboxipeptidasa A. A los
pocos minutos de una estimulacion antigénica en un paciente asmatico alérgico se produce
una elevacién plasmatica de histamina y la eliminacion de sus metabolitos en orina'’'. La
histamina produce contraccion del musculo liso bronquial y gastrointestinal, aumento de la
secrecion de moco, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular y de las barreras
epiteliales. La quimasa es broncoconstrictora. La tryptasa provoca el reclutamiento y la acti-
vacion del eosinofilo, la proliferacion epitelial y del musculo liso bronquial y la liberacion

de componentes del complemento.
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Los mediadores de nueva sintesis son derivados del metabolismo del acido araquido-
nico, el cual, tras la activacion del mastocito, es liberado a partir de los fosfolipidos de
membrana por la enzima fosfolipasa A,. El acido araquidonico es metabolizado por dos vias

principales:

-Via de la ciclooxigenasa: sintetiza prostaglandinas y tromboxano. Las principales ac-
ciones de las prostaglandinas son la broncoconstriccion y aparicion de edema (PGD;
y PGF;). También actuan sobre la microvascularizacion, aumentando la secrecion de

las glandulas submucosas, y son quimiotacticas para neutrofilos y eosindfilos.

-Via de la lipoxigenasa: se sintetizan diferentes metabolitos dependiendo de las en-
zimas que intervengan (las tres vias mdas importantes son la 5, la 12 y la 15-
lipoxigenasa, aunque solo la primera y la Gltima participan en el asma bronquial). Por
la via de la 5-lipoxigenasa se forman los LTB4 (quimiotactico de neutréfilos y eosino-
filos y activador de neutréfilos), LTC4, LTD4 y LTE4. Los tres tltimos son potentes
broncoconstrictores y quimiotacticos de eosinofilos. La via de la 15-lipoxigenasa ge-
nera el 15-HETE, al que se le han atribuido funciones reguladoras de la sintesis de

otros productos proinflamatorios y broncoconstrictores como los leucotrienos.

De los fosfolipidos de membrana también deriva el PAF, inductor de la secrecion de
moco por las glandulas bronquiales submucosas, y potente broncoconstrictor y quimiotacti-

co de los eosinofilos.

Los mastocitos también producen citoquinas como diversas interleuquinas, el GM-

CSF, el INF-y, la MPI-1a, la MCP-3,el TGE-B y el TNF-o.'%!%.

Los mediadores preformados y de nueva sintesis liberados por los mastocitos expli-
can muchas de las respuestas fisiopatoldgicas tipicas del asma, como la broncoconstriccion,

vasodilatacion y secrecion de moco, e inducen la formacion de un foco inflamatorio que se
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mantiene y amplifica por el reclutamiento de células con potencial inflamatorio (linfocitos

T, neutrofilos y eosinofilos).

6.7. EOSINOFILOS

La eosinofilia es un hecho caracteristico de las enfermedades alérgicas. El aumento
de los eosinofilos en el esputo o en la mucosa de las vias aéreas de los pacientes asmaticos

L 107
es un hecho demostrado tanto del asma atopico como no atopico .

Tras la exposicion al alérgeno, los tejidos residentes en la via aérea producen me-
diadores que promueven la atraccion de los eosindfilos dentro de la misma. E1 GM-CSF, la
IL-3 y la IL-5 estimulan el crecimiento de colonias de eosindfilos, su maduracién y libera-

., , . 108
cion de la médula 6sea

. El lavado broncoalveolar, la induccion del esputo y la biopsia de
la mucosa, realizadas antes y a pocas horas de la exposicion al alérgeno, muestran una pro-
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minente acumulacion y activacion de los eosinéfilos en las vias aéreas .

Existe una fuerte correlacion entre la eosinofilia del esputo, la activacion del eosind-
filo y la severidad del asma medida como hiperreactividad de la via aérea''’. Tras la provo-
cacion con alérgeno existe una transitoria eosinopenia a las 6 horas, seguida por una progre-
siva eosinofilia hasta las 24 horas posprovocacion''!. La eosinopenia se interpreta como
consecuencia del selectivo reclutamiento de estas células dentro de las vias aéreas, que se

correlaciona con la magnitud de la reaccion tardia en el asma .

Los eosinofilos utilizan mecanismos de adhesion para unirse a las células endotelia-
les de las vénulas postcapilares a través de moléculas complementarias, como la VCAM-1
en las células endoteliales y su ligando VLA-4 en el eosin6filo''*''*. Posteriormente emi-
gran dentro del tejido a través de gradientes de factores quimiotacticos, tales como RANTES

e IL-8'".

Su presencia en la luz de la via aérea y su habilidad para expresar receptores de baja

afinidad para IgE provee un mecanismo de interaccion directa con los alergenos inhala-
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dos . Debido a la liberacion de sus mediadores preformados y de nueva sintesis, los eosi-

noéfilos tienen una importante funcion proinflamatoria y son una de las células claves res-

ponsables de la inflamacion de las vias aéreas en el asma'"’.

La activacion del eosinofilo produce la liberacion de sustancias vasoactivas, sustan-
cias broncoconstrictoras y proteinas basicas. Cuatro proteinas ricas en arginina han sido ob-
servadas en los granulos de los eosindfilos humanos: La proteina basica mayor, la proteina
cationica eosindfila (PCE), la peroxidasa del eosindfilo y la neurotoxina derivada del eosi-
noéfilo. La capacidad de estas proteinas para dafar el epitelio, produciendo su lisis y desca-
macion, explica la correlacion existente entre el grado de separacion de las uniones epitelia-
les y el namero de eosinéfilos infiltrantes''®. El dafio epitelial es producido por efectos cito-
toxicos directos y pérdida no citotoxica de la adhesion entre las células columnares (supra-
basales) y basales del epitelio, probablemente como consecuencia de un ataque dirigido co-

119-121
ntra los desmosomas

. La destruccion del epitelio produce la secrecion de factores de
crecimiento para las células epiteliales, fibras musculares lisas bronquiales y fibroblastos,
originando como respuesta un tejido de regeneracion y la remodelacion de la mucosa. La
afectacion proteolitica de la membrana basal va seguida de su engrosamiento por el deposito
de fibras de colageno L, I y V** '**'% y de fibronectina producidos por los fibroblastos'**.
La proliferacion de la musculatura lisa bronquial y del tejido microvascular, agravado por el
edema intersticial y el moco bronquial, conduce a una alteracion estructural de la via aérea,
originando todo ello una pérdida de elasticidad bronquial'® y, como consecuencia, un au-

mento de la obstruccion bronquial, su irreversibilidad y la cronicidad de la enfermedad. To-

do ello es lo que se ha llamado remodelado de las vias aéreas.

Una vez activados, los eosinofilos humanos, al igual que los mastocitos, generan y
liberan una serie de productos derivados lipidicos'*® incluyendo hidroxiacidos de las vias 5-
y 15-lipooxigenasa, PAF'", LTB, y LTC,. De esta manera, la capacidad del eosinéfilo para
dafiar los tejidos circundantes, por la liberacion del contenido de sus granulos citotoxicos, es
suplementada por su habilidad para producir factores broncoconstrictores, quimiotacticos y

vasoactivos, los cuales contribuyen al proceso asmatico.
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Los eosinofilos también poseen la capacidad de producir diversas interleucinas y ci-

128-130

toquinas que van a producir un aumento del deposito de coldgeno y de la adhesion

celular, migracion, activacion y supervivencia del eosinofilo.

7. RESPUESTA ASMATICA INMEDIATA Y TARDIA

La inhalacion de un alérgeno por un asmatico sensible a aquel suele producir una
obstruccion bronquial que se inicia a los 10-15 minutos y que mejora al cabo de 30-60 minu-
tos (reaccion inmediata). En el 30-50% de los pacientes que han presentado una reaccion
inmediata, existe una segunda ola de broncoconstriccion, la denominada reaccion tardia, que
se desarrolla horas después, y que se caracteriza por ser de desarrollo mas lento y prolonga-
do (reaccion tardia). En una minoria s6lo se produce reaccion tardia sin reaccion inmediata.
Tras la provocacion con alérgeno se puede provocar una reaccion inmediata solo, dual (in-

. . . . . 131
mediata y tardia) y mas raramente solo tardia .

La fase inmediata'*® se inicia rapidamente tras la estimulacion del antigeno. Se ca-
racteriza por la presencia de una obstruccion de la via aérea, el aumento de la permeabilidad
vascular y la caida répida del FEV,, que alcanza su maximo grado a los 10-15 minutos del
inicio y revierte a valores basales en una hora, de forma espontanea o tras la administracion

de tratamiento.

En la patogenia de la fase inmediata intervienen primero las células captadoras del
antigeno, y tras realizar su mision se liberaran los mediadores inflamatorios, que actuaran
sobre las estructuras bronquiales produciendo la obstruccion. En el proceso intervienen los
mastocitos sobre todo, pero también los basofilos, los macréfagos alveolares, los linfocitos y
las plaquetas. Los mediadores liberados son la histamina, la heparina, el factor quimiotactico
de los neutroéfilos y las enzimas (triptasa fundamentalmente), que producen la vasodilatacion
y el aumento de la permeabilidad vascular. Como consecuencia, aparece el edema de la mu-

cosa, la broncoconstriccion del musculo liso, el aumento de la secrecion mucosa y la activa-
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cion del complemento por la via alternativa (lo que producira quimioatraccion y activacion
de los neutréfilos y de los eosinofilos). Ademas, los cambios en la membrana plasmatica,
debidos a la activacion celular por el estimulo antigénico, permiten que la fosfolipasa A li-
bere acido araquidonico, el cual puede ser metabolizado formando leucotrienos, prostaglan-

dinas y tromboxanos.

La fase tardia'* aparece en un 30-50% de los pacientes, después de la fase inmediata
y tras un periodo de latencia de varias horas. Su instauracion y resolucion es mas lenta, con
una reduccion del FEV, entre las 4 y 8 horas siguientes a la estimulacion del antigeno, y se

puede prolongar durante horas.

La fase tardia comienza a desarrollarse a las 4-8 horas de la fase inmediata. Se desa-
rrolla un proceso broncoespastico y aparece un edema en la submucosa y una infiltracion
abundante de células inflamatorias (neutrofilos, eosinofilos, basoéfilos, monocitos, mastoci-
tos y linfocitos T helper) reclutadas por los factores quimiotacticos liberados en la fase ante-
rior, en los que el eosindfilo juega un papel destacado'**. En el curso de las 6 horas siguien-
tes a una exposicion alergénica segmentaria de las vias aéreas asmaticas sensibilizadas, el
endotelio experimenta una notable estimulacion para selectina E y la ICAM-1, acompafada
de un influjo de leucocitos LFA-1 que incluye tanto neutrofilos como eosindfilos'?> .

También pueden intervenir las células del epitelio. Las células inflamatorias liberan media-

dores preformados y otros derivados de la activacion de la membrana celular.

La fase tardia es mas severa, tarda en ocasiones varios dias en resolverse totalmente

y se acompafia de una hiperrespuesta bronquial a diferentes estimulos inespecificos.

En la evolucion natural del asma se puede hablar de una fase de cronificacion: cuan-
do el estimulo alergénico persiste o el paciente no se trata adecuadamente, el proceso se
puede perpetuar durante varios dias y aparecer hiperrespuesta bronquial y una obstruccion
fluctuante de la via aérea, pudiendo aparecer una disminucion de la reversibilidad después

N 137-138
de varias décadas de padecer la enfermedad">”"**.
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8. INTERLEUCINA 2%

En 1976, Morgan et al describieron un factor en el sobrenadante de cultivos de linfo-
citos activados que podria promover el crecimiento y la proliferacion de las células T huma-
nas"’. Desde entonces, numerosos trabajos se han dirigido hacia la caracterizacién molecu-
lar y bioquimica de esta importante linfoquina, denominada interleucina 2 (IL-2), que ha
demostrado ocupar un papel central en la generacion de la respuesta inmune. La IL-2, origi-
nalmente llamada factor de proliferacion de la célula T (TCGF, del inglés T cell growth
factor) es un factor de crecimiento para los linfocitos T estimulados por el antigeno, siendo
responsable de la expansion clonal del linfocito tras el reconocimiento antigénico. La IL-2
es la principal citoquina responsable de la progresion de los linfocitos T desde la fase G; a la

fase S del ciclo celular.

La IL-2 es producida por las células T CD4, y en menor cantidad por las células T
CDS. La activacion de las células T por los antigenos, y las diferentes sefiales coestimulado-
ras entre el linfocito T y la CPA, estimula la trascripcion del gen de la IL-2 y la sintesis y
secrecion de la misma. La IL-2 acta sobre la misma célula que la produce, es decir, funcio-
na como un factor de proliferacion autocrino. También actia en los linfocitos T cercanos,
cé¢lulas CD4 y CD8, y por lo tanto es también un factor de proliferacion paracrino. Durante
la respuesta inmunitaria fisiologica, la IL-2 no circula en la sangre para actuar a distancia,
por lo que no se la considera factor de proliferacion endocrino. La IL-2 normalmente se
transcribe, sintetiza y secreta por las c€lulas T solo tras la activacion por los antigenos. La
sintesis de IL-2 suele ser transitoria, con un pico precoz de secrecion que se produce

aproximadamente 8 a 12 horas después de la activacion.

La IL-2 secretada es una glicoproteina de 153 aminoacidos y un peso molecular de
14 a 17 kD, codificada por un solo gen situado en la region q26-28 del brazo largo del cro-
mosoma 4 en los seres humanos'*. El tamafio heterogéneo de la proteina madura se debe a

la extension variable de la glucosilacion de un polipéptido de aproximadamente 130 ami-
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noacidos. La IL-2 nativa se pliega en una proteina globular que contiene dos grupos de héli-
ce-a paralelas en parejas (en total 4 hélices alfa), estando orientada cada hoja en una leve
angulacion respecto de la otra. Esta estructura plegada en hélice-a es comun a todas las cito-
quinas que interaccionan con receptores que tienen la secuencia WSXWS, incluidas la IL-3,

la IL-4, la IL-5, la IL-6, el GM-CSF y el G-CSF.

La IL-2 es el principal factor de proliferacion autocrino de los linfocitos T, siendo la
cantidad de IL-2 sintetizada por las células TCD4 un determinante importante de la magni-
tud de la respuesta inmunitaria que depende de las células T. La IL-2 estimula también la
sintesis de otras citoquinas derivadas de la célula T, como el INF-y, la IL-4 y la linfotoxina.
Ademas produce la induccion del promotor del gen que codifica para la subunidad o del IL-
2R, asi como la induccion del promotor del gen que codifica para su propia sintesis, la de la
IL-2, creando un sistema de retroalimentacion positiva. La incapacidad para secretar canti-
dades adecuadas de IL-2 ha sido descrita como causa de anergia de las células T especificas

de antigeno.

La IL-2 potencia la muerte apoptotica de las células T activadas por el antigeno. La
activacion de las células T en presencia de IL-2 hace a estas células sensitivas a la apoptosis
a través de la via fas. Por otra parte, la IL-2 también aumenta la supervivencia de la célula a
través de la induccion de la expresion de la proteina antiapoptotica Bel-2. Es controvertido
que la misma citoquina pueda estimular la supervivencia y proliferacion celular T por una
parte, y promover la muerte celular por otra. Parece ser que si una respuesta inmune es per-
sistente, y las células T estan expuestas a elevadas cantidades de IL-2, la accion proapoptoti-

ca llega a ser dominante, contribuyendo de esta forma a la terminacion de la respuesta.

La IL-2 estimula la proliferacion de las células NK y aumenta su funcion citolitica,
produciendo las también conocidas como células agresoras activadas por linfocinas (LAK,
del inglés, linphokine-activated killer). La IL-2 actua sinérgicamente con otras citoquinas,

especialmente con la IL-12, para inducir la secrecion de INF-y por las células NK.
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La IL-2 actua sobre las células B humanas como factor de proliferacion y como es-
r r : : : " . . " :
timulo para la sintesis de anticuerpos, aunque no parece producir el "switching" o cambio de

isotipo (Figura 3).

Las acciones de la IL-2 sobre otras poblaciones celulares estan peor establecidas. Los
receptores proteicos de la IL-2 se han detectado en los fagocitos mononucleares, no obstan-
te, no se ha descrito ninguna funcion de la IL-2 en este tipo de célula. Los ratones en los que
se ha anulado el gen de la IL-2 mediante la tecnologia del "knock out" parecen tener un sis-
tema inmunitario relativamente normal. Estas observaciones sugieren que muchas acciones
de la IL-2 pueden ser redundantes o, mas probable, que en el timo pueden surgir y seleccio-

narse células T independientes de la IL-2.

9. RECEPTOR DE INTERLEUCINA 2%

La accion de la IL-2 sobre las células T esta mediada por la unioén a su receptor. Este
sistema es quizas el mejor conocido de todos los receptores de citoquinas. El receptor de la
IL-2 (IL-2R) pertenece a la familia de receptores de hematopoyetinas, formado por tres pro-
teinas asociadas no covalentemente llamadas alfa (a), beta () y gamma (y). Las cadenas
alfa y beta se encargan de unir a la IL-2, y la cadena beta y gamma, de transducir la sefial'**
43 Bl IL-2R es expresado en la superficie de diferentes tipos de células como los linfocitos

T u B, las células NK y las células monociticas (Figura 4).

Se ha demostrado que la expresion del IL-2R en los linfocitos T ocurre tras la esti-
mulacion inicial con el alergeno (sobre las 24 horas tras el estimulo) y desaparece en pocos

dias tras la desaparicion del estimulo'*.
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production (IL-4, IFN-y)

Interleukin-2
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cytolytic activity

B cell proliferation,
antibody production

Figura 3. Acciones de la IL-2. Tomado de Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS.
Effector mechanisms of immune responses. En: Abbas A, Lichtman A,
Pober J, eds. Celular and molecular immunology, 4* ed. Philadelphia: Saunders,

2000;255-258.

La expresion del IL-2R es nula en el 98% de las células mononucleares en reposo y

145

la expresion del IL-2R a las dos semanas del estimulo ™.
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no responde al cultivo celular cuando se afiade exdégenamente IL-2. Sin embargo, cuando es
estimulada con un mitégeno como la PHA, se activan las células T, las cuales expresan de
manera asincronica IL-2R, de manera que entre las 72 y 96 horas alcanzan la mayor concen-
traciéon de receptores en la superficie del linfocito. A continuacion el nivel de receptores
decae, tal vez como consecuencia de una regulacion a la baja por parte de la IL-2 secretada,

la proliferacion cesa y las células pasan a la fase de reposo del ciclo celular, siendo minima




Figura 4. Modelo de unién de IL-2 a su receptor. La IL-2 se muestra en rojo,
y las cadenas alfa, beta y gamma estan mostradas en amarillo, verde y azul
respectivamente. Las cuatro hélices alfa de la molécula de IL-2 son
nombradas A, B, C y D. Tomado de Theze J, Alzari PM, Bertoglio J.
Interleukin 2 and its receptors: recent advenles and new immunological
functions. Immunology Today 1996;17:481-486.
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Como hemos dicho, hay dos proteinas de superficie celular diferentes que se unen a
la IL-2. La primera en identificarse, llamada IL-2Ra, es un polipéptido de 55 kD (p55) que
aparece tras la activacion de la célula T y al que se llamd en un principio antigeno Tac (por
activacion T) o CD25'". EL IL-2Ra se une a la IL-2 con una K4 de aproximadamente 10
M. La union de la IL-2 a las células que expresan solo el IL-2Ra no produce ninguna res-

puesta biologica detectable.

La segunda proteina que se une a la IL-2, llamada IL-2Rp, tiene aproximadamente
70 a75 kD (llamada previamente p70 o p75 o CD122) y es miembro de la familia de recep-
tores caracterizada por la estructura WSXWS, que se caracterizan por poseer una proteina
anclada a la membrana, con un dominio extracelular en el que hay al menos un motivo ca-
racteristico CCCC (cuatro cisteinas cercanas en posicion equivalentes) y llamado motivo
WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser), y tras su porcion transmembrana se encuentra una larga cola
citoplasmatica con ciertas tirosinas susceptibles de fosforilacion. La afinidad de la union
por este receptor es mayor que por el IL-2Ra, con una K4 de aproximadamente unos 10° M.
El IL-2Rp se expresa a bajos niveles en las células T en reposo junto a un polipéptido de 64
kD llamado IL-2Ry.

. . e . 147
Posteriormente se identifico una tercera cadena, denominada IL-2Ry

, que es tam-
bién un miembro de la familia WSXWS, formando con la IL-2Rf el complejo denominado
IL-2RPy. La cadena y también es usada en la transmision de sefiales por diferentes interleu-
quinas (IL-4, IL-7, IL-9, IL13 e IL-15) que la incorporan en su receptor' **. La ausencia de la
cadena y es responsable de una forma de inmunodeficiencia combinada severa ligada al

cromosoma X, que pone de manifiesto la necesidad de esta cadena para la transmision de la

sefial'®.

La IL-2 provoca la proliferacion de las células que expresan s6lo IL-2RBy, produ-

ciendo la mitad de estimulacion proliferativa maxima con la misma concentracion de IL-2
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que produce la mitad de union maxima. Las células que expresan IL-2Ra e IL-2RBy pueden
unirse a la IL-2 con mayor fuerza, con una K4 de aproximadamente 10™" M (estas observa-
ciones se han interpretado como que el IL-2Ra forma un complejo con el IL-2RBy, aumen-
tando la afinidad de este ltimo por la IL-2, y permitiendo, por tanto, producir una sefial de

. ., . . . 150-151
proliferacion con concentraciones significativamente menores de IL-2)"°%"

. Se cree que la
IL-2 se une primero al IL-2Ra, ya que esto facilita la asociacion con el IL-2Ry.

Las células T en reposo expresan IL-2RBy pero no IL-2Ra, y pueden ser estimuladas s6lo
por niveles elevados de IL-2. Tras la activacion de la célula T por el antigeno, se expresa
con rapidez el IL-2Ra, reduciendo asi la concentracion de IL-2 necesaria para la estimula-
cion de la proliferacion. De hecho, la propia IL-2 puede aumentar la sintesis de IL-2Ra.
Como la estimulacion antigénica potencia la expresion del IL-2R completo, las células T
que reconocen el antigeno son también las células que proliferan preferencialmente en res-

puesta a los niveles fisiologicos de IL-2 producidos durante la respuesta inmune adaptativa

(Figura 5).

Las células NK, como las células T en reposo, expresan IL-2RPy, pudiendo ser esti-
muladas por niveles elevados de IL-2, sin embargo no expresan el IL-2Ra, no reduciéndose

la cantidad de IL-2 necesaria para estimular su proliferacion.

Aunque se conoce bastante acerca de la interaccion entre la IL-2 y su receptor, ain
no se han identificado todas las sefiales intracelulares producidas por la union de la citoqui-
na. Se conoce que la unién de la IL-2 a su receptor provoca la activacion de multiples vias
de transduccion de senal, que incluyen la via JAK/STAT, que es Unica para las citoquinas, y
las vias ras y fosfatidilinositol-3 quinasa, que son activadas por muchos tipos de receptores.
Tras la exposicion a la IL-2, las células T muestran un rapido aumento en las concentracio-
nes de ciclin D2 y ciclin E, proteinas que activan diferentes quinasas ciclin-dependientes.
Las quinasas fosforilan y activan una variedad de proteinas celulares que estimulan la tran-
sicion desde la fase G a la fase S del ciclo celular. Un modelo general podria ser el siguien-

te:
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-La citoquina provoca la dimerizacion de las dos subunidades del receptor (cadenas

a y B), lo que coloca cercanas a sus respectivas colas citoplasmicas.

-Una serie de protein-quinasas de la familia de JAK (quinasas Jano) se unen a las co-

las agrupadas de las subunidades del receptor, con lo que se esas quinasas se activan.

Concentration of IL-2
required for proliferative
response of T cells
/IL-2R[!;-, complex
IL-2R [y
T cell activation by
antigen + costimulator ~1x10°9 M
4
CD2&
Costimulator (B7)
#
Lz ¥
Secretion of IL-2 i
7 /IL-EHIIH‘& complex
IL-2Rafiy
Expression of i
IL-2R chain; formation . 11
of high-affinity Tx 107
IL-2Rcxfy complex
Affinities (Kg) of
IL-2 receptor complexes
IL-2Rp, '[[ “1xi09M
IL-2~induced T cell wore  f cixioow
proliferation
IL-2Refiy m‘ ~1x 10T M

Figura 5. El receptor de alta afinidad de la IL-2 (IL-2R) se compone de un complejo de dos
polipéptidos separados (IL-2RPBy e IL-2Ra) que interaccionan para unirse a la IL-2 con alta
afinidad. Las células T en reposo expresan sélo IL-2RBy, que se une a la IL-2 con baja afi-
nidad. La activacion de la célula T por el antigeno y la célula presentadora conduce a la sin-
tesis y expresion de IL-2Ra, aumentando la afinidad de los IL-2RBy y permitiendo la esti-
mulacion de la proliferacion a concentraciones fisiologicas de IL-2. La IL-2 producida por
la célula T activada aumenta ain mas la expresion de IL-2Ra y estimula la sintesis de IL-2,
proporcionando un sistema de amplificacion positivo. Tomado de Abbas AK, Lichtman
AH, Pober JS. Effector mechanisms of immune responses. En: Abbas A, Lichtman A, Po-
ber J, eds. Celular and molecular immunology, 4* ed. Philadelphia: Saunders, 2000;255-
258.
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-Las JAK se autofosforilan.

-Las JAK fosforilan a su vez determinadas tirosinas de las colas del receptor, enton-
ces, proteinas de otra familia, llamada STAT (iniciales inglesas de transductores de
sefal y activadores de trascripcion) se unen a algunas de las tirosinas fosforiladas de

las colas del receptor, quedando cerca de las JAK.

-Las JAK fosforilan a las STAT unidas a las colas del receptor.

-Al quedar fosforiladas, las STAT pierden su afinidad por las colas del receptor, y en
cambio tienden a formar dimeros entre si (las tirosinas fosforiladas que han quedado
libres en las colas del receptor sirven para unir nuevos monomeros de STATS).

-Los dimeros de STAT fosforilados emigran al nucleo de la célula, donde actiian
ahora como activadores de la trascripcion de ciertos genes, al unirse a secuencias es-

peciales en la parte 5° respecto de las respectivas porciones codificadoras.

La IL-2 induce una caida de los niveles de una proteina llamada p27 que inhibe la

accion del complejo ciclin-quinasa.

10. RECEPTOR SOLUBLE DE INTERLEUCINA 2 (sIL-2R)™ '

10.1. CARACTERIZACION DEL sIL-2R

En 1985 Rubin inform6 por primera vez que, ademas de la expresion de novo del IL-
2R en las células T activadas en sangre periférica, podia liberarse en gran cantidad una for-
ma soluble de esta molécula (denominada sIL-2R), que puede ser detectada en el sobrena-

dante de cultivos linfocitarios T activados in vitro con OKT3 o PHA'*. Desde esta observa-
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cion inicial, se ha investigado ampliamente la procedencia del sIL-2R y sus caracteristicas

: 153-154.
estructurales, funcionales y moleculares

La estimulacion cronica de la célula T conduce al desprendimiento del IL-2Ra de la
superficie celular, llamado sIL-2R, al poder ser detectado en suero. El sIL-2R es una protei-
na glicosilada de 45 Kd que corresponde a los 192 aminoacidos N-terminales de la subuni-
dad a. Clinicamente, un nivel elevado de IL-2Ra en el suero es un marcador de fuerte esti-

mulacion antigénica.

La utilizacion de anticuerpos monoclonales de raton que reconocen el receptor pro-
teico de la IL-2 de 55 kd ha contribuido significativamente a nuestro entendimiento de las
caracteristicas bioquimicas y moleculares de la cadena alfa del IL-2R. La disponibilidad de
dos anticuerpos monoclonales anti IL-2R distintos no competitivos, anti Tac y 767/B6 facili-
tan la realizacion de un “sandwich” enzimoinmunoabsorbente (ELISA) para la deteccion de

la forma soluble de la molécula Tac (SIL-2R) '°.

Todavia no se ha explicado el modo en que la expresion del IL-2R de membrana es-
taria relacionada con la aparicion del sIL-2R sérica. Dos hipdtesis, no excluyentes, se han
presentado para explicar la codificacion y liberacion del sIL-2R. La primera hipotesis esta-
blece que se produciria una proteolisis del dominio extracelular de la subunidad a del IL-2R
de membrana mediante una enzima de membrana. La segunda hipdtesis plantea que se pro-
duciria una codificacion inducida, mediante splicing alternativo, de la forma extracelular de

la subunidad a, seguida de su secrecion directa.

La activacion del linfocito T no sélo permite la expresion en la superficie celular de
la IL-2R y la interaccion de la IL-2 con su receptor, sino que también propicia la liberacion
de moléculas de sIL-2R'> Asi, los niveles séricos de sIL-2R se correlacionan fuertemente
con el numero de linfocitos T CD25 activados, tanto en sangre periférica como en mucosa

. 1156 . - o . L
bronquial ™. Varios estudios han confirmado la fuerte asociacion de los niveles séricos de
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sIL-2R con la activacion de linfocitos T in vitro, y han indicado que la produccion de sIL-

2R es directamente proporcional a la expresion celular de IL-2R'>2.

10.2. ORIGEN DEL slIL-2R

Los investigadores han descubierto la presencia de sIL-2R en diferentes cultivos ce-
lulares como el de linfocitos T activados por lectinas o antigenos', monocitos (en los que
el sIL-2R se localiza principalmente en el citoplasma) °’, linfocitos B activados'*® (aunque
las concentraciones de sIL-2R detectadas no han sido tan elevadas como las encontradas en
cultivos de células T), células NK'* y eosinéfilos activados en presencia de IL-2, GM-CSF

o IL-5',

En la literatura cientifica hay una tendencia a correlacionar la expresion de sIL-2R
con aquellas lineas celulares mononucleares activadas que expresan el IL-2R de membrana,
es decir, linfocitos T y B, células NK y monocitos-macrofagos. La relacion entre ambos
receptores es evidente en su estructura, ya que la forma del sIL-2R es la del dominio extra-

celular de la subunidad o del IL-2R.

La presencia de sIL-2R en cultivos de otras lineas celulares diferentes del linfocito T,
como eosinofilos o linfocitos B, plantea cuestionar el origen del sIL-2R que se detecta en el
suero. En este sentido, Motojima determind las concentraciones séricas de la PCE y del
sCD25 en el suero de 66 pacientes asmaticos, y demostré que no existia correlacion entre
ellas'®. Debido al pequefio namero de linfocitos B y monocitos que expresan IL-2R'®* se
asume que la mayoria del sIL-2R en suero es elaborado por linfocitos T activados, y por
tanto, su nivel puede ser usado satisfactoriamente como un marcador de la activacion del

linfocito T in vivo.
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10.3. FUNCION DEL sIL-2R

Tampoco existe un consenso general acerca de la accion bioldgica que ejerce esta
proteina en el sistema inmune. Se conoce que el sIL-2R compite con el IL-2R en la superfi-
cie del linfocito por la IL-2'%* ', 1o que podria implicarlo en la regulacion de la respuesta
inmune, al disminuir la expresion de IL-2R inducida por la IL-2. De esta forma se podria
regular la proliferacion linfocitaria desencadenada por el estimulo antigénico. En base a esta
funcion, diversos autores han intentado explicar el fracaso del tratamiento con IL-2 como
droga inmunomoduladora, en algunos tumores. Podria ser que concentraciones elevadas de
sCD25 en sangre periférica de estos pacientes, al captar la IL-2 administrada ex6genamen-
te, disminuyeran la biodisponibilidad de la IL-2, dificultando de este modo su actividad te-

fops o 164
rapeutica o)

Esta teoria se encuentra relacionada con la down-regulation de la respuesta depen-
diente de la IL-2, ya que se disminuye la densidad de IL-2R de membrana disponible para la
IL-2 y se ejerce una competicion con el IL-2R de membrana por la unién con la IL-2, sin
embargo, la mucha mayor afinidad del IL-2Raf}y por la IL-2, comparada con la del IL-2Ra
solo, sugiere que no es probable que el IL-2Ra contribuya de forma significativa a la inmu-

nosupresion.

10.4. SIGNIFICADO CLINICO DEL sIL-2R

La respuesta de los linfocitos T activados a la IL-2 esté relacionada con la expresion
de IL-2R y, por tanto, con la secrecion de sIL-2R, de forma que la concentracion sérica de

sCD25 puede indicar la magnitud de la activacién inmune in vivo.

Hay que tener presente que el sIL-2R sérico no es s6lo un marcador sensible de la ac-
tivacion de las células mononucleares de sangre periférica, sino que puede también reflejar
activacion inmune de otros tejidos o compartimentos fluidos, ya que el sIL-2R generado en

esos espacios puede pasar al pool circulatorio.
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Otra cuestion importante es qué circunstancias o alteraciones pueden afectar a los ni-
veles séricos del sIL-2R. Asi, el dafio de la funcidn renal eleva los niveles séricos de sIL-2R,
ya que es probable que esta molécula sea excretada por la orina. Por otra parte, el tabaquis-

165-1 . .. .1 .
mo'® " y el ejercicio fisico'®’ elevan sus niveles.

Se han informado niveles bajos en el suero en una poblacion de adultos sanos, lo que

traduce una linea basal de activacion inmune bajo estimulos fisiologicos normales'®®.

Después de las primeras observaciones que destacaban la produccion de sIL-2R por
células mononucleares normales activadas en sangre periférica y en alguna linea de células
tumorales in vitro, se han cuantificado los niveles de sIL-2R en varias enfermedades in vivo,
como la leucemia de células T del adulto. Algunas lineas tumorales de células T que expre-
san constitutivamente el IL-2R pueden liberar una gran cantidad de la forma soluble de esta
molécula. Se sabe, por los trabajos realizados en este sentido, que en linfocitos normales la
generacion de sIL-2R es “activacion dependiente”, excepto en neoplasias especificas en las
que el fenotipo maligno esta caracterizado por la expresion constitutiva de la molécula Tac y
la liberacion del sIL-2R. Desde estos estudios iniciales, las situaciones en las que se han

detectado niveles elevados de sIL-2R sérico han aumentado considerablemente (Tabla 1).
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Tabla 1. Aumento de sIL-2R en enfermedades humanas

ENFERMEDADES MALIGNAS .. . 196
Mononucleosis infecciosa .

Leucemia de células T del adulto'®.

Sarampion'®’.

Leucemia de células peludas'™. 198
Lepra ™.

Leucemia linfocitica'”'. . 199
Tuberculosis .

. . . 172
Leucemia mieloide aguda'”?.

Paludismo®®.
Linfoma de Hodgkin'".
Linf Hodgkin'"*.
fntoma no Hodgkin TRANSPLANTE Y RECHAZO
Cancer de higado, pulmén, mama y ova- . 201
. 165,175-176 Rifion™.
r1os ’ . Pulmén®,
Mel .
clanoma HigadonS.
Linfoma cutaneo de células T'7%.
Micosis fungoide'”. .
1costs fungoide ENFERMEDADES ALERGICAS
Asma

ENFERMEDADES INFLAMATORIAS AUTO-
INMUNES

Rinitis alérgica®™.

. . , D
Conjuntivitis alérgica 0,
Artritis reumatoide juvenil'®’. e e , 206
« Alveolitis alérgica extrinseca” .
Artritis reumatoide °'. . .. 207
o Aspergilosis broncopulmonar alérgica™".
Lupus eritematoso sistémico *. e . 208209

Dermatitis atdpica .

Esclerosis sistémica'®’. .. 210
pofirmio i 184 Eccema atopico™ .
olimiositis ™.
Enfermedad de Kawasaki'®.

W MISCELANEA

Esclerosis multiple'™.

Injuria térmica®'".
Diabetes mellitus tipo I'*". L , . 212
Insuficiencia renal crénica” "

Enfermedad inflamatoria intestinal . o . 203
Sarcoidosis” .

Tiroiditis subaguda'®’.

. . 214
Esquizofrenia™".

Sindrome de Guillain-Barre'®. ., 215
Depresion” .
Enfermedad celiaca'®'. . . .. 206
Cirrosis hepatica™".

Psoriasis'*%. .. . 216
Ictericia obstructiva™ .

Cardiomiopatia dilatada®"”.
ENFERMEDADES INFECCIOSAS . 165,166
o3 Tabaquismo ™ ™.
Hepatitis' .
cpatitis Ejercicio fisico'”".
SIDA9+195
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111. JUSTIFICACION
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La prevalencia de asma a nivel mundial justifica la continua investigacion en el co-
nocimiento de esta entidad. En las ultimas décadas se ha avanzado de forma importante en el
desarrollo de la inmunoterapia como unico tratamiento etiolégico del asma bronquial alérgi-
co asi como en el conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos implicados tanto en la
patogenia del asma como en los efectos ocasionados por la inmunoterapia, sin bien, hoy dia,
todos estos mecanismos no estan completamente comprendidos. Por tanto, el estudio en este
campo esta abierto a nuevas aportaciones. De especial importancia es, en este sentido, el

estudio del sIL-2R en el asma bronquial extrinseco.

Las diversas células que actiian en la reaccion alérgica y sus mediadores son factores
claves en la patogenia del asma bronquial. El importante papel del linfocito T en el asma
bronquial como reconocedor del antigeno y organizador del resto de las células implicadas

en la patogenia del asma ha podido ser demostrado en numerosos trabajos.

Hoy sabemos que el linfocito T, tras reconocer al antigeno o alérgeno para el cual es
especifico, se activa, liberando IL-2 y expresando IL-2R en su superficie celular, sobre el
que actuard de forma autocrina y paracrina la IL-2 liberada, estimulando la proliferacion
celular y la adquisicion del perfil de secrecion de citoquinas T helper 2, propio de las enfer-
medades alérgicas. También sabemos, que en este proceso de activacion linfocitaria, el lin-
focito T secreta una fraccion del IL-2R, constituyendo el llamado sIL-2R, el cual puede ser
medido en diversos fluidos como suero, fluido de lavado broncoalveolar, sobrenadante de

cultivos celulares, etc.

Aunque existen trabajos publicados sobre este factor soluble, y la mayoria de estos
parecen confirmar que se trata de un indice de activacion celular T en el asma, su utilidad
clinica en el diagnoéstico, seguimiento o prondstico de los pacientes asmaticos es controver-

tida.
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Numerosos estudios han interpretado la elevacion de los niveles de sIL-2R como
marcador de la existencia de asma o de gravedad en el asma, debido a que los niveles de
sIL-2R en el asma agudo o cronico mal controlado eran superiores a los hallados en el asma
estable, y estos a su vez mayores que los encontrados en controles sanos. Sin embargo esto
no ocurre siempre asi, ya que en otros trabajos no se encuentra relacion entre los niveles de
sIL-2R y la severidad del asma, como demuestran publicaciones en las que se describen
solapamientos entre los niveles de sIL-2R de pacientes asmaticos agudos y pacientes asma-
ticos estables, ausencia de diferencias entre los niveles de pacientes asmaticos, cualquiera
que sea su grado de asma (leve, moderado o severo), y ausencia de diferencias entre los ni-
veles de asmaticos asintomaticos y controles sanos. Esto ha llevado a cuestionar la utilidad

de este factor en la practica clinica.

Con nuestro trabajo pretendemos determinar la utilidad del sIL-2R como parametro
de exposicion y tolerancia alérgica en pacientes asmaticos extrinsecos. Partimos de dos
premisas. La primera es que este factor soluble no habria que interpretarlo como sindénimo
de la existencia de asma, sino como parametro de exposicion, y que por tanto también pu-
diera utilizarse como parametro de tolerabilidad alérgica en individuos sometidos a hiposen-
sibilizacion mediante inmunoterapia. La segunda premisa es que nuestro trabajo plantea la
determinacion de los niveles de sIL-2R in vitro, en el sobrenadante de cultivo de células
mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA. ;Por qué tras estimulacion in
vitro mejor que en suero? Hasta ahora, salvo el estudio de Hsieh™'®, ningin estudio se ha
realizado in vitro, realizaindose la mayoria de determinaciones en suero. Creemos que las
pequeiias cantidades de sIL-2R en suero pueden modificarse menos debido al “factor dilu-
yente” de toda la masa sanguinea sobre una produccion auto o paracrina. Sin embargo, parte
de los linfocitos en sangre periférica poseen la capacidad de estar estimulados y poder reme-
dar los efectos ocasionados en el 6rgano de choque. Al ser estimulados con PHA, se ampli-
ficaria la produccion de sIL-2R, siendo mas evidentes las modificaciones de sus niveles.
Estas premisas podrian justificar las contradicciones citadas encontradas entre los distintos

estudios publicados.
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Hasta la fecha, no existe ningin factor que pueda ser utilizado en el seguimiento de
los pacientes tratados con inmunoterapia que nos informe de la utilidad de la misma en cada
caso individualmente. Nuestro grupo propone que el sIL-2R puede ser un marcador ttil de
tolerancia alérgica en los pacientes tratados con inmunoterapia que podria ser utilizado en el

seguimiento de los mismos.

En este sentido, planteamos un estudio en pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a
polen de gramineas, en el que este parametro se mediria en dos momentos distintos: antes de
la estacion polinica, cuando el paciente no estd expuesto al alérgeno, y durante la estacion
polinica, cuando est4 expuesto al alérgeno de una forma natural. El estudio de los niveles de
sIL-2R, en estos dos momentos, en personas sanas (grupo control) y pacientes asmaticos
polinicos, podria poner de manifiesto diferencias en la produccion de sIL-2R. Si estudiamos
de igual modo a pacientes asmaticos polinicos hiposensibilizados con distintas pautas de
inmunoterapia (preestacional y coestacional), podriamos poner de manifiesto las diferencias
existentes entre el grupo tratado con inmunoterapia y los anteriores, que no reciben inmuno-

terapia, y entre los distintos grupos hiposensibilizados entre si.

De este modo se estableceria si el sIL-2R medido en el sobrenadante de cultivo de
células mononucleares es un pardmetro de exposicion y tolerancia alérgica en pacientes as-
maticos extrinsecos, asi como si existen diferencias entre los dos tipos de inmunoterapia

utilizadas en lo que respecta a la produccion de sIL-2R.

En un segundo tiempo determinariamos qué cambios produce la exposicion artificial
en los niveles de sIL-2R de pacientes asmaticos extrinsecos polinicos, y si estos se correla-
cionan con los encontrados en la exposicion natural. Para ello seleccionariamos a un grupo
de pacientes asmaticos extrinsecos sensibles al polen de gramineas que serian expuestos a
un test de provocacion bronquial especifica e inespecifica, con objeto de valorar el compor-
tamiento de los niveles de sIL-2R ante una exposicion artificial, asi como la relacion del tipo

de reaccion bronquial y de la sintomatologia de los pacientes con los niveles de sIL-2R.
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(Por qué planteamos un trabajo en los términos descritos? Aunque existen trabajos
publicados sobre el sIL-2R en el asma bronquial, ninguna se refiere en los términos descri-
tos. La mayoria de las determinaciones de sIL-2R se han realizado en suero. Existen muy
pocos trabajos que determinen el sIL-2R en pacientes sometidos a inmunoterapia®'® *'*?*! y,
que nosotros sepamos, existe s6lo un trabajo que haya investigado la producciéon de sIL-2R
en cultivo linfocitario de pacientes sometidos a inmunoterapia®'®. No hemos encontrado nin-
gun estudio que se refiera en este sentido a los pacientes asmaticos polinicos, pues el referi-
do trabajo de Hsieh se refiere a pacientes sensibles a acaros del polvo doméstico. Son muy
escasos los trabajos que comparen las pautas de inmunoterapia en pacientes polinicos y nin-
guno lo hace en los términos referidos. Por otra parte, son muy escasos, y de resultados con-
tradictorios entre si, los trabajos publicados que se refieran a las modificaciones ocasionadas

por la provocacion bronquial en los niveles de sIL-2R**%%,

En resumen, los estudios existentes sobre el comportamiento de los niveles de sIL-
2R en pacientes sometidos a inmunoterapia y a provocacion bronquial son escasos. Por otra
parte, que sepamos, no existe ningun estudio que compare los niveles de sIL-2R en pacien-
tes polinicos con inmunoterapia preestacional de aquellos con inmunoterapia coestacional.
Creemos por tanto, que debe profundizarse en este campo como plantea nuestro trabajo, con
objeto de valorar si la determinacion de sIL-2R en estos pacientes es util como medida de
exposicion y tolerabilidad alergénica. Que sepamos, ningun trabajo ha abordado el estudio
que planteamos en estos términos. Con la cuantificacion del sIL-2R en el sobrenadante de
cultivo de células mononucleares, pretendemos profundizar en la fisiopatologia del asma
bronquial extrinseco y validar al sIL-2R en cultivos celulares como parametro de exposicion
y tolerabilidad alérgica en pacientes asmaticos extrinsecos. En el disefio de nuestro trabajo
nos planteamos la posible utilidad de este receptor soluble como marcador valido de la exis-

tencia de exposicion alérgica y de efectividad de la inmunoterapia en el asma.
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IVV. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

a. Validacion de la determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrena-
dante de cultivo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
PHA, como parametro de exposicion alérgica especifica, tanto natural como experi-

mental, en pacientes asmaticos alérgicos a pdlenes de gramineas.

b. Validacion de la determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrena-
dante de cultivo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
PHA, como parametro de tolerancia al alérgeno en pacientes asmaticos alérgicos a

polenes de gramineas sometidos a inmunoterapia alergeno especifica.

c. Comparacion de las pautas de inmunoterapia preestacional y coestacional en la pro-
duccion del receptor soluble de interleucina 2, medido en el sobrenadante de cultivo
de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, en pacientes
asmaticos alérgicos a polenes de gramineas sometidos a inmunoterapia alergeno es-

pecifica.

d. Determinar si la produccion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrena-
dante de cultivo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
PHA, es un parametro correlacionable con la sintomatologia en los pacientes as-

maticos alérgicos a poélenes de gramineas.

e. Determinar si la produccion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrena-
dante de cultivos de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con
PHA, es un parametro de hiperreactividad bronquial en pacientes asmaticos alérgicos

a polenes de gramineas.
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f. Determinar si existen diferencias en la produccion de receptores solubles de inter-
leucina 2, en el sobrenadante de cultivos de células mononucleares de sangre perifé-
rica estimuladas con PHA, entre los pacientes asmaticos alérgicos a polenes de gra-
mineas que presentan reaccion inmediata sélo y aquellos que presentan reaccion

dual.
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V. MATERIAL Y METODOS

77



78



1. PACIENTES Y CONTROLES

1.1. PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES Y CENTRO DONDE SE REALIZO EL
ESTUDIO

Pacientes estudiados en el Servicio Regional de Inmunologia y alergia (Hospital

Universitario Virgen Macarena).

1.2. SELECCION DE PACIENTES Y CONTROLES

Se seleccionaron de forma aleatoria 103 pacientes con criterios de asma bronquial
extrinseco sensibles a polenes de gramineas (grupo asmaticos, N: 103), los cuales se subdi-

vidieron en los siguientes subgrupos:

- Grupo 1: Pacientes con criterios de asma bronquial extrinseco sensibles a pdlenes
de gramineas no sometidos a inmunoterapia (asmaticos no hiposensibilizados, N:63). Estos
pacientes se asignaron de forma aleatoria a alguno de los subgrupos de estudio (exposicion

natural, provocacion bronquial especifica, inespecifica con metacolina, antigeno inespecifica

y priming).

- Grupo 2: Pacientes asmaticos extrinsecos a polenes de gramineas sometidos a in-
munoterapia alérgeno especifica parenteral, segun pauta convencional: (asmaticos hiposen-

sibilizados, N: 40), de los que se separan dos grupos:
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- Grupo 2A) Pacientes asmaticos extrinsecos a polenes de gramineas someti-
dos a inmunoterapia alérgeno especifica preestacional durante al menos 3 afios

(N:20).

- Grupo 2B) Pacientes asmaticos extrinsecos a poélenes de gramineas someti-
dos a inmunoterapia alérgeno especifica coestacional (perenne) durante al menos 3

anos (N:20).

Como grupo control se seleccionaron de forma aleatoria a 20 individuos sanos no

atopicos (grupo 3, grupo control, N: 20).

Consideramos que los pacientes tenian asma bronquial cuando referian una historia
de episodios recurrentes de disnea y estertores sibilantes, en los que, de forma espontanea o
tras tratamiento con farmacos broncodilatadores, tenia lugar una mejoria parcial o total de

los sintomas.

Consideramos sujetos asmaticos extrinsecos a polenes de gramineas a aquellos que
presentaban una clinica sugerente, tenian un test cutaneo positivo a gramineas dentro de la
bateria de alergenos testados, con IgE total elevada e IgE especifica positiva a dicho alerge-

nos. Los episodios sintomaticos debian presentarse de forma exclusivamente estacional.

Se incluyeron en el estudio, con idéntico protocolo, un grupo control compuesto por
20 voluntarios sanos (no asmaticos ni atopicos), que no presentaban patologia inmunologica
ni antecedentes personales o familiares de enfermedades alérgicas, con edades comprendi-
das entre los 18 y 50 afios (edad media 26.75), siendo 11 hombres y 9 mujeres. Este grupo
se caracterizaba por ser sujetos asintomatico, sin clinica compatible, con test cutaneo negati-

vo, IgE total baja, por debajo de 100 KU/l (CAP system) e IgE especifica negativa.
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1.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION DE LOS PACIENTES
1.3.1. Criterios de inclusién

-Historia clinica de asma bronquial estacional alérgica por hipersensibilidad a pdle-
nes de gramineas.

-Pacientes que llevasen al menos dos estaciones polinicas presentando sintomas.

-Edad comprendida entre 18 y 60 afios.

-Consentimiento por el paciente.

-Pruebas cutaneas positivas, mediante prick-test con pdlenes de gramineas (100
B.U./ml).

-Altos niveles de IgE especificas a polen de gramineas.

-Capaces de realizar maniobras espirométricas técnicamente correctas™ y repetibles
(variaciones del FEV, entre las 3 mejores maniobras <=5%).

-FEV>80% del tedrico.

-Criterios referidos en el apartado de la provocacion bronquial.

-Haber recibido inmunoterapia alérgeno especifica durante al menos 3 afos (solo pa-

ra el grupo 2).
1.3.2. Criterios de exclusién:

-Inmunoterapia previa (s6lo para el grupo 1)

-Asma intrinseco o extrinseco con sensibilizacion a otros alergenos diferentes a gra-
mineas.

-Corticodependencia o asma de evolucion grave.

-Patologia pulmonar previa no alérgica.

-Mujeres en estado de gestacion o periodo de lactancia.

-Fumadores y exfumadores.

-Enfermedades inmunologicas o padecimiento de otra enfermedad concomitante en

la que pudiera estar alterado el sistema inmunitario.
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-Edad diferente al intervalo sefialado.
-Infeccion respiratoria 4 semanas previas a las determinaciones.
-No aceptacion voluntaria de someterse a un estudio de provocacion bronquial ines-

pecifica o especifica.
2. DISENO GLOBAL DEL ESTUDIO ( tabla 2)

El estudio fue realizado en tres fases:

En una primera fase, que llamaremos T0 (Noviembre-Diciembre) se procedio a la se-
leccion de los pacientes que cumplian los criterios de inclusion, a la recogida de una serie de
parametros que a continuacion detallamos y a la asignacion aleatoria a los distintos subgru-

pos de estudio.
De los 123 participantes se recogieron los siguientes parametros:
1. Datos de filiacion:

-Nombre.
-Edad.
-Sexo.
-Direccion.

-Ocupacion laboral.

2. Historia clinica detallada.
-Antecedentes familiares.
-Antecedentes personales.

-Antecedentes clinicos de interés alérgico.

-Habito tabaquico.
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-Medicacion realizada.

-Tratamiento hiposensibilizante.

-Clinica.

-Intensidad de la clinica, cuantificada por el mismo médico, de 1 a 3, segun la siguiente va-

loracion:
1 (leve): los sintomas estan presentes, pero apenas son molestos.
2 (moderada): los sintomas son molestos, pero no le impiden realizar sus actividades
diarias.
3 (intensa): los sintomas son molestos y ademas le impiden realizar la mayoria de sus
actividades diarias.
- Anos de evolucion de la enfermedad.
3. Exploracion fisica general por aparatos.
4. Analitica general bésica:
- Hemograma con formula y recuento.
- Velocidad de Sedimentacion Globular.
- Bioquimica general.
- Orina basica.
5. Estudio radioldgico convencional de torax posteroanterior y lateral.

6. Test cutaneo mediante técnica "prick-test".

7. Determinacion sérica de IgE total mediante técnica CAP System® (fabricado por Phar-

macia, Suecia).
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8. Determinacion de IgE especifica a pdlenes de gramineas mediante técnica CAP System®
(Pharmacia, Suecia). En nuestro caso se emplearon los siguientes alergenos:. Lolium peren-

ne, Phleum pratense y Cynodon dactylon.

La segunda fase del estudio se realizd en dos tiempos distintos, que llamaremos
Tiempo 1 (T1) y Tiempo 2 (T2). El tiempo 1 corresponde a antes de la estacion polinica de
gramineas en nuestro medio, en la cual el paciente no esta sometido a niveles de polenes
reactivos atmosféricos, y que se realizo entre los meses de Enero y Febrero. El tiempo 2
(T2), corresponde a la estacion polinica, cuando los niveles de pdlenes a gramineas se en-

cuentran elevados en nuestro medio, y se realizo durante la primavera.

En la segunda fase del estudio se realizaron las siguientes pruebas y determinaciones:

1. Determinacion de sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con PHA, mediante ELISA (Cellfree, T cell Diagnostic), antes de
la estacion polinica y durante la estacion polinica (T1 y T2 respectivamente), en los pacien-

tes de los distintos grupos:

-Grupo 1: Asmaticos sin inmunoterapia (N: 20).
-Grupo 2 A) con Inmunoterapia preestacional (N: 20).
-Grupo 2 B) con Inmunoterapia coestacional (N: 20).

-Grupo 3: controles sanos no atopicos (N: 20).

2. Determinacion de sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con PHA, mediante ELISA (Cellfree, T cell Diagnostic), antes y
tras la realizacion de un test de provocacion bronquial antigeno especifica en 20 pacientes
del grupo 1, seleccionados aleatoriamente, con determinacion de la FEV) inicial, de la PD;o,

y del tipo de reaccion (inmediata/dual). Este test se realizo en T1 para evitar la interferencia
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con el estimulo atmosférico. Los pacientes asignados a este subgrupo realizaron un score de

sintomas y de uso de medicacion de rescate durante la estacion polinica (T2).

3. Determinacion de sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con PHA, mediante ELISA (Cellfree, T cell Diagnostic), antes y
tras la realizacion de un “priming” (provocacién bronquial antigeno especifica con dosis
que no produzca broncoconstriccion) en 7 pacientes del grupo 1, seleccionados aleatoria-

mente. Este test se realizo en T1 para evitar la interferencia con el estimulo atmosférico.

4. Determinacion de sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con PHA, mediante ELISA (Cellfree, T cell Diagnostic), antes y
tras la realizacion de un test de provocacion bronquial inespecifica con metacolina en 8 pa-
cientes del grupo 1, seleccionados aleatoriamente, con determinacion de la PCy. Este test se

realiz6 en T1 para evitar la interferencia con el estimulo atmosférico.

5. Determinacion de sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de san-
gre periférica estimuladas con PHA, mediante ELISA (Cellfree, T cell Diagnostic), antes y
tras la realizacion de una provocacion bronquial antigeno inespecifica en 8 pacientes del
grupo 1, seleccionados aleatoriamente, con un antigeno al cual no se encontraban sensibili-
zados (D. pteronyssinus). Este test se realizo en T1 para evitar la interferencia con el estimu-

lo atmosférico.

En la tercera fase del estudio se realiz6 el analisis estadistico de los resultados.

Para la realizacion de las determinaciones, ningin paciente habia recibido corticoides
sistémicos en los ltimos dos meses ni topicos en los ultimos quince dias; los antihistamini-
cos, broncodilatadores, cromoglicato disédico y nedocromil sédico se suprimieron, al me-

nos, 72 horas antes de la extraccion de sangre. Se admitieron los beta miméticos inhalados
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hasta seis horas antes o bien el tratamiento con inmunoterapia en aquellos que lo realizaban.
Durante las dos semanas previas todos los pacientes y controles habian estado libre de infec-
ciones (para los pacientes que realizaron provocacion bronquial se siguid la pauta especifi-

cada en dicho apartado).
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Tabla 2. Disefio global del estudio

Procedimientos TO T1 T2 Pacientes (n)
Seleccion pacientes/controles *
Asignacion aleatoria a los grupos *
Datos de filiacion *
Historia clinica * Todos los pacien-
Exploracion fisica general * tes
Analitica general basica *
Radiografia de térax *
Test cutaneos *
IgE total *
IgE especifica * Grupos 1-2
Score sintomas/medicacion de rescate * Grupo 1(20)

Determinacion sIL-2R en cultivo

- Determinacion basal * * Grupo 1 (20)
Grupo 3 (20)
Grupo 2A (20)
Grupo 2B (20)
- PB especifica * Grupo 1 (20)
- Priming * Grupo 1 (7)
- PB inespecifica metacolina * Grupo 1 (8)
- PB antigeno inespecifica * Grupo 1(8)

N: nimero de pacientes. PB: provocacion bronquial. Los pacientes en los que se realizan los
scores son los mismos en los que se hace la provocacion bronquial especifica. TO: fase inicial an-
tes de la estacion polinica. T1: Antes de la estacion polinica. T2. Durante la estacion polinica.
Grupo 1: asmaticos extrinsecos a gramineas no hiposensibilizados. Grupo 2A: asmaticos extrinse-
cos a gramineas hiposensibilizados con inmunoterapia preestacional. Grupo 2B: asmaticos extrin-
secos a gramineas hiposensibilizados con inmunoterapia coestacional. Grupo 3: controles sanos.
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3. REGISTRO DE SINTOMAS Y USO DE MEDICACION DE RESCA-
TE

Los pacientes asmaticos no hiposensibilizados, que fueron asignados a la realizacion
de la provocacion bronquial especifica, registraron durante la estacion polinica la aparicion

de sintomas bronquiales y el uso de medicacion de rescate.
Cada uno de los sintomas fue cuantificado de la forma siguiente:

0: ausencia de sintomas.

1: presencia de sintomas de leve intensidad.

2: presencia de sintomas moderados, que hacian necesario el uso de medica-
cion sintomatica.

3: sintomas severos, que obligaban a la utilizacion de la medicacion sintoma-

tica y que podian interferir en la actividad diaria del paciente.

Los sintomas evaluados fueron:

+Tos.
+Disnea.

+Sibilancias.

La medicacion de rescate utilizada para tratar los sintomas de broncoespasmo fueron
los betamiméticos de accion corta por via inhalatoria: Salbutamol (200 ug/puff) o Terbutali-
na (250 ug/puff), mediante aerosol autopropulsado. Se recomendd una dosis maxima de 2
inhalaciones cada 6 horas. Los pacientes anotaron diariamente el nimero de veces que usa-

ron la medicacion, asignandosele un punto a cada vez que la utilizaron.
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La recogida de estos datos fue realizada por cada uno de los pacientes seleccionados,
previo adiestramiento por nuestra parte, en cuanto a la forma de su cumplimentacion. Para la

recogida de los datos se facilité una hoja de autoregistro (Figura 6)

Cada paciente rellen6 su hoja de autoregistro durante la primavera, y nosotros, reali-

zamos la suma de su puntuacion en el total de los dias registrados.

4. TEST CUTANEO

Los test cutaneos se realizaron siguiendo la técnica del prick-test, segiin procedi-
miento descrito por Morow-Brown®*®. EL objetivo es reproducir localmente en la piel una

reaccion alérgica tipo 1.

4.1. PROCEDIMIENTO

Antes de realizar las pruebas cutaneas, desinfectamos la piel de la cara ventral de
ambos antebrazos con alcohol etilico utilizando una torunda de algodon hidréfilo, dejando-

las secar a continuacion.

Esta prueba se realiza colocando una pequefia gota de cada extracto de prueba y de la
solucion control (Fosfato de histamina al 1/100 para el control positivo y PBS para el con-
trol negativo) en la cara volar del antebrazo. Las gotas las separamos unos 2 cm entre si,
marcando con rotulador los puntos que se puncionan. Con una lanceta de una punta de | mm
y unos topes a los lados para que no penetre en la piel, se presiona de forma mantenida en un
angulo de 90° a la superficie cutanea a través de la gota de la solucion. No debe haber san-

grado y debe aplicarse siempre la misma presion.
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Figura 6. Hoja de autoregistro.
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El material requerido es el siguiente:

- Algodon hidrofilo.

- Alcohol etilico de 96°.

- Rotulador para marcar la piel.

- Lancetas de puntura especificas para esta técnica, fabricadas por Dome-

Hollister-Stier®.

- Bateria de antigenos diagnosticos comerciales para "prick" de los laborato-

rios Alergia e Inmunologia Abello.

- Controles negativos (PBS) e histamina al 1/100 (los dos a una concentracion

Img/ml).

- Papel secante.

4.2. ANTIGENOS PARA TEST CUTANEO

A todos los pacientes se les realizaron test cutaneos con una bateria de neumoalerge-

nos habituales (Laboratorio Abelld) donde se incluyeron:
-Acaros:
+Dermatophagoides pteronyssinus.
+Dermatophagoides farinae.

+Lepidoglyphus destructor.

+Acarus siro.
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-Hongos:

+Alternaria alternata.
+Cladosporium herbarum.

+Aspergillus.

-Polenes:

+Mezcla de gramineas silvestres.
+Phragmites communis.
+Cynodon dactylon.

+Secale cereale.

+Parietaria judaica.

+Rumex.

+Chenopodium album.
+Artemisia vulgaris.

+Olea europaea.

-Epitelios:

+Perro

+@Gato

Estos extractos se comercializan a una concentracion de 100 BU/ml.
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5. RECOGIDA DE MUESTRAS SANGUINEAS

Se realizaron en cada una de las 3 fases del estudio, procediéndose a venoclisis de un
vaso venoso periférico, extrayéndose las distintas necesidades segin las determinaciones a

realizar:

a. 5 cc en tubo anticoagulado con EDTA, para la realizacion de la formula y el re-
cuento leucocitario, mediante sistema Coulter Co., siendo realizado en el labora-

torio central de Hospital Virgen Macarena.

La muestra sanguinea restante recogida, fue inmediatamente trasladada al servicio de

Alergologia e Inmunologia clinica procediéndose:

b. 5 cc, no conteniendo anticoagulante, se centrifugo durante 10 minutos a 3000
rpm. La fraccion sérica obtenida fue almacenada a —20°C, separandose varias ali-

cuotas, para la posterior determinacion de IgE total y especifica.

c. 10 cc, se introdujeron en un tubo que contenia 10 U/ml de heparina sddica. Con

esta fraccidn se realizaron los cultivos de células mononucleares.
6. DETERMINACION DE IgE TOTAL E IgE ESPECIFICA?Y

Se determin6é mediante la técnica CAP System® de Pharmacia, Esta técnica es un
método in vitro basado en tecnologia inmunoCAP para la determinacion en fase solida de la

IgE presente en el suero.

El fundamento de esta técnica se basa en la presencia de un anticuerpo anti-IgE, uni-
do de forma covalente a una fase s6lida o inmunoCAP; Dicho anticuerpo, durante el periodo
de incubacidn necesario, actua como captador de la IgE presente en las muestras, fijandola a

dicha fase solida.
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Después de un proceso de lavado para eliminar los restos de las muestras, afiadimos

a los inmunoCAP un segundo anticuerpo anti-IgE, esta vez marcado con una enzima.

Todo ello dara lugar a la formacion de complejos formados por la IgE presente en las
muestras y dos anticuerpos que se unen a ella: uno que la fija a la fase solida (captador) y

otro que nos va a poner de manifiesto la cantidad de IgE captada (marcador).

Después del correspondiente periodo de incubacion y un nuevo proceso de lavado
para eliminar el exceso del segundo anticuerpo, afiadimos el substrato sobre el que va a ac-

tuar el enzima del anticuerpo marcador.

Finalmente, después de un ultimo periodo de incubacion, agregamos una solucion
stop que detiene la reaccion, procediendo seguidamente a la lectura de la fluorescencia emi-

tida por cada pocillo mediante en un fluorometro.

Los reactivos empleados para esta técnica son:

-Anti-IgE-enzima, beta-galactosidasa (antisuero de conejo).

- Solucion de lavado: Tween 20 al 0.05% en tampon PBS.

-Solucion de desarrollo (substrato): 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidasa.

-Solucién de parada (stop): acido sulfurico 2N.

-Estandares: Soluciones con IgE a concentraciones conocidas: 0.25, 0.7, 3.5,
17.5, 50, 100 KU/L

-InmunoCAP anti-IgE (utilizados para la determinacion de IgE total y para

los estandares), e inmunoCAP con anti-IgE especifica para alergenos determinados.

El material requerido para desarrollar la técnica, en parte suministrado por el fabri-

cante, incluye:
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-Placas con 96 pocillos para la disposicion de los inmuno-CAP y de las mues-
tras.

-Placas de lectura, también de 96 pocillos, para la medida de la fluorescencia
de las muestras en el fluorometro.

-Bandejas para la colocacion de las placas.

-Dispensador de inmuno-CAP.

-Auto-CAP: permite la realizacion de la técnica de forma automatica, contro-
lando la dispensacion de los reactivos y los periodos de incubacion correspondientes.

-Fluor 96 ® (fluorimetro).

-Ordenador tipo PC al que se incorpora el programa Phamas (Pharmacia®,
Upsala, Suecia), que controla la informacion sobre las muestras, asi como la lectura e
interpretacion de los resultados obtenidos.

-Micropipetas.

-Puntas de pipeta de plastico para un solo uso.

El procesamiento de las muestras sigue los pasos que detallamos seguidamente:

-En una bandeja al efecto colocamos dos placas de ensayo y una de lectura.

-A continuacion, situamos la bandeja sobre el aparato que nos va a indicar la dis-

tribucion de los inmuno-CAP y de las muestras.

-En la placa de ensayo colocada en posicion central, distribuimos los inmuno-

CAP en las posiciones correspondientes.
-Seguidamente, en la placa de ensayo situada a la izquierda en la bandeja, dis-

pensamos, en los pocillos correspondientes, 50 pl tanto de los estdndares como de

las muestras.
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-Una vez concluido ese proceso, pasamos la bandeja al aparato AutoCAP, pre-
viamente programado, asegurandonos de que tenga dispuestos los reactivos necesa-

rios.

-El siguiente paso consiste en el lavado de los inmuno-CAP, que se lleva a cabo

de forma automatica.

-Transferimos los inmuno-CAP ya lavados a los pocillos de la placa que contie-

nen las muestras correspondientes.

-Dejamos un periodo de incubacion de 30 minutos.

-Lavamos de nuevo los inmuno-CAP y, posteriormente, los pasamos a la placa
central en la que, previamente, se han dispensado 50 pl de anti-IgE marcado con el
enzima.

-A continuacion, dejamos otro periodo de incubacion de 150 minutos.

-Una vez transcurrido ese tiempo, procedemos a un nuevo lavado de los inmuno-

CAP.

-Seguidamente, dispensamos 50 pl de la solucioén de desarrollo en la placa de en-

sayo que queda vacia, y trasladamos los inmuno-CAP a dicha placa.
-Dejamos un nuevo periodo de incubacion de 15 minutos. Dos o tres minutos an-
tes de finalizar este periodo de incubacidn, se transfieren los inmuno-CAP a la placa

de lectura.

-A continuacion, dispensamos la solucion de parada, y esperamos aproximada-

mente 2 minutos para que la reaccion se detenga totalmente.
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-Finalmente, situamos la placa de lectura en el fluorimetro, el cual, una vez leida
la placa, envia los datos obtenidos al ordenador. Este, a su vez, procesa esos datos y
calcula las concentraciones de IgE mediante extrapolacion a partir de la denominada
curva estandar, construida con los valores obtenidos para los estandares. Las concen-

traciones quedan expresadas en kU/I.

7. ESPIROMETRIA

Para la realizacion de la espirometria, se siguieron las recomendaciones de la Ameri-
can Thoracic Society? **®. Inicialmente, los pacientes fueron instruidos hasta que fueron
capaces de realizar maniobras técnicamente correctas y con FEV| repetible (variaciones <
5% entre las 3 mejores) Se eligid como mejor maniobra aquella que mostraba valores de

FEV, y FVC mas elevados.

. oy 229 .
Como valores de referencia se utilizaron los de Crapo et al*”” para sujetos menores

de 25 afios y los de CECA para pacientes de edad igual o superior a 25 afios™".

Para la realizacion de la espirometria los farmacos se suspendieron durante los perio-

dos que se detallan para la exploracion con metacolina.

8. PROTOCOLO DEL TEST DE HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL
CON METACOLINA

Para la realizacion de la prueba de provocacion con metacolina, utilizamos la meto-
, . . o 231 N . . o
dologia descrita por Prieto™’, con pequefias modificaciones, y desarrollamos la técnica en

un neumotacografo conectado a un ordenador Jaegger.
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Previamente a la realizacidon del test de metacolina se tienen en cuenta distintos fac-

tores que pueden influir:

-Se suspende la medicacion: Los beta 2-inhalados, teofilinas rapidas y bromu-
ro de ipatropio, 12 horas antes de realizar el test; los beta 2 orales y las teofilinas re-
tardadas se suspenden 24 horas antes; el nedocromil, cromoglicato y ketotifeno 48
horas antes; los antihistaminicos se suspenden 72 horas antes y los corticoides in-

halados y orales hasta dos semanas antes de la realizacion del test.

-Se instruye al enfermo para realizar bien las maniobras encaminadas a una
buena ejecucion de la técnica espirométrica y se escogen aquellos enfermos que pre-

senten un FEV superior al 80% y el indice de Tiffeneau superior al 70%>>.

-Exposicion al alergeno: se escogen para la realizacion del test una €época que

no sea otofio ni la primavera, maxima actividad en los pdlenes.

Con los enfermos que superan estos requisitos proseguimos el estudio; para ello da-
mos a inhalar 2 cc de una solucion que lleva buffer fosfato salino (PBS) en un nebulizador
Hudson conectado a una botella de aire comprimido, durante dos minutos, haciendo respirar
al enfermo a volumen corriente mediante una boquilla y teniendo ocluida la nariz con una

pinza.

Es fundamental emplear siempre el mismo flujo de entrada para la alimentacion del
nebulizador para que siempre el gasto sea el mismo. Nosotros utilizamos el nebulizador
Hudson conectado a un flujo de unos 6 L/minuto obteniendo un gasto aproximado de 0,190
+/- 0,02 ml/minuto. Posteriormente repetimos tres espirometrias a los dos minutos de la in-
halacion y tomamos la mejor. Si el descenso del FEV| no es superior al 20%, proseguimos

con el test.
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Se parte de una dilucion madre de clorhidrato de metacolina (laboratorios Sigma
Chemical) en tampoén salino (PBS), a un pH de 7,2 que estd a una concentracion de 25
mgrs/ml. A partir de ella se realizan diluciones a la mitad obteniendo con ello concentracio-
nes de: 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.095 mgr/ml. Estas diluciones se reali-

zan diariamente para evitar la pérdida de actividad de la metacolina.

Vamos administrando distintas concentraciones de 2 cc de una solucion de metacoli-
na que se inhala a volumen corriente, empezando en primer lugar con la menor, realizando
espirometrias a los dos minutos, tomando la mejor de ellas, suspendiendo la exploracion
cuando se objetiva un descenso mayor o igual del 20% en el FEV}, o cuando llegamos a la

concentracion maxima.

Tras completar la exploraciéon con metacolina se administran 200 mcgr de salbuta-

mol inhalado a aquellos pacientes que mostraron un deterioro del FEV;>10%.

Posteriormente calculamos la PC,y (concentracion de metacolina que produce un
descenso del FEV; de un 20%) como expresion del grado de hiperreactividad bronquial.

Para calcular la PC,y metacolina se tienen en cuenta las formulas de interpolacion lineal®’.

(20-R1) (C2-C1)
PCzo = + Cl1
(R2-R1)

Donde:

C1: concentracion de agonista que produce una caida del FEV; inmediata-
mente menor al 20%.
C2: concentracion de agonista que produce una caida del FEV1 inmediata-
mente mayor al 20%.

R2 y R1: Caidas del FEV1 (en %) producidas por C2 y C1 respectivamente.
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Las muestras sanguineas se tomaron antes de iniciar la provocacion y 24 horas tras la

realizacion de la misma.

9. PROTOCOLO DEL TEST DE PROVOCACION INHALATIVO
ALERGENO ESPECIFICO Y DEL TEST ALERGENO INESPECIFICO

La metodologia empleada es la técnica de Chai con ciertas modificaciones™*. Pre-
viamente realizamos un prick con el antigeno con el que vamos a hacer la prueba inhalativa.
Para la provocacion antigeno inespecifica con D. Pteronyssinus, utilizamos extractos de la
casa Leti, que lo suministra liofilizado, y que una vez reconstituido en disolvente presenta
una maxima actividad biolégica de 100 HEP, es decir 100000 U.B.; Para la provocacion
especifica con la graminea Phleum administramos extractos de la casa Aristegui, siendo la
actividad bioldgica maxima de 11850 U.B. Con cada uno de los antigenos con los que
hemos realizado las pruebas, utilizamos extractos pertenecientes al mismo lote de produc-

cion.

Para ello tomamos los diferentes extractos y hacemos diluciones inferiores de 1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000 sobre la concentracion maxima, practicando en la cara anterior del
antebrazo distintos pricks con estas concentraciones, utilizando como control negativo y
positivo, PBS e histamina a una concentraciéon de 1 mg/ml. Se considera positivo el prick

cuyo diametro mayor de la papula sea mayor a 3 mm.

Al paciente que vamos a explorar se le efectiia antes una espirometria basal y se le
aplica la misma técnica que la utilizada en la provocacion bronquial con metacolina. La
concentracion de antigeno elegida es una dilucion 100 veces menor de aquella que provocod
en el prick una péapula similar a la de la histamina, realizada seglin técnica de titulacion a

punto final.
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Para la inhalacion de antigeno se utiliza un nebulizador Hudson conectado a una bo-
tella de aire comprimido con un flujo de salida de unos 6 L/minuto, y con un gasto aproxi-
mado de 0,190 +/- 0,02 ml/minuto. El volumen inhalado fue para cada concentracion de
antigeno o de diluyente de 2 cc y se administra inhalandolo a volumen corriente durante 2

minutos.

A continuacion realizamos 3 espirometrias seriadas durante los primeros 2, 5, 10, 15,
20 minutos, obteniendo también el PEF con el peak-flow meter Mini Wright, tomando
siempre el mejor de 3 intentos. Si no hay un descenso significativo del FEV,, proseguimos
la inhalacidn a otra concentracion mayor, hasta llegar a la maxima dosis o a un descenso del

FEV, superior al 20%.

Mantenemos al enfermo en observacion durante 7 horas haciendo maniobras espiro-
métricas horarias en las que registramos las variaciones del FEV, y del PEF; de esta manera

podemos comprobar si el enfermo presenta solo respuesta inmediata o si la tiene tardia.

La monitorizacion posterior se consigue en casa con mediciones cada 2 horas, duran-
te las primeras 24 horas, respetando las horas de suefio, del PEF con el peak-flow meter Mi-
ni-Wright. Se consideran reacciones tardias aquellas que aparecen horas después de la in-
halacion del antigeno y que son objetivadas mediante descensos del FEV, igual o superior al

20% o descensos en la medicion del PEF superior al 25%.

Los resultados son llevados a un papel semilogaritmico, obteniendo una curva dosis-
respuesta donde se determina la PD,, antigénica o concentracion de sustancia capaz de in-
ducir una caida del 20% en el FEV. El resultado se da en Unidades Bioldgicas, haciendo la
salvedad de que la equivalencia entre las del laboratorio Aristegui y Leti, nunca se han lle-

vado a cabo, motivo por el que no son comparables entre si.

Las muestras sanguineas se tomaron antes de iniciar la provocacion y 24 horas tras la

realizacion de la misma.
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10. CLASIFICACION SEGUN HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL

10.1. CLASIFICACION SEGUN HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL INESPECI-
FICA

Segun el test de hiperreactividad realizado con metacolina hemos dividido a los pa-

. 231
cientes en™ :

-Pacientes con HRBI - : PC20 mayor a 18 mgrs de metacolina.

-Pacientes con HRBI+ : PC20 menor o igual a 18 mgrs de metacolina.

10.2. CLASIFICACION SEGUN HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL ESPECIFI-
CA

Segun como sea la respuesta bronquial a la inhalacioén de un antigeno hemos dividido

a los pacientes en:

-Pacientes con HRBE -: Enfermos con respuesta, tras la provocacion bron-
quial antigénica, negativa.

-Pacientes con HRBE +: Pacientes con respuesta, tras la inhalacion de antige-
no, positiva. Dentro de éste ultimo los subdividimos en pacientes con respuesta in-

mediata y con respuesta tardia.

11. PRIMING

La técnica priming consiste en la realizacion de una provocacion antigeno especifica,
durante varios dias consecutivos, con una dosis antigénica que no produzca broncoconstric-
cion (la concentracion de antigeno elegida es una dilucion 100 veces menor de aquella que
provoco en el prick una papula similar a la de la histamina). La técnica es similar a la descri-

ta en el apartado previo, utilizando cada dia solamente la dilucion indicada anteriormente.
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Durante 5 dias consecutivos se realizé la misma maniobra. Las muestras sanguineas se to-

maron antes de iniciar la técnica y al quinto dia de iniciada la misma.

12. CULTIVOS CELULARES DE CELULAS MONONUCLEARES

Para realizar los cultivos con células mononucleares de sangre periférica, se requie-
ren una serie de materiales, tanto para el aislamiento de las células previo a su cultivo, como

para constituir el medio de cultivo necesario.

Los componentes del medio de cultivo, en nuestro caso, son los siguientes (entre pa-

réntesis se indican las cantidades relativas de cada sustancia):

-RPMI 1640, sin L-glutamina (100 ml).
-Suero fetal de carnero (10 ml).
-HEPES Buffer (2,5 ml).
-Penicilina-estreptomicina (1,5 ml).

-L-glutamina (1 ml).

El material necesario para el aislamiento de las células mononucleares es el siguien-

te:

-Ficoll.

-Solucion salina tamponada con fosfato (PBS).
-Azul tripan (medio de tincion celular).
-Pipetas Pasteur estériles.

-Puntas de pipeta estériles.

-Tubos conicos de vidrio estériles.

-Placas de cultivo estériles de 96 pocillos.

103



Durante la manipulacién necesaria para el procesamiento de las muestras hemos de

tener en cuenta una serie de normas basicas:

-Toda manipulacion debe ser realizada dentro de una camara de flujo laminar.

-Utilizar guantes estériles en todo momento.

-Al abrir los recipientes que contienen los reactivos, conviene flamear los ta-
pones y los cuellos de los frascos.

-Los tapones debemos dejarlos en posicion invertida sobre la superficie en
que se trabaja.

-Utilizar puntas de pipeta estériles para cada reactivo.

-Nunca se debe introducir mas de tres veces la misma punta de pipeta en un
recipiente.

-Resefiar siempre las fechas de reconstitucion en los frascos de los reactivos.

-No conservar el RPMI maés de dos semanas, una vez adicionado.

-No utilizar material esterilizado con 6xido de etileno, para eludir el efecto

toxico de dicha sustancia sobre las células.
12.1. PROCEDIMIENTO
12.1.1. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica.

En primer lugar, extraemos una cantidad suficiente de sangre venosa periférica (en
nuestro caso 10 cc.) en tubos heparinizados estériles. A continuacion, procesamos la muestra
siguiendo los pasos que detallamos a continuacion:

-Diluimos la sangre a 2 con PBS estéril.

-Preparamos tubos conicos de vidrio estériles dispensando 6 cc. de ficoll en cada

uno. En este punto, es importante que el ficoll no resbale por las paredes del tubo dado que

es toxico para los linfocitos.
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-A continuacion, depositamos sobre el ficoll la sangre diluida previamente (4cc. en
cada tubo), lentamente y manteniendo el tubo con una inclinacion aproximada de 45°. A
medida que se va dispensando la sangre diluida, vamos colocando el tubo en posicion verti-

cal, de forma que en ninglin momento se mezclen la sangre diluida y el ficoll.

-Con una lamina de plastico tapamos los tubos, para aislar su contenido antes de sa-
carlos de la camara de flujo, y los centrifugamos a 2.500 r.p.m. durante 20 minutos a tempe-

ratura ambiente.

Después de esto, deberian distinguirse diferentes fases en el contenido del tubo: en el
fondo quedarian los hematies; sobre estos, el ficoll; por encima del ficoll, una corona de
aspecto blanquecino que agruparia las células mononucleares; y, sobre esta capa quedaria el

Sucro.

-Posteriormente, recogemos la corona de células mononucleares con una pipeta Pas-
teur, realizando la absorcion al mismo tiempo que se hace un movimiento rotatorio. En esta
operacion, es importante no absorber ficoll ni expulsar el material que se va recogiendo para

que éste sea lo mas puro posible.
-A continuacion lavamos el material obtenido adicionando PBS a 4°C, lo centrifu-
gamos a 1.500 r.p.m. durante 10 minutos, y decantamos el sobrenadante. Este mismo proce-

so de lavado se repite 3 veces.

-Finalmente, para resuspender el material celular obtenido, lo diluimos en 1 ml. de

RPMI adicionado con el resto de componentes del medio de cultivo.
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12.1.2. Contaje de celulas.
-En un primer momento debemos mezclar, en un pocillo de una placa utilizada al
efecto, 100 microlitros de la suspension celular y 100 microlitros de azul de Tripan. Esta

mezcla se deja reposar unos minutos para que actae la tincion.

-Mientras tanto, podemos preparar la camara de contaje o de Neubauer con un cu-

breobjetos.

-A continuacion, llenamos la camara de Neubauer, utilizando una micropipeta, con la

cantidad suficiente de la suspension celular tefiida previamente.

-A través del microscopio Optico, contamos el nimero de linfocitos que hay en un

recuadro enmarcado por lineas triples en la camara.

-Con el nimero obtenido, ajustamos la suspension de forma que obtengamos la con-

centracion de células deseada.

En nuestro caso, la suspension celular la ajustaremos a una concentracion de células
determinada y que serd la misma para todos los cultivos (3x10 ¢ células / ml.). Para ello,
primero calculamos la concentracion de células que tenemos en la suspension que hemos
tefiiddo (células/ml):

X= [contaje (n°) / vol. de la camara (ml)] x 2 (dilucion al tefiir)

Una vez realizada esa operacion, calculamos la cantidad de medio de cultivo que de-

beremos anadir a la suspension para conseguir la concentracion deseada:

Y= X /3 x 10° (concentracion deseada)
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Asi, Y seria el volumen final al que tenemos que llevar la suspension celular, mediante
la adicion de medio de cultivo, para alcanzar la concentracion de células que nos hemos

propuesto.

12.1.3. Cultivo de las células.

-En un primer momento, disefiamos la distribucion de las muestras por triplicado en

una placa de cultivo de 96 pocillos.

-Después, sembramos en cada pocillo una cantidad fija y determinada de la suspen-
sién celular ajustada (por ejemplo, con 100 microlitros tenemos 3 x 10° células en cada poci-

1lo).

-Una vez sembrada la placa, llevamos cada pocillo a un volumen final de 300 micro-

litros afiadiendo la cantidad suficiente de medio de cultivo.
-Dejamos siempre libres de suspension celular los pocillos marginales de las placas,
y los rellenamos con PBS para crear humedad suficiente en la placa de forma que se evite la

evaporacion excesiva del medio de cultivo.

-Una vez concluido todo ese proceso, incubamos las placas en estufa a 37°C y en una

atmosfera con 5% de CO..

12.2. DISENO DEL ENSAYO

Llevamos a cabo un cultivo celular con las muestras obtenidas de cada paciente, en

cada uno de los tiempos que se mencionaron anteriormente.
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En cada placa de cultivo de 96 pocillos sembramos células mononucleares en los po-
cillos centrales, rellenando los pocillos de los margenes con PBS para evitar la evaporacion

excesiva del medio de cultivo.

En cada pocillo de los centrales dispensamos 100 microlitros de la suspension celular
ajustada a la concentracion establecida previamente, de forma que la cantidad aproximada

de linfocitos por pocillo era de 3 x 10°.

A continuacion, adicionamos en cada pocillo 200 microlitros del medio de cultivo

reconstituido, llegando asi a un volumen final de 300 microlitros en cada pocillo.

Una vez sembrada toda la placa, afiadimos el mitogeno. El mitdégeno utilizado fue

PHA a una concentracion en el pocillo de 10 pg/ml.

Seguidamente, cubrimos cada placa con la cubierta de plastico correspondiente pro-
porcionada por el fabricante, para evitar en lo posible la contaminacion, y la incubamos co-

mo se ha dicho anteriormente a 37° C, en atmosfera con 5% de CO; y en la oscuridad.

La recoleccion de los sobrenadantes la llevamos a cabo a las 24 horas del cultivo,
depositando el material asi obtenido en alicuotas. Dichas alicuotas se congelaron a una tem-
peratura de —20° C hasta su utilizacion, siempre evitando mas de tres ciclos de congelacion-

descongelacion para salvaguardar la exactitud de las determinaciones realizadas.
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13. DETERMINACION DEL CD25 SOLUBLE

Se determin6 mediante enzimoinmunoensayo “tipo sandwich” (EIA) (Cellfree CD25

test kit, T cell Sciences, Inc).

De forma resumida, el ensayo consiste en lo siguiente. Un anticuerpo monoclonal an-
ti-CD25 se fija en micropocillos. Las muestras y estdndares se introducen en los pocillos,
seguido inmediatamente de la adicion de un enzima conjugado con un anticuerpo monoclo-
nal anti-CD25. El CD25 soluble de las muestras o estandares se une al anticuerpo fijado en
los pocillos mientras el anticuerpo conjugado se une a un segundo y distinto epitopo de la
molécula de sCD25, completando el sandwich. Una vez lavados, se afiade a los pocillos una
solucién cromogena proporcionando una coloracion final proporcional a la cantidad de
sCD25 presente en la muestra. La reaccion se detiene con una solucion stop y se realiza la
lectura con una absorbancia de 490 nm. La preparacion de la curva estdndar permite calcular

los valores desconocidos.

13.1 MATERIAL

Cada Cellfree IL-2R Test Kit contiene reactivos suficientes para la realizacion de 96

determinaciones. Cada Kit incluye:

-Placa microtiter con 96 pocillos donde se ha fijado el anticuerpo monoclonal

murino frente al CD25 humano.
-Anticuerpo anti IL-2R conjugado: 12 ml anticuerpo monoclonal murino anti
IL-2R humano conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), en una solucion tampo-

nada con proteinas séricas bovinas y thimerosal.

-Diluyente para las muestras: el vial contiene 12 ml de proteinas bovinas, IgE

murina, gentamicina y thimerosal.
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-Estandares de IL-2R (6 viales): cada uno de ellos contiene IL-2R recombi-
nante humano liofilizado, excepto el estandar cero. Se acompaiia de solucién tampo-
nada para su reconstitucion. Cada vial posee una concentracion determinada para ca-

da nivel de estandar.

-Controles de IL-2R (2 viales): cada uno de ellos contiene IL-2R recombinan-

te humano, en solucion tamponada con proteinas séricas bovinas y thimerosal.

-Tabletas de cromogeno OPD (6 pastillas): contienen ortofenilendiamina en

un vehiculo inerte.

-Diluyente de sustrato: un vial con 30 ml de peréxido de urea (a una concen-

tracion de 5.3 mM/1) y thimerosal en solucion tamponada.

-Buffer PBS: un paquete conteniendo sales suficientes para la preparacion de

un litro de solucion tampoén.

-Solucidn surfactante: contiene un vial con 1.5 ml de una solucidén de surfac-

tante al 50%.

-Cubiertas adhesivas de plastico para la placa.

-Solucion de parada: acido sulfurico 2N.

-Micropipetas de precision con posibilidad de dispensar volimenes de 10, 50

y 100 microlitros.

-Multipipetas regulables de 50 a 200 microlitros.
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-Recipientes de laboratorio para la preparacion de los reactivos.

-Fotémetro con filtro para una absorbancia de 490 nm.

-Plataforma rotatoria a 150 +/- 10 rpm.

-Agua destilada.

-Estufa de aire para incubar a temperatura constante de 37 +/- 2°C.

13.2. METODO

13.2.1. Recoleccién de muestras.

Son vélidos para el ensayo suero o plasma citratado y el sobrenadante de cultivos.
No se puede usar plasma con EDTA o heparinizado. Nosotros empleamos sobrenadante de
cultivo de células mononucleares estimuladas con PHA que se conservd a -20°C hasta su
procesamiento. Antes de ser utilizadas, se dejo que alcanzaran la temperatura ambiente de

forma lenta y con agitacion suave.

13.2.2. Preparacion de los reactivos.

Excepto la solucion cromodgena, el resto de los reactivos de deben preparar antes de

comenzar el ensayo.
1. Solucién de lavado: se disuelve el contenido del paquete conteniendo sales PBS en

un litro de agua destilada y se afiade 1.0 ml de solucion surfactante, mezcldndolo

hasta su disolucion completa.
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2. Estandares: los seis estandares liofilizados se reconstituyen con 0.5 ml de agua desti-

lada para cada vial.
3. Solucién de cromdgena: se prepara 15 minutos antes de su uso. Para una placa con
96 pocillos se emplean 4 tabletas de cromdgeno. Por cada tableta se afiaden 5 ml del

diluyente sustrato y se agita hasta la disolucion completa.

4. Solucién de parada: se afiaden con cuidado 5.8 ml de 4cido sulftrico a 80 ml de agua

destilada. Posteriormente, se afiade agua destilada hasta un volumen total de 100 ml.

13.2.3. Protocolo del ensayo.

-Colocar a temperatura ambiente todos los reactantes.

-Pipetear en cada pocillo 50 microlitros de los estandares, de los controles y de las muestras

por duplicado, y en orden correlativo siguiendo la numeracion de la placa.
-Afiadir 100 microlitros de anticuerpo anti-IL-2R conjugado con peroxidasa en cada pocillo.
Cubrir la placa con una ldmina de pléstico y mantenerla a temperatura ambiente durante 150

minutos en agitacion a 150 rpm.

- Aspirar la solucién de los pocillos y lavar tres veces con 350 microlitros de la solucion de

lavado por pocillo, con aspiracion entre los lavados.

-Pipetear en cada pocillo 100 microlitros de la solucion de sustrato cromégeno. Incubar a

temperatura ambiente 30 minutos.

-Pipetear 50 microlitros de la solucion de parada en todos los pocillos y agitar suavemente la

placa.
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-Realizar la lectura con absorbancia de 490 nm tan pronto como sea posible después de

completar el ensayo.

13.2.4. Resultados.

La concentracion de sIL-2R presente en cada pocillo se expresa en unidades por ml
(U/ml). Se definen 1000 unidades por mililitro a la cantidad de sIL-2R presente en 1.0 ml de
la preparacion referencia de linfocitos de sangre periférica de la casa que comercializa el Kit

(T cell Diagnostic) estimulados con PHA.

14. METODOLOGIA ESTADISTICA?>2%

Para el analisis estadistico utilizamos el programa informatico Statgraphics Plus 5.1.

Hemos aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov con el fin de evaluar la bondad de
ajuste de la muestra a una distribucion normal (gausiana). En nuestro caso, como la muestra

no se ajustaba a una distribucion normal, se utilizaron los test no paramétricos.

Para el estudio descriptivo de las variables analizadas, utilizamos la proporcioén o
porcentaje para las variables cualitativas, y los valores méximo y minimo, percentil 25y 75,
media aritmética +/- desviacion tipica, error estandar de la media y mediana para la des-

cripcion de las variables cuantitativas.

Para la comparacion de variables cuantitativas se utiliz6 la U de Mann Whitney (dos
muestras independientes), el test de los rangos de Wilcoxon para datos apareados (dos mues-
tras apareadas) y el test de Kruskall Wallis (més de dos muestras independientes). Para estu-
diar la relacion entre variables cuantitativas se utilizo el coeficiente de correlacion Rho de

Spearman.
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En todos los casos, se adoptd como nivel de significacion estadistica p< 0.05 y un in-

tervalo de confianza del 95%.
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VI. RESULTADOS
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1. INTRODUCCION AL ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Analizamos los resultados en tres apartados: en el primero de ellos se exponen las ta-
blas de pacientes y valores de las variables analizadas en cada uno de los grupos (tablas 3-
10); en el segundo apartado se realiza la estadistica descriptiva de las distintas variables des-
critas en cada grupo (tablas 11-14 y figuras 7-21); en el tercer apartado se realiza la estadis-

tica analitica (figuras 22-47).

En las tablas de la estadistica descriptiva de las distintas variables para cada uno de
los grupos, en las variables cualitativas se indica el nimero absoluto y la proporcion. Para
las variables cualitativas se indican los valores maximos y minimos, percentil 25 y 75, la

media + la desviacion estandar, error estdndar de la media y la mediana como se expone en

el esquema:
Valor minimo-valor maximo
Percentil 25-75
Media + desviacion estandar
Error estandar de la media
Mediana
1.1 GRUPOS

Grupo asma: pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de gramineas, no inmuniza-
dos.

Grupo inmunoterapia coestacional: pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de
gramineas, inmunizados con inmunoterapia coestacional durante 3 afios.

Grupo inmunoterapia preestacional: pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de
gramineas, inmunizados con inmunoterapia preestacional durante 3 afios.

Grupo controles sanos: no asmaticos.

Grupo provocacion especifica: pacientes asmaticos extrinsecos, sensibles a polen de grami-

neas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial especifica.
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Grupo respuesta inmediata: subgrupo del anterior; pacientes asmaticos extrinsecos, sensi-
bles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial especifica
que presentan reaccion inmediata.

Grupo respuesta dual: subgrupo del anterior; pacientes asmaticos extrinsecos, sensibles a
polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial especifica que pre-
sentan reaccion dual.

Grupo priming: pacientes asmaticos extrinsecos, sensibles a polen de gramineas, no inmuni-
zados, sometidos a priming bronquial especifico.

Grupo metacolina: pacientes asmaticos extrinsecos, sensibles a polen de gramineas, no in-
munizados, sometidos a provocacion bronquial inespecifica con metacolina.

Grupo provocacion antigeno inespecifica: pacientes asmaticos extrinsecos, sensibles a polen
de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial antigeno inespecifica con

antigeno al cual no son sensible (D pteronyssinus).
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2. TABLAS DE PACIENTES POR GRUPOS

Tabla 3. Niveles de sIL-2R en controles sanos antes de la primavera y durante la pri-
mavera (N: 20).

N Edad Sexo IgE total sIL-2R T1 sIL-2R T2
1 28 M 26 415 514
2 27 M 54 425 516
3 25 H 119 560 564
4 29 H 70 472 625
5 21 M 105 478 461
6 33 H 52 555 525
7 19 M 145 534 494
8 42 M 83 430 540
9 29 H 29 542 632
10 33 H 9 515 544
11 20 H 46 547 540
12 22 M 90 572 325
13 25 H 114 400 556
14 19 M 43 428 528
15 30 H 10 580 382
16 23 H 86 556 517
17 50 M 70 384 452
18 22 M 100 421 466
19 18 H 14 423 542
20 20 H 32 456 544

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total (KU/1), sIL-2R (U/ml), T1 y
T2 hacen referencia a los tiempos antes de la primavera y durante la primavera respectivamente.
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Tabla 4. Niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de
gramineas, no inmunizados, antes de la primavera y durante la primavera (N: 20)

N Edad Sexo IgE total | IgE es- | Anos de | sIL-2R sIL-2R
pecif. asma Tl T2
1 36 M 744 100 7 528 2600
2 25 H 466 08,7 5 452 3580
3 21 M 541 86,1 7 515 5260
4 42 H 243 91,2 2 466 4675
5 26 M 1435 64,6 3 425 5894
6 35 H 749 39,2 3 516 4876
7 31 H 959 13,9 2 400 5321
8 27 M 1181 22,6 10 570 4895
9 24 H 409 27,4 1 517 4632
10 21 H 709 15,4 4 405 5789
11 20 H 450 29,8 3 578 3984
12 34 M 579 7 4 312 2800
13 42 M 145 15,4 2 516 5687
14 21 M 191 10,3 10 585 3689
15 19 M 227 23,7 7 522 5648
16 43 H 362 62,7 2 599 4632
17 19 H 196 73,8 2 587 4135
18 23 M 269 17,6 2 635 3954
19 34 M 233 100 3 625 4723
20 31 H 133 100 1 592 4231

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total y especifica (KU/1), afios de
asma (afos de evolucion de asma), sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de
la primavera y durante la primavera respectivamente.
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Tabla 5. Niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de
gramineas, inmunizados con inmunoterapia coestacional durante 3 afios, antes de la

primaveray durante la primavera (N: 20)

N Edad Sexo IgE total | IgE es- | Afios de | sIL-2R sIL-2R
pecif. asma Tl T2
1 39 H 208 38,6 7 478 312
2 20 H 947 22,9 10 525 325
3 23 H 1500 32,1 7 525 414
4 21 M 235 83,4 6 436 480
5 19 H 119 27,2 6 421 689
6 32 M 1063 100 5 350 450
7 44 M 131 15,4 5 569 652
8 26 H 385 57 4 536 301
9 30 H 732 48 8 565 735
10 22 M 394 23,2 9 500 750
11 24 H 197 44,5 10 352 312
12 36 H 158 25,1 6 564 720
13 35 M 816 100 10 400 674
14 26 M 332 55,7 8 512 725
15 36 M 105 73,8 7 547 735
16 28 H 624 42,8 5 532 325
17 27 H 291 11,7 7 566 458
18 32 M 209 63,8 8 562 578
19 37 H 120 29,7 9 524 456
20 24 M 154 100 5 491 658

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total y especifica (KU/1), afios de
asma (afos de evolucion de asma), sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de

la primavera y durante la primavera respectivamente.
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Tabla 6. Niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a polen de
gramineas, inmunizados con inmunoterapia preestacional durante 3 afios, antes de la
primaveray durante la primavera (N: 20)

Paciente | Edad Sexo IgE total | IgE es- | Afios de | sIL-2R sIL-2R
pecif. asma TI T2
1 33 H 136 14,6 7 489 1569
2 31 H 601 15,7 8 517 989
3 20 M 644 31,7 7 568 2356
4 34 H 211 58,3 4 325 1256
5 37 H 484 90,4 4 561 1789
6 27 M 1554 74,6 7 536 965
7 24 M 400 100 5 415 878
8 30 H 907 29 5 456 1658
9 30 H 251 87,4 8 450 1236
10 36 H 145 96,6 5 525 1789
11 21 M 640 21,5 6 570 1569
12 29 M 577 30,1 5 416 1236
13 39 H 772 12,5 10 600 997
14 20 H 290 13,2 7 516 1369
15 35 M 174 37,9 6 435 2103
16 38 M 283 62,4 6 489 1356
17 30 H 326 86,6 5 542 1458
18 35 M 577 100 8 389 1658
19 20 M 208 70,2 7 456 1736
20 30 H 947 69 6 478 1256

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total y especifica (KU/1), afios de
asma (afos de evolucion de asma), sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de
la primavera y durante la primavera respectivamente.
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Tabla 7. Modificacion de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos, sen-
sibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial espe-

cifica (N: 20).
N Edad | Sexo | Sintoma | 2 IgET IgEE Afios | FEV, | PDy % FEV, TR sIL2R | sIL-2R
Inicio T1 T2

1 |21 | H 160 | 28 | 447 19 5 | 120 | 100 | 51,2 | 420 | 1356
2 |24 | H| 484 | 73 | 641 92 3 | 100 | 500 | 434 D | 591 | 3589
3 125 | M| 252 [ 46| 196 34 6 | 110 | 15 55 D [ 560 | 2594
4 118 | M| 224 |36 |1106 68 7 85 90 21 D | 425 | 2698
5128 | H 190 | 36 | 286 69 2 | 110 | 15 38,1 I 468 | 2456
6 130 | H 48 9 | 210 91 2 | 100 | 611 | 364 I 456 | 1236
7124 | M 178 | 29 | 168 35 2 | 110 | 42 40,3 I 545 | 1569
8§ |32 | M 160 | 26 | 182 45 2 97 91 28 I 522 | 1478
9 127 | H | 428 |76 | 268 35 1 86 45 34,6 D | 436 | 3568
10 |37 | H | 260 |45 1370 16 6 89 | 320 | 314 D | 531 | 2987
11132 | M 150 | 30 | 625 35 7 97 | 160 32 I 461 | 1598
12140 | M 170 | 27 | 450 25 2 | 107 | 550 20 I 524 | 2148
1336 | M 78 6 | 418 19 1 92 | 340 | 464 I 526 | 1589
14124 | M | 249 [42 ] 760 36 2 | 104 | 88 32,1 D | 542 | 2598
15|28 | H 45 5 | 450 102 3 | 112 | 1000 | 26,9 I 420 | 1598
16 |22 | H 179 | 32 | 281 50 7 94 | 400 | 264 I 514 | 1365
17 (41 | H | 382 |66 | 760 90 2 91 18 30,6 D [ 569 |3214
18130 | M 92 16 | 296 34 9 89 | 42 25,1 I 594 11259
19145 | H 170 | 25 | 780 56 7 92 | 600 | 36,2 I 325 | 1158
20 |35 | H | 280 |51 ] 450 61 4 86 | 92 294 D [ 569 | 3214

N (n° paciente), edad (afios), sexo (M:mujer, H:hombre), sintoma (puntuacion de sintomatologia), 32
(puntuacion de utilizacion de beta 2 miméticos de corta accion de rescate), IgE T (IgE total, KU/1),
IgE E (Ig E especifica, KU/I), afios (afios de evolucién de asma), FEV| inicio (FEV, inicial, I/seg),
PD, (unidades biologicas), % FEV, (porcentaje de caida del FEV, sobre el basal), TR (tipo de res-
puesta; [: inmediata; D: dual) , sIL-2R (U/ml)), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de la
provocacion y 24 horas tras la provocacion respectivamente.
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Tabla 7-A. Modificacion de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos,
sensibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial
especifica que presentan una respuesta inmediata (N: 12).

N Sintomas B2 sIL-2R T1 | sIL-2R T2
1 (1) 160 28 420 1356
2(5) 190 36 468 2456
3(6) 48 9 456 1236
4(7) 178 29 545 1569
5(8) 160 26 522 1478
6 (11) 150 30 461 1598
7 (12) 170 27 524 2148
8 (13) 78 6 526 1589
9 (15) 45 5 420 1598
10 (16) 179 32 514 1365
11 (18) 92 16 594 1259
12 (19) 170 25 325 1158

EXTRACTO DE TABLA 5. N (n° paciente, entre paréntesis el nimero

que ocupa en la tabla 5), sintoma (puntuacién de sintomatologia), 32
(puntuacion de utilizacion de beta 2 miméticos de corta accion de
rescate), sIL-2R (U/ml)), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes
de la provocacion y 24 horas tras la provocacion respectivamente.

Tabla 7-B. Modificacion de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos,
sensibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial
especifica que presentan una respuesta dual (N: 8)

Paciente Sintomas B2 sIL-2R T1 | sIL-2R T2
1(2) 484 73 591 3589
2(3) 252 46 560 2594
3(4) 224 36 425 2698
4(9) 428 76 436 3568

5(10) 260 45 531 2987
6 (14) 249 42 542 2598
7(17) 382 66 569 3214
8 (20) 280 51 569 3214

EXTRACTO DE TABLA 5. N (n° paciente, entre paréntesis el numero
que ocupa en la tabla 5), sintoma (puntuacion de sintomatologia), 2
(puntuacion de utilizacion de beta 2 miméticos de corta accion de rescate),
sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de la
provocacion y 24 horas tras la provocacion respectivamente.
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Tabla 8. Modificacién de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos, sen-
sibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a priming bronquial especifico

(N: 7).
N Edad Sexo IgE total | IgE espe- | Afosde | sIL-2R sIL-2R
cif. asma T1 T2
1 30 H 311 28,8 2 512 1568
2 29 H 500 14,6 3 540 2356
3 19 M 319 94,7 2 467 2136
4 34 M 194 12,7 8 400 2459
5 28 H 269 18,9 2 598 2698
6 26 M 793 11,1 3 420 1987
7 30 H 756 100 4 512 1203

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total y especifica (KU/1), afios de
asma (aflos de evolucion de asma), sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes del
priming y a los 5 dias del priming respectivamente.

Tabla 9. Modificacién de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos, sen-
sibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial ines-
pecifica con metacolina (N: 8).

N Edad Sexo IgET IgEE | Afios PCy sIL-2R | sIL-2R
de asma T1 T2
1 26 H 276 7 2 160 423 325
2 20 M 144 102 3 195 456 564
3 36 M 316 15 6 150 342 515
4 25 H 537 22 5 95 565 542
5 38 M 793 6,8 7 200 428 548
6 28 M 756 22 4 120 450 536
7 28 H 1700 48 7 170 524 528
8 50 H 519 60 5 180 534 569

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE T e IgE E (IgE total y especifica,
KUT/1), afios de asma (afios de evolucion de asma), PC,y (PC, metacolina, unidades biologicas), sIL-
2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de la provocacion bronquial inespecifica
con metacolina y 24 horas tras la provocacion respectivamente.
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Tabla 10. Modificacion de los niveles de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos,
sensibles a polen de gramineas, no inmunizados, sometidos a provocacion bronquial
antigeno inespecifica con antigeno al cual no son sensible (D pteronyssinus). N: 8.

Paciente | Edad Sexo IgE total | IgE es- | Afios de | sIL-2R sIL-2R
pecif. asma T1 T2

1 36 H 225 23 7 436 540
2 40 M 160 46 8 580 461
3 38 H 299 75 3 425 384
4 20 M 390 12 4 528 522
5 22 M 379 18,3 3 354 585
6 41 H 1115 43,2 2 575 312
7 27 H 1331 81,9 1 386 584
8 22 M 540 100 4 456 480

N (n° de paciente), edad (afios), sexo (M: mujer, H: hombre), IgE total y especifica (a gramineas,
KU/), afios de asma (afios de evolucion de asma), sIL-2R (U/ml), T1 y T2 hacen referencia a los
tiempos antes de la provocacion bronquial antigeno inespecifica y 24 horas tras la provocacion res-
pectivamente.

La IgE especifica a D. pteronyssinus fue negativa (<032 KU/I) en todos los pacientes.
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3. ESTADISTICA DESCRIPTIVA POR GRUPOS

3.1. TABLAS
Tabla 11.
N: 20 Asma Inmunoterapia | Inmunoterapia | Controles
coestacional preestacional sanos
Edad (afios) 19-43 19-44 20-39 18-50
21-34.5 23.5-35.5 25.5-35 20.5-29.5
28.7+8.07 29.05+7.05 29.95+6.21 26.75+8.14
1.8 1.58 1.39 1.82
26.5 27.5 30 25
Sexo
H: hombre H 10 (50%) H 11(55%) H 11 (55%) H 11 (55%)
M: mujer M 10 (50%) M 9 (45%) M 9 (45%) M 9 (45%)
IgE Total 133-1435 105-1500 136-1554 9-145
(KU/M) 230-726.5 156-678 231-642 30.5-95
511£360.13 436+387.34 506.35+350.88 64.85+39.59
80.52 86.61 78.46 8.85
429 263 442 62
IgE especifica 7-100 11.7-100 12.5-100 0
(KU/) 16.5-79.95 26.15-68.8 25.25-87
48.47+£34.33 49.74+28.7 55.08+£32.39
7.67 6.42 7.24
34.5 43.65 60.35
Afios de asma 1-10 4-10 4-10 0
(afios) 2-6 5.5-8.5 5-7
4+2.77 7.1+£1.86 6.3+£1.52
0.62 0.42 0.34
3 7 6
sIL-2R T1 312-635 350-569 325-600 384-580
(U/ml) 459-586 457-554.5 442.5-539 424-551
5174£85.12 497.75+69.95 486.65+69.75 484.65+66.39
19.03 15.64 15.59 14.85
519.5 524.5 489 475
sIL-2R T2 2600-5894 301-750 878-2356 325-632
(U/ml) 3969-5290.5 369.5-704.5 1236-1697 480-544
4550.25+938.06 537.45+170.07 1461.15+386.19 513.35+£71.55
209.76 38.03 86.35 15.99
4653.5 529 1413.5 526.5

N: numero de pacientes. T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de la primavera y durante
la primavera respectivamente.
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Tabla 12.

Provocacion
especifica
N: 20
Edad (afios) 18-45
24-35.5
29.95+7.26
1.62
29
Sexo
H: hombre H 11 (55%)
M: mujer M 9 (45%)
IgE total (KU/I) 168-1370
274.5-700.5
507.2+£321.69
71.93
448.5
IgE especifica 16-102
(Kun 34-68.5
50.6+26.84
6
40.5
Afos de asma 1-9
(afios) 2-6.5
442.49
0.55
3
FEV, 85-120
(FEV/ inicial, l/seg) 90-108.5
98.55+10.23
2.29
97
% caida FEV, 20-55
27.45-39.2
34.22+9.4
2.1
32.05
PD»y 15-1000
(unidades bioldgicas) 43.5-450
255+274.16
61.3
96
Tipo de respuesta
I: inmediata D 8 (40%)
D:Dual 112 (60%)

N (numero de pacientes) % FEV, (porcentaje de
caida del FEV, sobre el basal.
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Tabla 13.

Provocacion Respuesta Respuesta Todos (inmediata +
bronquial inmediata dual dual)
especifica
N 12 8 20
Sintomas 45-190 224-484 45-484
85-174 250.5-405 155-256
135+53.51 319.87497.45 208.95+117.43
15.44 34.46 26.26
160 270 178.5
Uso beta 2 5-36 36-76 5-76
12.5-29.5 43.5-69.5 25.5-45.5
22.41+10.62 54.37+15.16 35.2420.20
3.07 5.36 4.52
26.5 48.5 31
sIL-2R T1 325-594 425-541 325-594
438-525 483.5-569 446-552.5
481.25+71.65 527.87+62.82 499.9+70.54
20.68 22.21 15.77
491 551 523
sIL-2R T2 1158-2456 2594-3589 1158-3589
1307.5-1598 2648-3391 1421.5-2842.5
1567.5+380.81 3057.75+405.72 2163.6+840.03
109.93 143.44 187.83
1523.5 3100.5 1873

N (n° paciente), sintoma (puntuacioén de sintomatologia), uso beta 2 (puntuacion de utiliza-
cion de beta 2 miméticos de corta accion de rescate), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos
antes de la provocacion y 24 horas tras la provocacion respectivamente.
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Tabla 14.

Priming Metacolina Provocacion
antigeno inespecifica
N 7 8 8
Edad (afios) 19-34 20-50 20-41
26-30 25.5-37 22-39
28+4.65 31.3749.51 30.75+8.89
1.76 3.36 3.14
24 28 315
Sexo
H: hombre H: 4 (57.2%) H: 4 (50%) H: 4 (50%)
M: mujer M: 3 (42.8%) M: 4 (50%) M: 4 (50%)
Ig E total (KU/) 194-793 144-1700 160-1331
269-756 296-774.5 262-827.5
448.85+241.02 630.12+488.2 554.87+431.71
91.09 172.6 152.63
319 528 384.5
Ig E especifica 11.1-100 6.8-102 12-100
(KU 12.7-94.7 11-54 20.65-78.45
40.114£39.55 35.35+32.94 49.92+32.47
14.95 11.64 11.84
18.9 22 44.6
Afos de asma 2-8 2-7 1-8
(afios) 2-4 3.5-6.5 2.5-5.5
3.4242.14 4.87+1.8 4+2.39
0.81 0.63 0.84
3 5 3.5
PC20 metacolina 95-200
(unidades biologicas) 135-187.5
158.75+£36.32
12.84
165
sIL-2R T1 (U/ml) 400-598 342-565 354-580
420-540 425.5-529 405.5-551.5
492.71+£69.05 465.25+-72.51 467.5+-84.79
26.09 25.63 29.97
512 453 446
sIL-2R T2 (U/ml) 1203-2698 325-569 312-585
1568-2459 521.5-556 422.5-562
2058.14+523.04 515+79.13 483.5+96.29
197.69 27.97 34.04
2136 539 501

N (n°® paciente), T1 y T2 hacen referencia a los tiempos antes de la provocacion y 24 horas tras la
provocacion respectivamente (para el grupo provocado con metacolina y con antigeno inespecifico)
y a los tiempos antes del priming y 5 dias tras iniciar el priming respectivamente (para el grupo pro-
vocado con técnica tipo priming).
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3.2. FIGURAS
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Figura 7. Edad (1).
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Figura 8. Edad (2).
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Figura 12. Afios de evolucion del asma.
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Figura 13. Tipo de respuesta en la provocacion bronquial especifica.
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Figura 14. Puntuacion de sintomatologia en la provocacion bronquial especifica.
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Figura 15. Puntuacion de uso de medicacion de rescate beta 2 en la provocacion bronquial es-
pecifica.
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Figura 16. Niveles del sIL-2R antes de la primavera.
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Figura 17. Niveles del sIL-2R durante la primavera.
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Figura 18. Niveles del sIL-2R antes de las provocaciones bronquiales.
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Figura 19. Niveles del sIL-2R después de las provocaciones bronquiales.

Provocacidén bronquial especifica

620
sIL-2R

(U/ml) 570

T T

520
470

420
370

320 — — Tipo de
Inmediata Dual Todos respuesta

Figura 20. Niveles del sIL-2R antes de la provocacion bronquial especifica.
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Figura 21. Niveles del sIL-2R después de la provocacion bronquial especifica.

4. ESTADISTICA ANALITICA

4.1. NIVELES DE sIL-2R ANTES Y DURANTE LA ESTACION POLINICA

En los pacientes asmaticos no hiposensibilizados se produce un aumento significati-
vo de los niveles de sIL-2R durante la primavera, estacion polinica de las gramineas, en la
que estan expuestos a niveles reactivos de polenes atmosféricos (p: 0.000095) (Figura 22).
Sin embargo, en los sanos, no se produce este aumento de los niveles de sIL-2R durante la

primavera (p 0.112) (Figura 23).

Mientras que antes de la primavera los niveles de sIL-2R de los pacientes asmaticos
son indistinguibles del de los sanos (p: 0.408) (Figura 24), durante la primavera existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, con niveles significativamente

superiores en el grupo de asmaticos (p<0.05) (Figura 25).
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Figura 22. Niveles de sIL-2R antes y durante la primavera en pacientes asmaticos.
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Figura 23. Niveles de sIL-2R antes y durante la primavera en controles sanos.
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Figura 24. Niveles de sIL-2R antes de la primavera en pacientes asmaticos y controles sanos.
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Figura 25. Niveles de sIL-2R durante la primavera en pacientes asmaticos y controles sanos.
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En el grupo de asmaticos que ha recibido inmunoterapia coestacional no se produce
un aumento significativo de los niveles de sIL-2R durante la estacion polinica (p: 0.304)
(Figura 26), sin embargo, este aumento si se produce en el grupo de pacientes asmaticos

hiposensibilizados mediante inmunoterapia preestacional (p: 0.000095) (Figura 27).

Antes de la primavera, los niveles de sIL-2R de los distintos grupos (asmaticos no
hiposensibilizados, asmaticos hiposensibilizados con inmunoterapia preestacional o coesta-
cional y sanos) no se diferencian entre si (p: 0.408) (Figura 28). Durante la estacion polinica
existe una diferencia estadisticamente significativa de los niveles de sIL-2R entre todos los
grupos (p<0.05) excepto para el grupo de asmaticos tratados con inmunoterapia coestacio-

nal, cuyos niveles no se diferencian del de los controles sanos (Figuras 29 y 30).

Inmunoterapia coestacional
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Figura 26. Niveles de sIL-2R antes y durante la primavera en pacientes asmaticos sometidos
a inmunoterapia coestacional.
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Figura 27. Niveles de sIL-2R antes y durante la primavera en pacientes asmaticos sometidos
a inmunoterapia preestacional.

Con respecto a los pacientes inmunizados, mientras que la inmunoterapia coestacio-
nal evitaria el aumento significativo de los niveles de sIL-2R durante la estacion polinica
(que se produce en los asmaticos no inmunizados) siendo sus niveles indistinguibles del de
los sanos, la inmunoterapia preestacional no evitaria este aumento. En los pacientes tratados
con inmunoterapia preestacional, si bien existe un descenso del aumento de los niveles de
sIL-2R durante la estacion polinica respecto a los pacientes asmaticos no inmunizados (exis-
tiendo diferencias significativas entre ambos grupos con niveles superiores en el grupo no
inmunizado), este no es suficiente como para que no haya diferencias con el grupo de con-
troles sanos o asmaticos tratados con inmunoterapia coestacional. La Figura 31 resume los

niveles de sIL-2R en todos los grupos.
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Figura 28. Niveles de sIL-2R antes de la primavera en todos los grupos.
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Figura 29. Niveles de sIL-2R durante la primavera en todos los grupos (1).
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Durante la primavera
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Figura 30. Niveles de sIL-2R durante la primavera en todos los grupos (2).
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Figura 31. Niveles de sIL-2R antes y durante la primavera en todos los grupos.
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4.2. NIVELES DE sIL-2R Y PROVOCACION BRONQUIAL

La realizacion de una provocacion bronquial especifica en pacientes asmaticos no
hiposensibilizados produjo un aumento significativo de los niveles de sIL-2R (p: 0.000095)

(Figura 32).

Cuando se realiz6 una provocacion bronquial especifica tipo priming en asmaticos
no hiposensibilizados, también se produjo un aumento significativo de los niveles de sIL-2R

(p: 0.022) (Figura 33).

Por el contrario, la realizacion de una provocacion bronquial con un antigeno al cual
no eran sensibles (D. Pteronyssinus), o de una provocacion bronquial inespecifica con meta-
colina, no produjo un aumento significativo de los niveles de sIL-2R (p: 1 y 0.14 respecti-

vamente) (Figuras 34 y 35).
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Figura 32. Modificacion de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial especifica.
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Figura 33. Modificacién de los niveles de sIL-2R en la provocacion tipo priming.
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Figura 34. Modificacion de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial antigeno inespe-
cifica (D. Pteronyssinus).
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Figura 35. Modificacion de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial inespecifica
con metacolina.

4.3. DIFERENCIAS ENTRE RESPUESTA INMEDIATA Y DUAL EN LA PROVO-
CACION BRONQUIAL ESPECIFICA

Los paciente sometidos a provocacion bronquial especifica fueron divididos en dos
subgrupos (pacientes que presentaron respuesta inmediata y pacientes que presentaron res-

puesta dual) con objeto de evaluar las posibles diferencias entre ambos subgrupos.

Tanto los pacientes que en la provocacion bronquial especifica presentaron una res-
puesta inmediata como aquellos que presentaron una respuesta dual, presentaron un aumento
significativo de los niveles de sIL-2R tras la provocacion (p: 0.0025 para la respuesta inme-

diata y p: 0.014 para la respuesta dual) (Figuras 36 y 37).
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Antes de la provocacion no existian diferencias significativas de los niveles de sIL-
2R entre los dos grupos (p: 0.096) (Figura 38). Tras la provocacion, los niveles eran mayo-

res en los que presentaron respuesta dual (p: 0.00024) (Figura 39).

Provocacién bronquial especifica.
Respuesta inmediata

2500 —
sIL-2R C ]
(U/ml) C ]
[ T1: Antes de la provocacion 7
- T2:Tras laprovocacion ]
1500 F | = -
- —1 ]
1000 |- .
- P:0.0025 .

500 f =
C N - ]
of ]
T1 T2

Figura 36. Modificaciones de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial especifica
con respuesta. Inmediata.

Provocacién bronquial especifica.
Respuesta dual
4000 F -
slL-2R L — i
(U/ml) i ]
3000 | T -
2000 | i
[ T1: Antes de la provocacion . ]
L T2: Tras la provocacion p: 0.014 i
1000 -
L = ]
0 L i
T1 T2

Figura 37. Modificaciones de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial especifica con
respuesta dual.
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Provocacion bronquial especifica.
Antes de la provocacion

2
SIL-2R6 0

(Uml) g0

520

470

420

p: 0.096
NS

370

320 —
Inmediata Dual

Figura 38. Comparacion de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial especifica,
antes de la provocacion, segun el tipo de respuesta.

Provocacién bronquial especifica.
Tras la provocaciéon

3600 .
sIL-2R - | ]
(U/ml) C ]

3100 F — -

2600 | — ;

2100 -

C p: 0.00024 ]
1600 | i - i -
1100 | —— .

Inmediata Dual

Figura 39. Comparacién de los niveles de sIL-2R en la provocacion bronquial especifica,
después de la provocacion, segln el tipo de respuesta.
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Los pacientes que presentaron una respuesta dual tenian més sintomas (p: 0.00024)
durante la estacion polinica y precisaban mas medicacion beta 2 de rescate (p: 0.00028) que

los que presentaron una respuesta inmediata (Figuras 40 y 41).

Provocacidon bronquial especifica

500
Puntuacion
sintomas 44,

- p: 0.00024
300 .
200 .
100 -
0 _ Tipo de
Inmediata Dual respuesta

Figura 40. Comparacion de las puntuaciones de sintomas segun el tipo de respuesta en la pro-
vocacion bronquial especifica.

Provocacién bronquial especifica
80
Puntuacién [ ]
beta 2 L i
60
L o i
- p: 0.00028 -
40 ——
20 -
B - Tipo de
Inmediata Dual respuesta

Figura 41. Comparacion de las puntuaciones de uso de mediacion beta 2 de rescate segiin el ti-
po de respuesta en la provocacion bronquial especifica.
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En el grupo que presentd una respuesta inmediata existia una correlacion significati-
va entre la puntuacion de sintomas y el uso de mediacion beta 2 inhalada de rescate (r: 0.84,
p:0.0052), sin embargo no se encontré una correlacion significativa entre la puntuacion de
uso de medicacion beta 2 de rescate inhalada y los niveles de sIL-2R posprovocacion (r:
0.30, p: 0.31) ni entre la puntuacion de sintomas y los niveles de sIL-2R tras la provocacion

(r: 0.18, p: 0.54) (Figuras 42, 43 y 44).

En el grupo que presentd una respuesta dual existia una correlacion significativa en-
tre la puntuacion de sintomas y el uso de mediacion beta 2 inhalada de rescate (r: 0.95,
p:0.011), entre la puntuacién de uso de medicacion beta 2 de rescate inhalada y los niveles
de sIL-2R posprovocacion (r: 0.80, p: 0.033) y entre la puntuacion de sintomas y los niveles

de sIL-2R tras la provocacion (r: 0.89, p: 0.017) (Figuras 45, 46 y 47).

Provocacién bronquial especifica.
Respuesta inmediata

200 i ]
Puntuacion L o /D i
sintomas 160 : }’J/H :
120 :
B o ]
80 O
B r: 0.84 ]
40 r 5 = p: 0.0052 b
0 - : Puntuacion
0 10 20 30 40 beta 2

Figura 42. Correlacion entre la sintomatologia y el uso de mediacion beta 2 de rescate en los
pacientes con respuesta inmediata en la provocacion bronquial especifica.
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Provocacion bronquial especifica.
Respuesta inmediata
2600
sIL-2R - o 1
(U/ml) r 7
2300
L r: 0.30 i
- p: 0.31 ° .
2000 NS
1700
L oo | — 0 i
L a i
1400 5 5
L . o i
L o i
1100 »
0 10 20 30 40 Puntuacion
beta 2

Figura 43. Correlacion entre el aumento de los niveles de sIL-2R y el uso de mediacion beta
2 de rescate en los pacientes con respuesta inmediata en la provocacion bronquial especifica.

Provocacion bronquial especifica.
Respuesta inmediata
2600
sIL-2R - a |1
(U/ml)2300
3 r: 0.18 a E
- p: 0.54 1
2000 i NS i
1700
= o O /Er/ o 1
- / o -
1400 [u} a
[— |o o ]
1100 . y
0 40 80 120 160 200 Puntuacion
sintomas

Figura 44. Correlacion entre la sintomatologia y el aumento de los niveles de sIL-2R en los pa-
cientes con respuesta inmediata en la provocacion bronquial especifica.
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Provocacidén bronquial especifica.
Respuesta dual

520
Puntuacion
sintomas 470

r: 0.95 o

420 p: 0.011

370

320

270
//EKEJ
220
46 56 66 76 Puntuacion
beta 2

—EII”

w
(o)}

Figura 45. Correlacion entre la sintomatologia y el uso de mediacion beta 2 de rescate en los
pacientes con respuesta dual en la provocacion bronquial especifica.

Provocacion bronquial especifica.
Respuesta dual
3700
sIL-2R - o 4
(U/ml) 3500 1
3300 - .
L o ] g
3100 -
C o ]
2900
C r: 0.80 ]
2700 & n: 0.033 1
I :
2500 L.
Puntuacion
36 46 56 66 76 beta 2

Figura 46. Correlacion entre el aumento de los niveles de sIL-2R y el uso de mediacion beta
2 de rescate en los pacientes con respuesta dual en la provocacion bronquial especifica.
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Provocacion bronquial especifica.
Respuesta dual

3700
sIL-2R C ]
(U/ml)3500 C

3300 F

3100 F
2900 |-

C / r: 0.89 ]
2700 L p: 0.017 b

2500 E
220 270 320 370 420 470 520

Puntuacion sin-
tomas

Figura 47. Correlacion entre la sintomatologia y el aumento de los niveles de sIL-2R en los pa-
cientes con respuesta dual en la provocacion bronquial especifica.
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VII. DISCUSION
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Para la realizacion de la discusion, analizaremos los resultados obtenido en nuestro
trabajo asi como los diversos estudios publicados sobre el tema. Desde que Rubin describie-
ra por primera vez el sIL-2R en 1985, diversos trabajos se han centrado en la determinacion
de este factor soluble en el asma bronquial, existiendo en la literatura médica varias decenas
de articulos que de manera directa o indirecta, centran su atencion en este factor. Como
premisa diremos que nuestro trabajo plantea la determinacion de los niveles de sIL-2R in
vitro, en el sobrenadante de cultivo de células mononucleares de sangre periférica estimula-
das con PHA, mientras que ninguno de los trabajos realizados hasta la fecha, salvo el estu-
dio de Hsieh®'®, que comentaremos posteriormente, se plantea en estos términos, lo cual hay
que tenerlo en consideracion a la hora de realizar comparaciones entre nuestro estudio y los

demas.

(Por qué tras estimulacion con PHA? A lo largo de los multiples trabajos llevados a
cabo para el estudio in vitro de la activacion de los linfocitos, se han utilizado diferentes
modelos experimentales. En ellos a menudo se recurre a la activacion farmacoldgica inespe-
cifica de los linfocitos mediante diferentes sustancias y a distintas concentraciones, inten-
tando mantener en lo posible un grado de estimulacién controlada y uniforme que permita
extraer conclusiones mas firmes. Entre esas sustancias se encuentra la PHA. La PHA es una
lectina multivalente, proteina de origen vegetal derivada de la planta Phaseolus vulgaris,
capaz de producir aglutinacion con eritrocitos humanos. Esta ampliamente demostrado que
es capaz de inducir la activacion de las células T**°. La PHA puede unirse de forma inespe-
cifica a gran nimero de glicoproteinas de membrana en la superficie de las células T. Parece
ser que se liga de forma mas especifica a la molécula CD2, la cual esta ligada al complejo
CD3-TCR*'?*_ Es posible, por lo tanto, que la PHA induzca la activacion de las células T

mediante su unidén a una o varias de estas moléculas.
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1. Niveles de sIL-2R en el asma bronquial. ¢Existen diferencias entre una poblacion

normal sana de referencia y los enfermos asmaticos?

Son numerosos los trabajos que determinan los niveles de sIL-2R en pacientes asma-
ticos, siendo estos comparados con los de controles sanos. En otras ocasiones se comparan
los niveles entre pacientes asmaticos de distinta gravedad (asmaticos estables y pacientes

con ataque agudo de asma).

Hoy dia, el papel fundamental del linfocito T en el asma bronquial como célula or-
ganizadora de la red celular implicada en el asma ha sido ampliamente demostrado en nume-
rosos trabajos. Walter demuestra, mediante analisis de citometria de flujo de marcadores de
activacion celular T, que los individuos asmaticos se caracterizan por un aumento significa-
tivo del nimero de IL-2R en las células T (en comparacion con un grupo control sano), lo
que expresa el grado de activacion de estas células en el asma. También observa que el ni-
mero absoluto de células T IL-2R+ se correlaciona con la eosinofilia observada en los pa-
cientes asmaticos, demostrando la relacion existente entre linfocitos T y los eosinofilos en

los pacientes asmaticos>*.

Un estudio midi6 las subpoblaciones celulares T CD4 y CD8 IL-2R + y celulares B
IL-2R + en linfocitos de sangre periférica de nifios con ataques severos agudos de asma,

. . , 245
estando estas significativamente mas elevadas que antes del ataque™™.

El aumento de la densidad del CD25 en la superficie de los linfocitos T activados,

origina una elevacion de la fraccion soluble, como demuestran los siguientes trabajos.

Park midi6 la concentracion de sIL-2R, la composicion celular y la expresion de IL-
2R en linfocitos T del fluido de lavado broncoalveolar de pacientes con asma sintomatico,
pacientes con asma asintomatico y controles sanos. La concentracion de sIL-2R y el radio

de expresion de IL-2R en los linfocitos CD3 estaban significativamente mas elevados en los
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asmaticos sintomaticos que en los asintomaticos o controles, sin haber diferencias entre los
dos ultimos grupos. La concentracion de sIL-2R se correlaciond con el porcentaje de expre-

sion de IL-2R en los linfocitos T>*.

En el trabajo de Shi se midieron los niveles de sIL-2R sérica y las subpoblaciones de
linfocitos T de nifios con ataques de asma, usando como controles a nifios sanos y nifios con
asma estable. Por microscopia inmunoelectronica se demostr6é una aumentada expresion de
IL-2R en los linfocitos T en ataques agudos de asma respecto a los controles. Asimismo, los
niveles de sIL-2R y el porcentaje de linfocitos T de sangre periférica estaban significativa-

. s 247
mente mas elevados en los nifios con ataque agudo de asma que en los controles™’, lo que
demuestra que los linfocitos T se activan en el ataque de asma, expresando IL-2R en su su-

perficie y liberando sIL-2R.

Otros trabajos determinaron los niveles séricos del sIL-2R y la expresion del IL-2R
en los linfocitos T de sangre periférica de pacientes con asma agudo severo y controles,
habiendo un significativo mayor nimero de linfocitos T CD4 que expresan IL-2R y mayores
niveles de sIL-2R en los pacientes asmaticos agudos que en los controles. Las concentracio-
nes del sIL-2R descendieron cuando los pacientes mejoraron clinicamente, encontrandose
una correlacion significativa entre la mejoria de la obstruccion de la via aérea (medida me-
diante el PEF) y el descenso de la concentracion del sIL-2R sérico, asi como entre la mejo-
ria de la obstruccion de la via aérea y el descenso del porcentaje de linfocitos T IL-2R+ de

cor s 248249
sangre periférica .

De esta forma, los trabajos referidos evidencian un aumento de los niveles de sIL-2R
en los pacientes asmaticos y estos niveles, a su vez, son relacionados con el aumento de la
expresion de IL-2R en la superficie de los linfocitos T, lo cual indica una mayor actividad de

esta célula en el asma.

Como nos referimos con anterioridad, la activacion del linfocito T se inicia con el es-

timulo de la célula por la IL-2. Park relaciona los niveles de IL-2 y sIL-2R. Se midieron las
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concentraciones de IL-2, sIL-2R y la composicion celular en el fluido de lavado broncoal-
veolar de pacientes con asma. La concentracion de IL-2 y sIL-2R fue mayor en el lavado
broncoalveolar de pacientes sintomaticos que pacientes asintomaticos o sanos. Existia una
correlacion entre IL-2 y sIL-2R en los pacientes asmaticos. La concentracion de IL-2 estaba

inversamente relacionada con el FEV; en asmaticos sintomaticos 50.

Existen numerosos estudios que determinan los niveles del sIL-2R, siendo realizadas

la mayoria de determinaciones en suero.

De esta forma, los trabajo de Wang®' y de Shiota®* demuestran que los niveles séri-
cos de sIL-2R estan significativamente mas elevados en los pacientes asmaticos que en los

sujetos sanos.

Matsumoto et al midieron los niveles séricos de sIL-2R en 77 adultos asmaticos leve-
moderado y 75 controles sanos, encontrando también que los niveles de sIL-2R estaban sig-
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nificativamente mas elevados en los asmaticos que en los controles™".

En el estudio de Hashimoto se midieron los niveles séricos de sIL-2R en un grupo
de 25 pacientes con asma alérgica y otro grupo control de 25 sanos. Los niveles séricos de
sIL-2R eran significativamente mayores en el grupo asmatico. Existia una significativa co-
rrelacion entre los niveles séricos de sIL-2R e IL-4. También encontraron que los pacientes
con niveles simultaneamente elevados de sIL-2R e IL-4, presentaban niveles séricos bajos
de INF-y, lo que apoya la hipotesis de una activacion in vivo predominante de linfocitos T

helper 2 en sangre periférica en asmaticos alérgicos™*.

Motojima et al midieron la concentracion sérica de sIL-2R en pacientes con asma
(bien asma en remision o bien ataque agudo de asma) y controles sanos, siendo significati-
vamente mas elevada en los pacientes asmaticos, independientemente del grado de asma

(ataque agudo o asma en remision). Por otra parte, los pacientes con ataques de asma mode-
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rados-severos presentaban niveles significativamente mayores que aquellos con asma en

., . . 161
remision, lo que sugiere que el sIL-2R podria ser un marcador de gravedad en el asma .

Por el contrario, otra publicacion muestra que aunque los niveles séricos de sIL-2R
estaban significativamente mas elevados en el grupo de los asmaticos que en el de los sanos,
no hubo una diferencia significativa entre el subgrupo de asmaticos estables y aquellos con
ataque agudo de asma (si bien, los niveles estaban ligeramente mas elevados en los asmati-

255
cos con ataques) .

Brown confirma la evidencia de activacion de los linfocitos T en el asma, al presen-
tar los pacientes asmaticos niveles séricos de sIL-2R significativamente mayores a los del
grupo control sano, sin embargo no mostro al sIL-2R como marcador 1til de la actividad de
la enfermedad, debido a que las concentraciones plasmaticas de sIL-2R eran similares en los
diferentes subgrupos de asmaticos (asma severo agudo, asma leve en tratamiento broncodi-
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latador y asma cronico en tratamiento con esteroides inhalados)™".

Spahn observo niveles de sIL-2R significativamente mayores en el grupo de pacien-

tes asmaticos cronicos mal controlados que en el grupo de controles sanos™’.

Hasta ahora, los trabajos descritos tienden a demostrar que los pacientes asmaticos,
independientemente de su gravedad, presentan niveles de sIL-2R significativamente supe-
riores a los de individuos sanos no asmaticos, sin embargo, existe otra serie de trabajos que
unicamente encuentran niveles elevados de sIL-2R en los asmaticos graves, como citaremos

a continuacion.

En uno de estos estudios se determinaron los niveles de sIL-2R en el plasma de suje-
tos sanos, pacientes atopicos y pacientes asmaticos, a su vez subdivididos en asma bien con-
trolado en terapia inhaladora y asma severo agudo con tratamiento corticoide sistémico du-
rante las ultimas 48 horas. En el asma severo agudo, los niveles basales de sIL-2R estaban
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aumentados™".
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Tang mide los niveles circulantes de sIL-2R en el suero de 15 nifios sanos y 20 nifios
asmaticos alérgicos (con exacerbacion aguda y con asma estable). La concentracion sérica
fue significativamente mayor en nifilos con exacerbacion aguda de asma que en asma estable

2
o controles sanos 59.

En los trabajos de Sahid*® y Li*®!, la concentracion sérica de sIL-2R estaba signifi-
cativamente mas elevada en el grupo de asmaticos agudos que en el grupo control no asma-

tico.

Otro estudio midi6 la concentracion de sIL-2R en extractos de esputo de pacientes
asmaticos con ataques agudos o en remision. El sIL-2R se detecto en el 43% de los extractos
de esputo de pacientes con ataques de asma, pero no en el de los pacientes en remision,

. . . . . 262
siendo esta diferencia significativa™".

Para algunos autores, los niveles de sIL-2R son proporcionales a la gravedad del as-
ma, o lo que seria lo mismo, al grado de activacion del linfocito T, sin que esto signifique
que el sIL-2R pueda ser utilizado como marcador de gravedad del asma, como veremos en

los trabajos a continuacion citados.

Kim midio los niveles séricos de sIL-2R en 50 nifios asmaticos con exacerbaciones
agudas y en la remision clinica. Los niveles séricos de sIL-2R fueron significativamente
mayores en la exacerbacion aguda que en la remision clinica, y se correlacionaban positiva-
mente con la severidad de la exacerbacion, medida por el FEV|. Los niveles en la remision
clinica eran significativamente mayores que los de sujetos sanos controles. Concluyen que la
activacion celular T, caracterizada por la elevacion de sIL-2R, es proporcional al grado de

actividad de la enfermedad*®’.

Sin embargo, Schultz*** cuestiona las conclusiones del trabajo de Kim, pues en dicho

trabajo existe un solapamiento entre los niveles de sIL-2R de pacientes asmaticos con exa-
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cerbacion de asma y asmaticos en remision en 39 de los 50 casos analizados, y el grado de
elevacion de sIL-2R en los asmaticos exacerbados, respecto a los asmaticos en remision y
controles sanos, es pequeflo en comparacion con el que se produce en otras enfermedades

dependientes de la activacion celular T.

Otro trabajo compara los niveles séricos de sIL-2R en 26 pacientes con asma agudo
severo antes de iniciar corticoides sistémicos,15 pacientes con asma estable y 13 controles
sanos. Los niveles de sIL-2R fueron significativamente mayores en los asmaticos agudos
que en los estables, que a su vez tenian niveles significativamente mayores a los controles.
11 pacientes asmaticos agudos y 11 pacientes asmaticos estables no excedieron el limite
superior de los sanos*®. El solapamiento encontrado en los valores entre los enfermos con
asma de diferente severidad y los controles excluiria su uso clinico como indicador de la

severidad del asma bronquial.

No todos los trabajos que determinan el sIL-2R en el asma encuentran diferencias en

los niveles de este receptor soluble al compararlo con los niveles de sujetos sanos.

Asi, Moens encuentra niveles séricos significativamente mayores de sIL-2R en el
grupo de nifios asmaticos extrinsecos en comparacion con el grupo control sano, sin embar-
go, no encuentra diferencias entre el grupo de adultos asmaticos y de adultos controles. El
grupo de nifios tenia niveles de sIL-2R significativamente mayores que el grupo de adulto,
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tanto en el grupo de asmaticos como en el grupo de sanos™".

En el trabajo de Guarnaccia se midieron los niveles séricos de sIL-2R en diversos
grupos (eccema atopico severo, eccema atdpico leve, asma severo, asma leve y sanos) exis-
tiendo un considerable solapamiento entre los niveles de los distintos grupos, sin encontrarse

. . L, . . . . 2
diferencias estadisticamente significativas®®’.

Matsumoto tampoco encontro diferencias entre los niveles séricos de sIL-2R de ni-
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flos asmaticos y controles sanos™ .
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Lanz compara los niveles séricos de sIL-2R de nifios sanos, atopicos no asmaticos y

asméaticos agudos, sin encontrar diferencias significativas entre los distintos grupos>®’.

En el trabajo de Schauer se determinaron los niveles de sIL-4R y sIL-2R en sangre
periférica de nifios con asma estable, nifios con asma e infeccion respiratoria aguda, nifios
sanos con infeccion aguda de la via aérea y controles sanos. La concentracion de sIL-2R fue
superior en los distintos grupos que en el grupo control sano, pero esta diferencia no fue

significativa®’’.

Por ultimo, Hoeger mide los niveles séricos de sIL-2R en 178 nifios asmaticos leve-
moderado y 175 controles sanos. Aunque los niveles estaban mas elevados en los asmaticos
que en los controles, esta diferencia no era estadisticamente significativa. Los niveles de
sIL-2R fueron inversamente proporcional a la edad en ambos grupos. Se encontrd una corre-
lacion significativa entre el sCD25, el score de severidad de asma y el FEV, en los nifios
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menores de 10 afios™ .

Como hemos visto, existe numerosos trabajos que tratan de responder a la pregunta
que nos hicimos: ;Existen diferencias en los niveles de sIL-2R entre una poblacion normal
sana de referencia y los enfermos asmaticos?. La mayoria de los trabajos citados han inter-
pretado la elevacion de los niveles de sIL-2R como marcador de la existencia de asma o de
gravedad en el asma, debido a que los niveles de sIL-2R en el asma agudo o cronico mal
controlado eran superiores a los hallados en el asma estable, y estos a su vez mayores que
los encontrados en controles sanos. Sin embargo esto no ocurre siempre asi, ya que en otros
trabajos no se encuentra relacion entre los niveles de sIL-2R y la severidad del asma, como
demuestran publicaciones en las que se describen solapamientos entre los niveles de sIL-2R
de pacientes asmaticos agudos y pacientes asmaticos estables, ausencia de diferencias entre
los niveles de pacientes asmaticos, cualquiera que sea su grado de asma (leve, moderado o
severo), y ausencia de diferencias entre los niveles de asmaticos asintomaticos y controles

sanos. Esto ha llevado a cuestionar la utilidad de este factor en la practica clinica.
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Con objeto de esclarecer la discrepancia encontrada en la literatura, nosotros medi-
mos los niveles de sIL-2R en dos grupos de poblacion: 1) pacientes asmaticos extrinsecos
sensibles al polen de gramineas no sometidos a hiposensibilizacion y 2) sanos, no asmaticos,
que se tomaron como controles. La determinacion de los niveles se realizé en dos momentos
distintos: Tiempo 1, T1) antes de la estacion polinica, cuando los pacientes no estan expues-
tos al antigeno al que son sensibles y Tiempo 2, T2) durante la estacion polinica, cuando los

pacientes asmaticos estan expuestos al alergeno al que son sensibles.

No encontramos diferencias entre los niveles de sIL-2R de los controles sanos medi-
dos antes de la primavera (T1) y en plena primavera (T2), sin embargo, en el grupo asmatico
no hiposensibilizado se produce un aumento de los niveles en la primavera. Al comparar el
grupo control con el grupo de asmaticos no encontramos diferencias en los niveles medidos

antes de la primavera, mientras que si las habia en los niveles medidos durante la primavera.

Algunas consideraciones sobre la literatura existente. Segiin nuestra experiencia,
cuando los pacientes asmaticos no estan expuestos, los niveles de sIL-2R no se diferencian
de aquellos medidos en sanos, mientras que durante la estacion polinica existe una mayor
produccion de sIL-2R en los enfermos con asma, por lo que concluimos que la produccion
de sIL-2R seria mas un reflejo de exposicion (y por tanto de sintomas, ya que durante la
exposicion es cuando estos aparecen) que del hecho de ser asmatico. Esto podria explicar las
discrepancias encontradas en la literatura, puesto que aquellos articulos que encuentran nive-
les de sIL-2R significativamente mayores en los enfermos asmaticos respecto a los controles
sanos, o en los enfermos mas graves o con ataque de asma, estan reflejando un nivel de ex-
posicion aumentado, mayor o menor, que marca una produccion aumentada de sIL-2R res-

pecto al grupo de sanos.
Existe un trabajo donde se pretendia observar si la evitacion del alergeno en asmati-

cos alérgicos disminuia los niveles de sIL-2R o producia cambios en una serie de parame-

tros seleccionados. Se selecciond un grupo de nifios asmaticos a acaros del polvo doméstico,
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y la evitacion se realizd cubriendo los colchones, almohadas y mantas con una cubierta es-
pecial. Los efectos se compararon con un grupo control donde se utilizaron cubiertas place-
bo. Aunque la concentracion del alergeno se redujo significativamente, no hubo una signifi-
cativa mejoria en los sintomas de asma, valores del PEF, uso de broncodilatadores ni PCy a
histamina. Los niveles séricos de sIL-2R y de la PCE permanecieron inalterados tanto utili-
zando cubiertas placebo como activas®’%. Probablemente, los pacientes siguieron expuestos a
los acaros, lo cual es evidente, puesto que continuaban con sintomas. Aunque se evitaron
acumulos de 4caros en colchones y mantas, no se efectuaron medidas de evitacion en el re-
sto del ambiente habitual de los pacientes (ejemplo, si habia moquetas, alfombras, libros,

etc.).

(Cudl seria la explicacion por la que en otros estudios, los niveles de los pacientes
asmaticos no se diferencien del de los sujetos sanos o de que exista solapamiento entre los
niveles de los distintos grupos? En primer lugar, ya hemos comentado que la elevacion de
los niveles de sIL-2R es, a la vista de los resultados obtenidos, reflejo de exposicion en el
paciente asmatico extrinseco, lo cual quiere decir, que cuando el paciente asmatico no esta
expuesto los niveles de sIL-2R no se diferenciarian del de los controles sanos. Como critica,
algunos de estos estudios no diferencian entre asmaticos extrinsecos o intrinsecos, siendo el
objeto de nuestro estudio los pacientes asmaticos extrinsecos. En segundo lugar, nuestro
trabajo plantea la determinacion de los niveles de sIL-2R in vitro, en el sobrenadante de cul-
tivo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, mientras que en
ninguno de los trabajos citados se plantea en estos términos, determinando la mayoria de
ellos los niveles de sIL-2R en suero. Creemos que nuestra técnica es mas sensible, ya que las
pequenas cantidades de sIL-2R en suero pueden modificarse menos debido al “factor dilu-
yente” de toda la masa sanguinea sobre una produccion auto o paracrina. Sin embargo, parte
de los linfocitos en sangre periférica poseen la capacidad de estar estimulados y poder reme-
dar los efectos ocasionados en el 6rgano de choque. Al ser estimulados con PHA, se ampli-
ficaria la produccion de sIL-2R, siendo mas evidentes las modificaciones de sus niveles.

Esto podria explicar los hallazgos encontrados en los distintos estudios referidos.
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2. sIL-2R e inmunoterapia ¢Induce la inmunoterapia modificaciones en la produccion
de sIL-2R?. ¢ Existen diferencias en cuanto a la produccion de sIL-2R, entre las pautas

de inmunoterapia preestacional y la coestacional?

Con objeto de responder a esta cuestion, en nuestro estudio medimos los niveles de
sIL-2R en dos momentos distintos: Tiempo 1, T1) antes de la estacion polinica, cuando los
pacientes no estan expuestos al antigeno al que son sensibles y Tiempo 2, T2)durante la es-
tacion polinica, cuando los pacientes asmaticos estan expuestos al alergeno al que son sensi-
bles. Estas determinaciones se hicieron en el grupo de controles sanos y asmaticos extrinse-
cos sensibles al polen de gramineas (que no habia recibido inmunoterapia), citados ante-
riormente, y en dos grupos de pacientes asmaticos extrinsecos sensibles al polen de grami-
neas, que habian recibido inmunoterapia especifica durante 3 afios: 1) pacientes que habian
recibido inmunoterapia especifica preestacional y 2) pacientes que habian recibido inmuno-

terapia especifica coestacional.

En el grupo con inmunoterapia coestacional, no encontramos diferencias significati-
vas en la produccion de sIL-2R medida en los tiempos T1 y T2. Sin embargo, en el grupo
con inmunoterapia preestacional, si existian diferencias significativas en la produccion de
sIL-2R medida en los tiempos T1 y T2. Aunque la inmunoterapia preestacional provoca
durante la época de polinizacion un descenso significativo de los niveles de sIL-2R respecto
a los pacientes que no han realizado inmunoterapia, esta bajada no es lo suficientemente
importante como para que no haya diferencias entre los niveles del tiempo T1 y T2 en los
pacientes con inmunoterapia preestacional. Mientras que en T2 no existen diferencias entre
los niveles de sIL-2R de los sanos y aquellos inmunizados con inmunoterapia coestacional,
si encontramos diferencias entre los niveles de los sanos y los de los pacientes inmunizados

con inmunoterapia preestacional.
Por tanto, concluimos que la inmunoterapia coestacional se mostraria como un factor

inhibidor de la produccion de sIL-2R en enfermos asmaticos extrinsecos durante la exposi-

cion al alergeno al que son sensibles. En este modelo, la inmunoterapia coestacional induce
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una normalizacion de los valores de sIL-2R entre el tiempo T1 y T2, que la preestacional no
haria. La determinacion de los niveles de sIL-2R medidos en el sobrenadante de cultivos
celulares, podria servir como marcador util de la efectividad de la inmunoterapia en pacien-

tes asmaticos extrinsecos.

Aunque son escasas las publicaciones existentes sobre los niveles de sIL-2R en pa-

cientes asmaticos sometidos a inmunoterapia, su comentario nos parece interesante.

En primer lugar citaremos tres trabajos realizados por el grupo de Ohashi en el cam-
po de la inmunoterapia en la rinitis alérgica. Aunque los tres estudios se refieren a pacientes
con rinitis alérgica y en el nuestro se trata de pacientes asmaticos, salvando las distancias,

los resultados de estos estudios son interesantes de comentar.

En el primero de los trabajos hicieron un seguimiento de 47 pacientes con rinitis
alérgica perenne a Dermatophagoides faringe durante 10 afos. 27 fueron tratados con inmu-
noterapia y 20 no. Los niveles de sIL-2R disminuyeron significativamente en el grupo trata-
do. La velocidad de descenso de sIL-2R se correlaciond con la velocidad del descenso del

score de sintomas durante los 3 primeros afios inicamente®”>.

En el segundo estudio se determiné la concentracion sérica de sIL-2R en 48 pacien-
tes con rinitis alérgica perenne, antes y tras tratamiento inmunoterdpico, tomandose como
control 14 sujetos sanos no atdpicos. Antes de la inmunoterapia los niveles de sIL-2R eran
significativamente mas elevados en los sujetos con rinitis que en los sanos. Tras inmunote-
rapia, los niveles descendian hasta no ser significativamente distintos del de los sujetos sa-
nos. El porcentaje de descenso de sIL-2R se correlacionaba directamente con la duracion de

la inmunoterapia®’®.
De particular interés, por la analogia con nuestro trabajo en los tiempos de determi-

nacion de la muestra, es el tercer estudio que citaremos del grupo de Ohashi. Se obtuvieron

muestras de sIL-2R de pacientes con rinitis alérgica estacional antes y durante la estacion
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polinica. La inmunoterapia suprimia la elevacion estacional de sIL-2R sérica en aquellos
pacientes que presentaban mejoria clinica pero no en aquellos poco respondedores al trata-
miento. El aumento estacional de sIL-2R se correlacionaba inversamente con la duracion de
la inmunoterapia. Los cambios estacionales en los niveles de sIL-2R sérica pueden servir

. . )
como marcador del beneficio clinico de la inmunoterapia®’”.

A la vista de estos trabajos se concluye que la inmunoterapia disminuye los niveles
de sIL-2R de los pacientes con rinitis alérgica perenne, asi como el aumento estacional de
los niveles de sIL-2R de los pacientes con rinitis alérgica estacional. Estos estudios realiza-
dos en pacientes con rinitis alérgica concluyen de forma similar a nuestros hallazgos en pa-

cientes asmaticos.

En lo que respecta a pacientes asmaticos sometidos a hiposensibilizacion, son tam-
bién escasos los trabajos que hemos encontrado en la literatura médica sobre la influencia de
la inmunoterapia en los valores del sIL-2R. De los trabajos encontrados, tan s6lo uno de

ellos investiga la produccion de sIL-2R en cultivos celulares, al igual que nosotros.

Reich midi6 los niveles plasmaticos del sIL-2R en un grupo de pacientes asmaticos
extrinsecos sometidos a inmunoterapia sublingual y utilizé6 como control un grupo de sanos.

~ . . . . . . . 21
Tras un afio de inmunoterapia, los niveles del sIL-2R disminuyeron significativamente?'’.

En el trabajo de Park, 15 asmaticos estacionarios moderados-severos recibieron in-
munoterapia al polen Hop Japanese (polen de la familia de los cannabinaceos, causante en
Corea de importantes polinosis en otofo), al que eran sensibles, durante mas de un afio. El
score de sintomas, la reactividad cutdnea y el grado de reactividad de la via aérea fueron
monitorizados, midiéndose antes de la inmunoterapia y un afio tras la misma. También se
midieron los niveles séricos de IgE total, IgE especifica, IgG; e IgGa, sIL-2R, sCD23 e IL-
10 antes de la inmunoterapia, al final de la terapia inicial y un afio tras la misma. Los niveles
de IgG, e IgG4 comenzaron a aumentar de forma significativa al final de la terapia inicial,

con un significativo descenso del score de sintomas, mientras que la IgE total y especifica

169



mostraron variables respuestas durante la inmunoterapia, sin significacion estadistica. Los
niveles de sIL-2R descendieron significativamente tras un afio de inmunoterapia, mientras
que no hubo cambios significativos en los niveles de sCD23 e IL-10, ni en la reactividad

cutanea o hiperreactividad de la via aérea a metacolina®’.

Respecto al trabajo de Park, comentar que los pacientes seleccionados comenzaron la
inmunoterapia 1 mes tras finalizar la estacion polinica, para excluir el efecto de la estacion
polinica y que los niveles de sIL-2R se midieron antes de iniciar la inmunoterapia y tras 1
aflo de la misma. Esta claro que un afio tras la inmunoterapia no estaban en la estacion poli-
nica, pero no especifica si la determinacion de sIL-2R antes de iniciar la inmunoterapia es-
taba solapada con la estacion polinica. Pudiera darse la circunstancia en este trabajo de que
los niveles de sIL-2R elevados antes de iniciar la inmunoterapia se debieran a la exposicion
ambiental por la estacion polinica, y que los niveles disminuidos tras un afio de inmunote-
rapia se deban, no a la inmunoterapia, sino a no estar bajo el efecto de la exposicion ambien-
tal (en nuestro estudio no detectamos niveles elevados de sIL-2R en asmaticos en compara-
cion con una poblacion sana cuando son medidos fuera de la estacion polinica). Pensamos
que para ver el efecto de la inmunoterapia, los niveles de sIL-2R debieron medirse durante

la estacion polinica (que es cuando se elevan) y no fuera de esta.

En el trabajo de Moens seleccionaron tres grupos de nifios: sanos, asmaticos extrinse-
cos a acaros del polvo doméstico y asmaticos extrinsecos a acaros del polvo doméstico hipo-
sensibilizados durante al menos 8 meses. Los niveles séricos de sIL-2R fueron significati-
vamente mayores en asmaticos no hiposensibilizados que en asmaticos hiposensibilizados o
controles sanos. En este ensayo, también se mide la respuesta proliferativa linfocitaria in
vitro a acaros del polvo doméstico, al ser los linfocitos cultivados con un extracto de D. Pte-
ronyssinus. El nimero de linfocitos CD3+CD25+ no varia tras la estimulacion con el extrac-
to de acaros, pero la densidad del CD25 si varia (cuando los linfocitos no se estimulan, la
densidad del CD25 es similar en los tres grupos), de forma que existe un aumento significa-

tivo tras la estimulacion en nifios sanos (p: 0.008) y en los pacientes con inmunoterapia (p:
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0.005), pero este aumento no es significativo (p: 0.09) en los nifios asmaticos sin inmunote-

rapia. Los autores no se explican este hallazgo™'.

Los trabajos de Reich y Park concluyen que la inmunoterapia disminuye los niveles
de sIL-2R en pacientes asmaticos extrinsecos, al igual que nosotros. El trabajo de Moens,
también encuentra un descenso de estos niveles en los pacientes hiposensibilizados cuando
el sIL-2R se determina en suero, sin embargo, al medir la densidad del CD25 en linfocitos
estimulados con acaros a los que son sensibles, encuentran que la densidad del CD25, que
sera la fuente del sIL-2R, aumenta significativamente en los sanos y en aquellos que recibie-
ron inmunoterapia y sin embargo no aumenta de forma significativa en los que no han reci-

bido inmunoterapia.

Algunos comentarios por nuestra parte respecto a este hecho. En el trabajo de Moens,
el grupo con inmunoterapia es muy heterogéneo, ya que la inmunoterapia la tienen entre 8 y
60 meses. El estudio no indica la proporcion ni donde se encuentra la mayoria. Si esta fuera
de 8 meses, pocos efectos pueden esperarse de la inmunoterapia en ese tiempo de tratamien-
to. Por otra parte, existen evidencias de efectos desde “paraddjicos” a “raros” con los culti-
vos in vitro de linfocitos con alergenos, y sobre todo con los acaros. Parece que pudieran

existir varios factores para explicar estos hallazgos:

-Factores dependientes de la fuente y purificacion del extracto empleado.

-Factores dependientes de los medios empleados en el cultivo. Posteriormente
al trabajo de Moens, se ha demostrado®’® que el empleo de medios de cultivo libre de suero
(en el apartado material y método del trabajo de Moens, en el subapartado “Lymphoprolife-
rative response to HDM”, dicen que emplean: “serum-free AIM-V médium-Gibco Life
Technologies, Ghent, Belgium”) estimula inespecificamente los cultivos de linfocitos, no
habiendo diferencias entre los sujetos que son alérgicos y los que no. Esta es posiblemente la

explicacion para los hallazgos contradictorios encontrados en el trabajo de Moens.
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En el trabajo de Bonno, no se determinan los niveles de sIL-2R, sino la densidad de
IL-2R en células CD4 y CD8 estimuladas con extracto de acaros. Se seleccionan nifios con
asma sensible a acaros que han recibido inmunoterapia y nifios con asma sensibles a acaros
que no la han recibido y determinan la expresion de IL-2R en células CD4 y CD8 estimula-
das con extracto de acaros. Se utiliza un tercer grupo de sanos como controles. La densidad
del CD25 en los linfocitos CD4 aument6 de forma significativa tanto en el grupo con inmu-
noterapia como en el grupo sin ella (sin haber diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos). Por otra parte, la densidad del CD25 en los linfocitos CD8 so6lo au-
ment6 de formas significativa en el grupo tratado con inmunoterapia®’’, concluyendo que la
eficacia de la inmunoterapia con 4caros se deberia a la generacion de linfocitos T supresores

CDS8 antigeno especificos.

Por ultimo citaremos el trabajo de Hsieh. Se midieron los niveles séricos de sIL-2R y
la produccion in vitro de sIL-2R (al igual que nosotros). Se escogié un grupo de controles
sanos, un grupo de pacientes asmaticos sensibles al polvo de casa y un grupo de pacientes
asmaticos sensibles al polvo de casa que habian recibido inmunoterapia durante 2-3 afos.
Los niveles séricos de sIL-2R eran significativamente mayores en los pacientes asmaticos
que en los controles y asmaticos hiposensibilizados. También eran significativamente mayo-
res en los pacientes hiposensibilizados que en los controles sanos. Se preparé un extracto
con polvo de las casas de los pacientes para el cultivo de linfocitos. Si se estimulaban los
linfocitos con PHA no existian diferencias en la produccion de sIL-2R en ninguno de los
grupos (estos hallazgos coinciden con los nuestros, ya que solo se producen diferencias en la
época de sintomas o cuando provocamos al paciente y no en reposo), pero si se estimulaban
con el extracto de polvo se producia una mayor produccion de sIL-2R en los pacientes as-
maticos que en los controles sanos, y esta produccion decrecia en los pacientes sometidos a
inmunoterapia (siendo la diferencia entre los sujetos sanos y los hiposensibilizados insigni-

ficante)'®®.

Los hallazgos del estudio de Hsieh son concordantes con los nuestros. La inmunote-

rapia disminuyd los niveles séricos de sIL-2R en los pacientes inmunizados. Cuando los
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linfocitos son estimulados inespecificamente (PHA) no producen sIL-2R (recordar que con-
cluimos que sIL-2R era reflejo de exposicion), sin embargo, cuando se estimulan especifi-
camente (estan expuestos) producen sIL-2R, y esta produccion se ve decrecida en los pa-
cientes sometidos a inmunoterapia. Estudios previos de este grupo, habian demostrado que
tras la inmunoterapia, la respuesta linfoproliferativa de las células mononucleares a provo-
cacion con polvo de la casa decrece gradualmente, mientras que la respuesta a PHA perma-
nece inalterada®*". En nuestro trabajo, la PHA estimula por igual en los grupos estudia-
dos. La diferencia entre los distintos grupos viene dada por la exposicion especifica a pole-
nes de gramineas en la primavera y su ausencia antes de la misma, y por la presencia o au-

sencia de tratamiento inmunoterapico.

Es conocido que las células T activadas in vitro, tras un cierto niimero de divisiones

144,280 5 . .,
7%, Asi, la decreciente produccion

celulares, gradualmente dejan de expresar IL-2 e IL-2R
de IL-2 e sIL-2R tras la inmunoterapia puede resultar de la activacion celular T in vivo y el
agotamiento debido a los repetidos estimulos alergénicos que esta supone, asi como a la

generacion de células T supresores, que deprimen la proliferacion celular T.

Respecto a las diferencias encontradas en nuestro estudio entre las distintas pautas de
inmunoterapia (preestacional-coestacional) en cuanto a la modificaciéon de los niveles de
sIL-2R, no hemos encontrado en la literatura ningun trabajo que se refiera en estos términos,

siendo esta la primera evidencia de los hallazgos encontrados.

Hemos encontrado un estudio comparativo que evalia la pauta de inmunoterapia pre-
estacional y perenne tras 3 afios de inmunoterapia, aunque sin referirse a los niveles de sIL-
2R. 60 pacientes con rinitis y/o asma debida a polen de gramineas fueron aleatoriamente
asignados a recibir inmunoterapia de acuerdo a una pauta estacional o perenne. La dosis
acumulativa fue 602 BU en el grupo perenne y 372 en el estacional. La frecuencia y severi-
dad de los efectos adversos fue similar y muy baja en ambos grupos. Los niveles de IgE fue-
ron significativamente mas bajos tras la inmunoterapia perenne al final del segundo afo. Fue

observado un descenso estacional de los niveles de IgG especifica en los pacientes con pauta
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estacional. Los scores de sintomas y medicacion no mostraron diferencias entre los dos gru-

281
pos™ .

Seguin nuestro trabajo, concluimos que la inmunoterapia coestacional se mostraria
como un factor inhibidor de la produccion de sIL-2R durante la exposicion al alergeno en
pacientes asmaticos extrinsecos, mientras que la inmunoterapia preestacional no alcanza
estos objetivos. Como hemos comentado con anterioridad, la decreciente produccion de sIL-
2R tras la inmunoterapia, posiblemente resulte de la activacion celular T in vivo y el agota-
miento debido a los repetidos estimulos alergénicos que esta supone. Los estimulos produci-
dos por la inmunoterapia coestacional son constantes y repetitivos, mientras que la inmuno-
terapia preestacional produciria estimulos intermitentes (previos a la estacion polinica, sin

estimular el resto del afio).

3. sIL-2R y provocacion bronquial. ¢Podemos reproducir en el laboratorio los hallaz-

gos obtenidos en la exposicion natural?

Hasta ahora hemos visto como la exposicion natural del alergeno a un paciente asma-
tico sensible a este (exposicion de poélenes durante la primavera a pacientes asmaticos sensi-
bles al polen de gramineas) produce una elevacion de los niveles de sIL-2R, siendo el sIL-
2R un marcador de exposicion alérgica natural. También hemos observado como en los pa-
cientes asmaticos hiposensibilizados mediante inmunoterapia alergeno especifica se produce
una disminucioén del aumento estacional de los niveles de sIL-2R, siendo no significativa
dicha elevacion en los pacientes que ha recibido inmunoterapia coestacional. Los hallazgos
obtenidos obligan a preguntarnos: ;Podemos reproducir en el laboratorio los hallazgos obte-
nidos en la exposicion natural?, o dicho de otro modo: ;Produce la exposicion artificial los

mismos cambios en los niveles de sIL-2R que la exposicion natural?
Para responder a dicha cuestion seleccionamos 4 grupos de pacientes asmaticos sen-

sibles al polen de gramineas, no hiposensibilizados, que fueron expuestos a provocacion

bronquial, midiéndose los niveles de sIL-2R antes y después de la provocacion. El primer
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grupo fue expuesto a provocacion bronquial especifica. El segundo grupo fue expuesto al
alergeno especifico mediante provocacion bronquial tipo priming. El tercer grupo fue ex-
puesto a una provocacion bronquial antigeno inespecifica con un antigeno al que no eran
sensibles (pteronyssinus) y el cuarto grupo fue expuesto a provocacion bronquial inespecifi-
ca con metacolina. Mediante este disefio, no s6lo responderemos a la cuestion de si la expo-
sicion artificial al alergeno al que son sensibles los pacientes produce una elevacion de los
niveles de sIL-2R, sino también si el sIL-2R es un parametro de reactividad bronquial y si la
exposicion a otros alergenos, a los que el paciente no es sensible, modifica los niveles de

sIL-2R.

También nos propusimos averiguar si existian diferencias entre los pacientes que
presentaban reaccion inmediata solo de aquellos que presentaban reaccion dual, asi como si
existia correlacion entre los niveles de sIL-2R y los sintomas que presentan los pacientes.
Para responder a esta pregunta, dividimos a los pacientes provocados especificamente en
aquellos que presentaron reaccion inmediata Ginicamente y aquellos que presentaron reac-
cion dual. Ademas de medir los niveles de sIL-2R antes y después de la provocacion, tam-
bién se determind, mediante cuestionario, un score o puntuacion de sintomas y del uso de

medicacion beta 2 de corta accidon de rescate.

3.1. sIL-2R y provocacién bronquial especifica. ¢Produce la exposicion artificial al

alergeno al que los pacientes son sensibles una elevacion de los niveles de sIL-2R?

En nuestra experiencia, la exposicion al alergeno mediante provocacion bronquial
especifica en pacientes asmaticos sensibles al polen de gramineas provoca una mayor pro-

duccioén de sIL-2R después de la provocacion.

Generalmente, los asmaticos alérgicos estdn continuamente expuestos en mayor o
menor medida a alergenos. El significado de la repetida exposicion a los alergenos ha sido
establecido por varios investigadores. Por ejemplo, Thre document6 que repetidas pequenas

dosis de alergeno podia provocar una respuesta asmatica inmediata y/o tardia en sujetos as-
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maticos que inicialmente no mostraban reaccion de la via aérea®™. El grupo de Koh mostro
que dos repetidas exposiciones a una dosis de alergeno, que era insuficiente para causar re-
accion de la via aérea significante, podia provocar tras una simple exposicion una respuesta
de la via aérea en sujetos atopicos™. Si en lugar de realizar la provocacion hasta que esta
sea positiva, los provocamos en dias distintos, con dosis que no produzcan broncoconstric-
cion (priming), situacion por otra parte mas similar a lo que ocurre durante la exposicion
natural, donde el paciente estd expuesto durante espacios variables de tiempo (durante la
estacion en los polinicos) a concentraciones ambientales variables de alergeno, objetivamos
que también existe una mayor produccion de sIL-2R al quinto dia, que cuando se comenz6

con este procedimiento.

Por tanto, concluimos que la exposicion al alergeno al que los pacientes son sensi-
bles, produce una elevacion de los niveles de sIL-2R, siendo esta afirmacion valida tanto si
la exposicion es natural como artificial. De esta forma, mediante el modelo experimental en

el laboratorio hemos ratificado los hallazgos obtenidos en la exposicion natural.

Son escasas y de conclusiones contradictorias las publicaciones encontradas en la li-
teratura médica que estudien los niveles de sIL-2R bajo los efectos de la provocacion bron-

quial.

Grammer realiza una provocacion bronquial especifica con isocianato a 10 pacientes
con asma ocupacional por isocianatos, sin detectarse cambios en los valores de sIL-2R séri-
co medidos antes y 24 horas tras los méximos cambios en la funcién pulmonar después de la
provocacion. Tampoco hubo diferencias en los valores de sIL-2R tras la provocacion, entre
el grupo de pacientes que tuvo una provocacion positiva y el grupo que tuvo una provoca-

22 Quizas, la toma de muestras 36 y 48 horas tras la provocacién pudieran

cion negativa
haber puesto de manifiesto cambios en los niveles de sIL-2R, teniendo en cuenta que IL-2R
aparece en la superficie del linfocito T entre las 18 y 24 horas tras la activacion del mismo.
En nuestro trabajo la determinacion del sIL-2R la realizamos a las 24 horas de la provoca-

cion, al igual que el trabajo de Grammer, sin embargo nosotros si encontramos diferencias
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en los niveles de sIL-2R. Quizas, una vez mas, la explicacion se deba a la forma de determi-
nar el sIL-2R. El trabajo de Grammer lo hizo en suero de sangre periférica, mientras que
nosotros lo hicimos en el sobrenadante de cultivo celular. Como ya explicamos anteriormen-
te, la determinacion en suero es menos sensible para detectar pequefias variaciones sobre

una produccion paracrina como es el sIL-2R.

Schmitt realizd una provocacion bronquial con alergeno en 32 nifios asmaticos leves-
moderados sensitivos a acaros del polvo doméstico y 6 adultos jovenes sanos como contro-
les. En el grupo de los asmaticos, 6 desarrollaron una reaccién temprana, 6 tardia, 23 dual y
3 no mostraron respuesta. Antes de la provocacion, los niveles séricos de sIL-2R eran signi-
ficativamente mayores en el grupo de asmaticos, y seguian siéndolo a las 12 y 24 horas pos-
provocacion, sin variacion durante el periodo de observacion. Al dividir a los pacientes en
subgrupos segun el tipo de reaccion (temprana, tardia, dual o no reaccidon), tampoco se ob-
servaron cambios en los niveles de sIL-2R (antes de la provocacion y a las 12 y 24 horas)
respecto al grupo completo de asmaticos, excepto para el grupo sin reaccion, que mostrd
niveles menores, similares a los del grupo control, en las tres determinaciones®. Igualmen-
te, pensamos que la determinacion de los niveles de sIL-2R en suero no fue lo suficiente-
mente sensible para encontrar cambios en los niveles de sIL-2R tras la provocacion, y que
quizas, determinaciones de sIL-2R a las 36 o 48 horas de la provocacion pudieran haber

puesto de manifiesto las diferencias.

Por ultimo, citaremos el trabajo de Van Bever. En este ensayo, seleccionaron a 18
nifios asmaticos extrinsecos moderados-severos a acaros del polvo doméstico y se les expu-
s0 a una provocacion bronquial especifica. Como grupo control se utilizaron 18 nifios sanos
a los que no se provocaron. Antes y a las 24 horas de la provocacion especifica se determin6
el sIL-2R sérico y también se realizd una provocacion bronquial inespecifica con metacoli-
na. Antes de la provocacion, los niveles de sIL-2R eran significativamente mayores en el
grupo de asmaticos que el grupo control, y tras la provocacion especifica se observo un au-

mento significativo (al igual que nosotros) en los valores de sIL-2R sérica™".
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3.2. sIL-2R y provocacion bronquial antigeno inespecifica.

En nuestro estudio, la exposicion mediante provocacion bronquial de los pacientes
asmaticos sensibles al polen de gramineas, a un alergeno al que no eran sensibles, como D
pteronyssinus, no originaba una mayor produccion de sIL-2R, confirmando que el sIL-2R es
un marcador de exposicion especifica, no siendo modificado por la exposicion a alergenos a

los cuales no existe hipersensibilidad.

No hemos encontrado en la literatura ningin estudio que determine los niveles de

sIL-2R en asmaticos extrinsecos tras provocacion con un antigeno al que no son sensibles.

3.3. sIL-2R y provocacién bronquial inespecifica. ¢Es el sIL-2R un marcador de hiper-

reactividad bronquial?

En nuestro trabajo, cuando los pacientes asmaticos extrinsecos sensibles al polen de
gramineas fueron expuestos a una provocacion bronquial inespecifica con metacolina, no
mostraron diferencias en la cantidad de produccion de sIL-2R. Los pacientes que tenian hi-
perreactividad bronquial no mostraron diferencias en la cantidad de produccion de sIL-2R
cuando se los exponia inespecificamente, lo cual significa que el sIL-2R no es un marcador
de hiperreactividad bronquial, pues s6lo si se estd expuesto al antigeno especifico se elevan

los niveles de sIL-2R, no elevandose cuando la broncoconstriccion es inespecifica.

No hemos encontrado en la literatura ningun estudio que determine los niveles de
sIL-2R en asmaticos extrinsecos tras provocacion inespecifica con metacolina. Si bien es
cierto que en el trabajo de Van Bever™* se realiza una provocacion bronquial inespecifica,
esta se realiza antes y después de una provocacion bronquial especifica, midiéndose los ni-

veles de sIL-2R después de esta y no de aquella.
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3.4. sIL-2R vy respuesta inmediata/dual en la provocacion bronquial especifica. ¢ Exis-
ten diferencias entre los pacientes que presentan respuesta inmediata de aquellos que
presentan respuesta dual? ¢Se correlaciona el sIL-2R con la sintomatologia que pre-

sentan los pacientes?

Los pacientes que tenian una respuesta dual tras la provocacion bronquial especifica
con antigeno, producian mas cantidad de sIL-2R que los que tenian una respuesta inmediata.
Existe mayor sintomatologia en los pacientes que tienen respuesta dual que en los que tienen

respuesta inmediata. El uso de beta 2 inhalados de rescate es mayor en los duales.

En los pacientes que tenian sélo respuesta inmediata, encontramos que existia una
correlacion entre el uso de beta 2 inhalado de rescate y la sintomatologia que tenian los pa-
cientes, pero no entre los niveles de sIL-2R tras la provocacion y la cantidad de medicacion

utilizada o la sintomatologia de los pacientes.

En los pacientes que presentaron respuesta dual, existia correlacion entre el uso de
beta 2 inhalados de rescate y la sintomatologia. También existia correlacion entre los niveles
de sIL-2R medidos tras la provocacion y la cantidad de medicacion utilizada, asi como entre

dichos niveles de sIL-2R y el score de sintomas.

Parece que la correlacion entre la cantidad de sIL-2R y la sintomatologia depende de
que el paciente tenga una respuesta dual en su provocacion bronquial.

En el trabajo de Schmitt™”

, o sOlo no encuentran diferencias en los niveles de sIL-
2R tras la provocacion bronquial, sino que tampoco encuentran diferencias entre los niveles
de los distintos subgrupos analizados segun el tipo de reaccion (temprana, tardia, dual). Si la
determinacion del sIL-2R en suero es poco sensible, a nuestro parecer, para detectar cam-
bios en los niveles de estos, también lo sera para encontrar diferencias entre los subgrupos

analizados.
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En el trabajo referido de Van Bever™*, excepto uno, todos los pacientes mostraron
una respuesta dual, por lo que no compararon como nosotros a los que tuvieron respuesta
inmediata con los que la tuvieron dual. Se encontr6 una correlacion entre la PD,g (especifi-
ca) de la respuesta inmediata y la PDy (histamina) previa a la provocacion especifica. Tras
la provocacion bronquial especifica se produjo un significativo descenso de la PD,g histami-
na, excepto en el paciente que no presentd respuesta tardia. La severidad de la respuesta
tardia (mostrada por el grado de descenso del FEV, durante el periodo de 1 a 8 horas pos-
provocacion) tendia a correlacionarse con el aumento del sIL-2R sérico (1:0.48, p:0.05). En
conclusion, el aumento de los niveles de sIL-2R tras la provocacion especifica, tendia a co-
rrelacionarse con el descenso del FEV, durante la respuesta tardia. Al igual que nosotros,
encuentran una correlacion entre los niveles de sIL-2R y la sintomatologia en los pacientes
que tienen respuesta dual, sugiriendo que los linfocitos T estan involucrados en el proceso

inflamatorio de la reaccion tardia al alergeno.

Respecto a si el sIL-2R es un parametro que se correlacione con la sintomatologia,
ya comentamos, al inicio de la discusion, como habia muchos trabajos que detectaban nive-
les elevados de sIL-2R en pacientes asmaticos, independientemente de la gravedad, mientras
que otros solo los detectaban en los pacientes asmaticos agudos o mas sintomaticos, ponien-
do estos ultimos en evidencia una posible correlacion entre el sIL-2R y la sintomatologia.
Aparte de lo que comentamos al respecto, una posible explicacion para esta diferencia entre
los distintos trabajos seria el hallazgo que hemos obtenido en nuestro estudio de que sélo
existe correlacion entre el sIL-2R y la sintomatologia en aquellos pacientes que presentan
respuesta dual. El sIL-2R no sélo se relaciona con la exposicion al alergeno, sino que esta

relacion es mayor en los pacientes mas sintomaticos, los duales.

Algunas consideraciones por nuestra parte sobre estos hallazgos. Nos preguntamos
por qué existe una correlacion entre el sIL-2R y la sintomatologia de los pacientes unica-
mente en aquellos que presentan reaccion tardia. La respuesta posiblemente se encuentre en

la fisiopatologia de la reaccién inmediata y tardia.
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Como hemos explicado previamente, la fase inmediata se inicia rapidamente tras la
estimulacion del antigeno. En su patogenia intervienen las células captadoras del antigeno,
asi como otras células que liberaran mediadores inflamatorios, que actuaran sobre las estruc-
turas bronquiales. Principalmente intervienen los mastocitos sobre todo, pero también los
basofilos, los macrofagos alveolares, los linfocitos y las plaquetas. Los mediadores liberados
(histamina, heparina, factor quimiotactico de los neutréfilos, triptasa y otras enzimas) pro-
ducirédn la vasodilataciéon y edema de la mucosa, broncoconstriccion y aumento de la secre-
cion mucosa, asi como la activacion del complemento por la via alternativa (que producira
quimioatraccidn y activacion de los neutrofilos y eosindfilos). La fase tardia se desarrolla a
las 4-8 horas de la fase inmediata, con aparicion de broncoconstriccion y edema en la sub-
mucosa, asi como infiltracion abundante de células inflamatorias (neutréfilos, eosinéfilos,
basofilos, monocitos, mastocitos y linfocitos T helper) reclutadas por los factores quimiotac-

ticos liberados en la fase anterior, en los que el eosinéfilo juega un papel destacado.

Asi pues, en una primera fase (respuesta inmediata) predomina la presentacion del
antigeno por las células dendriticas a los linfocitos T y la liberacion de mediadores prefor-
mados, principalmente por el mastocito. En una segunda fase (respuesta tardia), con la libe-
racion de mediadores y activacion del complemento de la fase previa, se ha puesto ya en
marcha el mecanismo necesario para la infiltracion mucosa por células inflamatorias que
perpetuaran la respuesta, siendo de estas células el eosinodfilo la més destacada. De especial
importancia es la actuacion del linfocito T helper, el cual, como ya destacamos en la intro-
duccidn, a través de la liberacion de interleucinas, dirige la activacion y quimioatraccion de
otras células al foco inflamatorio. De esta forma, la IL-5 e IL-13 estimulan la activacion y
quimiatraccion de los eosindfilos, existiendo relacion entre la eosinofilia o diversos parame-
tros eosinofilicos y la activacion linfocitaria T, o lo que es igual, entre el sIL-2R y la sinto-
matologia ocasionada por el eosinofilo en la fase tardia. En una primera fase (reaccion in-
mediata), el antigeno estimula directamente a los mastocitos, liberandose mediadores que
producen los sintomas, mientras que los linfocitos estan siendo estimulados por las células
presentadoras, y el nivel de activacion linfocitaria no es ain significativo como para que

exista una clara correlacion entre esta activacion linfocitaria (sIL-2R) y la sintomatologia.
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Son significativos los estudios realizados que relacionan al eosinéfilo o nivel de acti-

vacion del eosinofilo con la activacion linfocitaria T, o lo que es lo mismo, con el sIL-2R.

De esta forma, Stelmach encontr6 una correlacion entre los niveles de PCE y sIL-
2R, en un grupo de nifios con asma extrinseco leve-moderado, antes y tras 4 semanas de

. . . 284
tratamiento con corticoides inhalados

. Wang también encuentra una correlacion entre los
niveles séricos de sIL-2R y PCE en los pacientes asmaticos, asi como cifras significativa-

, 251
mente elevadas de ambos parametros al compararlas con las de un grupo control sano™".

Lasalle también encuentra una significativa correlacion entre los niveles de sIL-2R y
FEV, asi como entre los niveles de sIL-2R y la eosinofilia sanguinea en un grupo de pacien-

- ;. . . . . 285
tes asmaticos no atdpicos sin terapia corticoidea™".

Park demuestra que la concentracion de sIL-2R medida en el lavado broncoalveolar
de pacientes con asma se correlaciona con la concentracion de IL-2, y que esta, la IL-2, esta
inversamente relacionada con el FEV, en los pacientes asmaticos sintomaticos. Por otra par-
te, el porcentaje de eosinofilos mostrod una correlacion significativa con los niveles de IL-2 y
sIL-2R en los pacientes con asma™". Otro estudio, también de Park, prueba la correlacion
existente entra la concentracion de sIL-2R medida en el lavado broncoalveolar de sujetos
asmaticos y el porcentaje de expresion de IL-2R en los linfocitos T. El porcentaje de eosino-
filos en el lavado broncoalveolar mostré una significativa correlacion con los niveles de sIL-
2R, y los niveles de sIL-2R también se correlacionaron negativamente con el FEV; y el
PEF**. Los dos trabajos referidos de Park apoyan la relacién existente entre la activacion

del linfocito T helper y la infiltracion eosinofilica en el arbol bronquial de los asméticos.

Hemos comprobado como la inmunoterapia disminuye la elevacion de los niveles de
sIL-2R que se produce cuando los pacientes asmaticos se exponen al antigeno especifico.
También hemos comprobado como existe una correlacion entre la sintomatologia que pre-

sentan los pacientes y los niveles del sIL-2R en aquellos pacientes que presentan una res-
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puesta tardia. Es de interés citar, que tanto Van Bever™° como el grupo de Warner™’ descri-
ben un descenso de la respuesta asmatica tardia en la provocacion bronquial a D. pteronys-

sinus en el grupo de pacientes que realizaron un afio de tratamiento inmunoterapico.
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No se puede hablar de la patogenia del asma sin referirnos a las células que actiian en
la reaccion alérgica y a los mediadores liberados por estas. De todas las células implicadas,
el papel del linfocito T es destacado, pues gracias a su funcion organizadora, a través del
reconocimiento del antigeno alergénico que le es presentado y de la liberacion de interleuci-
nas, pondra en marcha la activacion o reclutamiento de otras células, que a su vez, actuaran

como células efectoras a través de la liberacion de otros mediadores.

El linfocito T se activa tras reconocer al antigeno especifico, liberando IL-2 y expre-
sando IL-2R en la superficie celular. La IL-2 liberada actuarad de forma autocrina y paracri-
na sobre el IL-2R, estimulando la proliferacion celular y la adquisicion del perfil T helper 2.
En el proceso de activacion se libera de la superficie del linfocito T una fraccion del IL-2R,
el sIL-2R, el cual puede ser medido en diversos fluidos, siendo este receptor soluble el obje-

to de nuestro estudio.

Nos propusimos este trabajo porque aunque en la literatura existen estudios sobre el
sIL-2R en el asma bronquial, la interpretacion de sus niveles o la utilidad clinica en el dia-
gnostico, seguimiento o pronostico de los pacientes asmaticos es controvertida. Esto se debe
a que los diversos trabajos publicados han interpretado la elevacion de los niveles de sIL-2R
como marcador de la existencia de asma o de gravedad en el asma, existiendo contradiccio-
nes entre ellos, pues unos encuentran niveles elevados en los pacientes asmaticos indepen-
dientemente de su gravedad, otros en los pacientes asmaticos graves, y otros no encuentran
diferencias con los controles sanos. También son escasos los trabajos referentes al compor-
tamiento de los niveles de sIL-2R ante la provocacion bronquial o ante la inmunoterapia, por

todo lo cual se ha cuestionado la utilidad del sIL-2R en la practica clinica.

Con nuestro trabajo pretendimos determinar la utilidad del sIL-2R como parametro
de exposicion y tolerancia alérgica en pacientes asmaticos extrinsecos. Pensamos que este
factor soluble habria que interpretarlo como parametro de exposicion alérgica en lugar de

indicador de la existencia de asma, y que por tanto también pudiera utilizarse como parame-
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tro de tolerabilidad alérgica en individuos sometidos a inmunoterapia. A diferencia de los
trabajos publicados, el nuestro planted la determinacion de los niveles de sIL-2R en el so-
brenadante de cultivo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA,
con objeto de hacer mas evidentes las modificaciones de los niveles de sIL-2R, que quizas
otros estudios no lograron mostrar debido a que estas determinaciones se realizaban en sue-

ro.

En este sentido, planteamos un estudio en pacientes asmaticos extrinsecos sensibles a
polen de gramineas, en el que el sIL-2R se midié en dos momentos distintos: antes de la
estacion polinica, cuando el paciente no esta expuesto al alérgeno, y durante la estacion
polinica, cuando est4 expuesto al alérgeno de una forma natural. El estudio de los niveles de
sIL-2R, en estos dos momentos, en personas sanas (grupo control) y pacientes asmaticos
polinicos no hiposensibilizados, puso de manifiesto que en el grupo asmatico no hiposensi-
bilizado se produce un aumento de los niveles en la primavera. Al comparar el grupo con-
trol con el grupo de asmaticos no encontramos diferencias en los niveles medidos antes de la
primavera, mientras que si las habia en los niveles medidos durante la primavera. Parece ser,
a la vista de este resultado, que el sIL-2R es un parametro de exposicion alérgica y que
mientras que el paciente asmatico no estd expuesto no tiene por qué tener niveles elevados

de sIL-2R, siendo indistinguibles de los niveles de los controles sanos.

En segundo lugar, nos planteamos que si el sIL-2R era un pardmetro de exposicion
alérgica, también podria serlo de tolerabilidad en pacientes inmunizados mediante inmuno-
terapia, por lo que estudiamos de igual modo (antes de la estacion polinica y durante la esta-
cion polinica) a pacientes asmaticos polinicos hiposensibilizados durante 3 afios con distin-
tas pautas de inmunoterapia (preestacional y coestacional), con objeto de poder poner de
manifiesto las diferencias existentes entre el grupo tratado con inmunoterapia y los anterio-
res (no inmunizados y controles), que no reciben inmunoterapia, y entre los distintos grupos

hiposensibilizados entre si.
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En el grupo con inmunoterapia coestacional, no encontramos diferencias significati-
vas en la produccion de sIL-2R medida en los dos tiempos. Sin embargo, en el grupo con
inmunoterapia preestacional, si existian diferencias significativas en la produccion de sIL-
2R medida en los dos tiempos. Aunque la inmunoterapia preestacional provoca durante la
época de polinizacion un descenso significativo de los niveles de sIL-2R respecto a los pa-
cientes que no han realizado inmunoterapia, esta bajada no es lo suficientemente importante
como para que no haya diferencias entre los niveles medidos antes de la estacion polinica y
durante la estacion polinica. Por tanto, concluimos que la inmunoterapia coestacional se
mostraria como un factor inhibidor de la produccion de sIL-2R en pacientes asmaticos ex-
trinsecos, durante la exposicion al alergeno al que son sensibles. En este modelo, la inmuno-
terapia coestacional induce una normalizacion de los valores de sIL-2R durante la estacion
polinica, que la preestacional no haria. La determinacion de los niveles de sIL-2R medidos
en el sobrenadante de cultivos celulares, podria servir como marcador 1til de la efectividad

de la inmunoterapia en pacientes asmaticos extrinsecos.

Los hallazgos obtenidos obligaban a preguntarnos si podiamos reproducir en el labo-
ratorio los hallazgos obtenidos en la exposicion natural. Para responder a dicha cuestion
seleccionamos 4 grupos de pacientes asmaticos sensibles al polen de gramineas, no hiposen-
sibilizados, que fueron expuestos a provocacion bronquial, midiéndose los niveles de sIL-2R
antes y después de la provocacion. El primer grupo fue expuesto a provocacion bronquial
especifica. El segundo grupo fue expuesto al alergeno especifico mediante provocacion
bronquial tipo priming. El tercer grupo fue expuesto a una provocacion bronquial antigeno
inespecifica con un antigeno al que no eran sensibles (pteronyssinus) y el cuarto grupo fue

expuesto a provocacion bronquial inespecifica con metacolina.

En nuestra experiencia, la exposicion al alergeno mediante provocacion bronquial
especifica en pacientes asmaticos sensibles al polen de gramineas provoca una mayor pro-
duccion de sIL-2R después de la provocacion. Si en lugar de realizar la provocacion hasta

que esta sea positiva, los provocamos en dias distintos, con dosis que no produzcan bronco-
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constriccion (priming) objetivamos que también existe una mayor produccion de sIL-2R al

quinto dia, que antes de la provocacion.

La exposicion mediante provocacion bronquial de los pacientes asmaticos sensibles
al polen de gramineas, a un alergeno al que no eran sensibles, como D pteronyssinus, no
originaba una mayor produccion de sIL-2R, confirmando que el sIL-2R es un marcador de
exposicion especifica, no siendo modificado por la exposicion a alergenos a los cuales no

existe hipersensibilidad.

Cuando los pacientes asmaticos extrinsecos sensibles al polen de gramineas fueron
expuesto a una provocacion bronquial inespecifica con metacolina, no mostraron diferencias
en la cantidad de produccion de sIL-2R, lo cual significa que el sIL-2R no es un marcador
de hiperreactividad bronquial, pues s6lo si se estd expuesto al antigeno especifico se elevan

los niveles de sIL-2R, no elevandose cuando la broncoconstriccion es inespecifica.

Por tanto, concluimos que la exposicion al alergeno al que los pacientes son sensi-
bles, produce una elevacion de los niveles de sIL-2R, siendo esta afirmacion valida tanto si
la exposicion es natural como artificial. De esta forma, mediante el modelo experimental en
el laboratorio hemos ratificado los hallazgos obtenidos en la exposicion natural. También
concluimos que el sIL-2R no es un parametro de hiperreactividad bronquial y que la exposi-

cion a antigenos inespecificos no modifica los niveles de sIL-2R.

Son escasas y de conclusiones contradictorias las publicaciones encontradas en la li-
teratura médica que estudien los niveles de sIL-2R bajo los efectos de la provocacion bron-
quial. No hemos encontrado en la literatura ningtin estudio que determine los niveles de sIL-
2R en asmaticos extrinsecos tras provocacion con un antigeno al que no son sensible ni nin-
gun estudio que determine los niveles de sIL-2R en asmaticos extrinsecos tras provocacion

inespecifica con metacolina.
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En ultimo lugar, nos propusimos averiguar si existian diferencias entre los pacientes
que presentaban solo respuesta inmediata de aquellos que presentaban respuesta dual, asi
como si existia correlacion entre los niveles de sIL-2R y los sintomas que presentaban los
pacientes. Para responder a esta pregunta, dividimos a los pacientes provocados especifica-
mente en aquellos que presentaron respuesta inmediata inicamente y aquellos que presenta-
ron respuesta dual. Ademds de medir los niveles de sIL-2R antes y después de la provoca-
cion, también se realizd, mediante cuestionario, un score o puntuacion de sintomas y del uso

de medicacion beta 2 de corta accion de rescate durante la estacion polinica.

Nuestros hallazgos fueron que los pacientes que tenian una respuesta dual tras la
provocacion bronquial especifica con antigeno, producian mas cantidad de sIL-2R que los
que tenian unicamente respuesta inmediata, existia mayor sintomatologia en los pacientes
que tenian respuesta dual que en los que tenian respuesta inmediata, y el uso de beta 2 in-

halados de rescate era mayor en los duales.

En los pacientes que tenian s6lo respuesta inmediata, existia una correlacion entre el
uso de beta 2 inhalados de rescate y la sintomatologia que tenian los pacientes, pero no entre
los niveles de sIL-2R medidos tras la provocacion bronquial y la cantidad de medicacion
utilizada o la sintomatologia de los pacientes. En los pacientes que presentaron una respues-
ta dual, existia correlacion entre el uso de beta 2 inhalados de rescate y la sintomatologia, y
también existia correlacion entre los niveles de sIL-2R medidos tras la provocacion y la can-
tidad de medicacion utilizada, asi como entre dichos niveles y la sintomatologia de los pa-

cientes.

Por tanto, la correlacion entre la cantidad de sIL-2R y la sintomatologia depende de
que el paciente tenga una respuesta dual en su provocacion bronquial. El sIL-2R no solo se
relaciona con la exposicion al alergeno, sino que esta relacion es mayor en los mas sintoma-
ticos, los duales. Quizas, la explicacion de este hallazgo se encuentre en la fisiopatologia de
la respuesta inmediata y tardia, y en la relacion existente entre el linfocito T y el eosinofilo,

como ya comentamos en la discusion.
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A modo de resumen, diremos que aunque existen trabajos sobre el sIL-2R en el asma
bronquial, ninguno se ha referido en los términos planteados por el nuestro. La mayoria de
las determinaciones de sIL-2R se han realizado en suero. Muy pocos trabajos determinan el
sIL-2R en pacientes sometidos a inmunoterapia y, que nosotros sepamos, solo existe un tra-
bajo que haya investigado la produccion de sIL-2R en cultivo linfocitario de pacientes so-
metidos a inmunoterapia. Ningun estudio se refiere en este sentido a los pacientes asmaticos
polinicos. Son muy escasos los trabajos que comparen las pautas de inmunoterapia en pa-
cientes polinicos y ninguno lo hace en los términos referidos, y también son muy escasos, y
de resultados contradictorios entre si, los trabajos publicados que se refieran a las modifica-

ciones ocasionadas por la provocacion bronquial en los niveles de sIL-2R

Con la cuantificacion del sIL-2R en el sobrenadante de cultivo de células mononu-
cleares, hemos profundizado en la fisiopatologia del asma bronquial extrinseco. Hemos de-
mostrado que el sIL-2R medido en el sobrenadante de cultivo linfocitario es un parametro de
exposicion alérgica especifica, tanto natural como artificial, asi como de tolerabilidad alér-
gica en pacientes sometidos a inmunoterapia alergeno especifica, siendo esta afirmacion
valida para la inmunoterapia coestacional. La determinacion de los niveles de sIL-2R medi-
dos en el sobrenadante de cultivos celulares, podria servir como marcador ttil de la efectivi-
dad de la inmunoterapia en pacientes asmaticos extrinsecos. Con la determinacion de los
niveles de sIL-2R tras provocacion bronquial especifica e inespecifica hemos demostrado
que el sIL-2R no es un parametro de hiperreactividad bronquial y que la exposicion a anti-
genos inespecificos no modifica los niveles de sIL-2R. También hemos demostrado que los
pacientes que tienen una respuesta dual en la provocacion bronquial especifica, producen
mas cantidad de sIL-2R, tienen mas sintomas y usan més medicacion beta 2 inhalada de
rescate que los que tienen Unicamente una reaccion inmediata. So6lo en los pacientes que
presentan una respuesta tardia hemos demostrado la existencia de una correlacion entre la
sintomatologia que presentan los pacientes y los niveles de sIL-2R medidos tras la provoca-

cion bronquial especifica.
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Con nuestro trabajo planteamos diversas cuestiones que hemos tratado de contestar,
sin embargo, nuevas aportaciones se hacen necesarias para avanzar en el conocimiento de

los campos resefados.
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IX. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. La determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrenadante de culti-
vo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, es un para-
metro de exposicion alérgica especifica, tanto natural como artificial, en pacientes

asmaticos alérgicos a polenes de gramineas.

2. La determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrenadante de culti-
vo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, es un para-
metro de tolerancia al alérgeno en pacientes asmaticos alérgicos a polenes de grami-
neas sometidos a inmunoterapia alergeno especifica coestacional, que podria ser uti-

lizado en el seguimiento de los mismos.

3. La inmunoterapia alergeno especifica, en pacientes asmaticos alérgicos al polen de
gramineas, produce una inhibicion del ascenso estacional de los niveles del receptor
soluble de interleucina 2 medidos en el sobrenadante de cultivo de células mononu-
cleares de sangre periférica estimuladas con PHA, siendo esta inhibicion significati-
va en los pacientes sometidos a inmunoterapia coestacional, y no significativa en los

sometidos a inmunoterapia preestacional.

4. La determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrenadante de culti-
vo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, es un para-
metro correlacionado con la sintomatologia en los pacientes asmaticos alérgicos a

polenes de gramineas que presentan una respuesta tardia.
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5. La determinacion del receptor soluble de interleucina 2, en el sobrenadante de culti-
vo de células mononucleares de sangre periférica estimuladas con PHA, no es un pa-
rametro de hiperreactividad bronquial en pacientes asmaticos alérgicos a polenes de

gramineas.

6. La exposicion de antigenos inespecificos mediante provocacion bronquial, a pacien-
tes asmaticos alérgicos a pdlenes de gramineas, no modifica los niveles del receptor
soluble de interleucina 2 medidos en el sobrenadante de cultivo de células mononu-

cleares de sangre periférica estimuladas con PHA.

7. Los pacientes asmaticos alérgicos al polen de gramineas que presentan una respuesta
dual en la provocacion bronquial especifica, producen mas cantidad de receptor so-
luble de interleucina 2, medido en el sobrenadante de cultivo de células mononuclea-
res de sangre periférica, tienen mas sintomas y usan mas medicacion beta 2 inhalada

de rescate que los que tienen Unicamente una respuesta inmediata.
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