Efecto de la exposicion alergénica ambiental y de la provocacion bronquial con
alergeno sobre la via aérea de pacientes alérgicos a Dermatophagoides pterony-
ssinus. Modificacion de la hiperreactividad y de la inflamacion eosinofilica bron-
quial mediante el analisis de células y productos celulares en esputo inducido
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INTRODUCCION

El concepto actual del asma engloba
las caracteristicas clinicas, funcionales e
histolégicas de la enfermedad'. Los sinto-
mas del asma: episodios de tos, disnea y
sibilancias, secundarios a la obstruccion
variable y reversible al flujo aéreo son por
lo general percibidos de forma muy varia-
ble por el paciente®. El rasgo funcional pro-
pio del asma es la hiperreactividad bron-
quial (HRB), o la obstruccion exagerada de
las vias aéreas ante diversos estimulos
que, aunque muy sensible para el diagnos-
tico del asma, presenta baja especificidad,
ya que se detecta también en otras patolo-
gias respiratorias o incluso en sujetos
sanos®. La introduccién del fibrobroncos-
copio en la década de los 80, permiti6 des-
cribir que las vias aéreas de asméticos
leves o asintomaticos, presentaban altera-
ciones estructurales (infilirado inflamato-
rio eosinofilico, edema de la mucosa, acG-
mulos de moco ocluyendo la luz,
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destruccién del epitelio respiratorio y
depbsito de colageno bajo de la membrana
basal), hasta entonces consideradas pro-
pias de estadios avanzados de la enferme-
dad’. Este hallazgo modificé radicalmente
el concepto del asma, definiéndose como
una enfermedad inflamatoria crénica de la
via aérea’.

Los alergenos son los unicos agentes
que han demostrado ser capaces de indu-
cir y mantener la inflamacién propia del
asma’, de modo que la exposicion alergéni-
ca en asméticos sensibilizados determina
un incremento de los sintomas bronquia-
les®, de la HRB® y de la inflamacién de la via
aérea®’, siendo el efecto de los alergenos
perennes mas intenso que el de los esta-
cionales®. El D. pteronyssinus o acaro del
polvo doméstico, es el alergeno perenne
que con mayor frecuencia produce alergia
respiratoria en nuestro medio®. Se ha esta-
blecido que la exposicion a niveles de Der
pl superiores a 2 pg/g de polvo incremen-
ta el riesgo de sensibilizacion y desarrollo
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de asma®. Sin embargo, diversos autores' !
han criticado la relevancia de estos valo-
res umbrales describiendo importantes
porcentajes de asmaticos expuestos a
niveles de Der pl muy inferiores a 2 pg/g.
La provocacién bronquial con alergeno
(PBCA), induce una respuesta bronquial
inmediata superponible al asma agudo y
una respuesta tardia en la que predomina
el infiltrado inflamatorio eosinofilico de la
via aérea y es por tanto superponible al
asma croénica. Por ello, a pesar de que la
forma de exposicién de la PBCA es muy
diferente a la exposicién ambiental®, dicha
técnica ha aportado importantes conoci-
mientos acerca de los mecanismos fisiopa-
tologicos del asma. La cuantificaciéon de
los niveles de exposiciéon a dcaros plantea
multiples problemas, en especial secunda-
rios a que las particulas que lo vehiculizan,
cuyo numero es dependiente de la activi-
dad doméstica, sedimentan rapidamente®.
Hasta el momento, la cuantificacién por
medio de inmunoensayos basados en anti-
cuerpos monoclonales de los alergenos
mayoritarios presentes en las muestras de
polvo obtenidas de los reservorios domés-
ticos, es el método mas adecuado de valo-
rar la exposicion alergénica.

El alergeno inhalado es presentado a
los linfocitos T “helper” (CD4+) los cuales
se activan liberando un perfil de citoqui-
nas, en funciéon del cual se han descrito
dos subpoblaciones: las células TH1 que a
través de la produccién de interferén (IF)-
v, suprimen la sintesis de IgE y la prolifera-
cién de las células B, y la subclase TH2 que
incrementan la produccién de IgE (inter-
leuquina-(IL)4 e IL-6) y favorecen la activa-
cion y quimiotaxis de los eosindfilos (IL-5).
En el asma la subclase predominante es la
TH2, por lo que se ha propuesto que la
inflamacién en el asma podria ser conse-
cuencia de un predominio de las células
TH2 sobre las TH1".

El alergeno, a través de la unidn a la IgE
especifica, induce la liberacién mastocita-
ria de histamina, que aumenta la permea-
bilidad vascular y la contraccién del miis-
culo liso dando lugar al asma aguda.
Ademas, los mastocitos liberan también
un perfil de citoquinas muy similar al de
las células TH2, y triptasa, capaz de danar
el epitelio respiratorio, activar la colagena-
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sa y aumentar la respuesta del musculo
bronquial a agonistas®. Por ello, se ha
sugerido que la activacién mastocitaria
podria constituir un paso intermedio entre
el asma aguda y su cronificacién®.

Como resultado, se instaura en la via
aérea un infiltrado inflamatorio de predomi-
nio eosinofilico. Los eosinéfilos activados
liberan sustancias capaces de dafar direc-
tamente el tejido pulmonar: radicales libres
y las proteinas granulares, entre las que
destaca la proteina catiénica del eosinéfilo
(ECP), marcador especifico de su activa-
cion. La activaciéon eosinofilica también
determina la liberacion de citoquinas (IL-3,
IL-5 y GM-CSF) que favorecen su propia qui-
miotaxis, activacion y supervivencia.

La inflamacién de la via aérea se ha eva-
luado indirectamente (sangre periférica o
exudado nasal) o directamente mediante la
obtencién con fibrobroncoscopio de mues-
tras de biopsia, o del liquido que bana la luz
bronquial (lavado broncoalveolar (LBA),
lavado bronquial (LB) o cepillado bron-
quial). Sin embargo, la utilizacién del fibro-
broncoscopio es una exploracién invasivay
no exenta de riesgo, por lo que es poco apli-
cable a la practica clinica diaria’.

Desde 1992 se ha desarrollado la técnica
de induccién de esputo, consistente en la
inhalacién de soluciones hipertonicas que,
a través del aumento del volumen de las
secreciones permite obtener de forma segu-
ra y no invasiva material representativo de
las vias aéreas inferiores. El tratamiento de
la muestra con agentes dispersantes de la
matriz de moco (ditiotreitol: DTT), ha facili-
tado la identificacion celular, y ha permitido
utilizar técnicas de andlisis celular comple-
jas (citometria de flujo, tinciones inmunoci-
toquimicas), asi como obtener una fase
libre de células en la que cuantificar los pro-
ductos celulares de la inflamacién’. Actual-
mente existen dos técnicas de evaluacion
de la muestra de esputo que basicamente
difieren en el material que se analiza. El
grupo de Hargreave™" que selecciona aci-
mulos de moco y el grupo de Boushley™
que analiza la muestra de esputo completa.
Ambos han demostrado la reproductibili-
dad y validez™** de su técnica para la eva-
luacion de la respuesta inmunoinflamatoria
bronquial.
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El objetivo de nuestro estudio ha sido
evaluar las interrelaciones existentes tanto
en el nivel de exposicion alergénica
ambiental a D. pteronyssinus, como en el
grado de reactividad bronquial alergeno
especifica, con la HRB y la respuesta inmu-
no-inflamatoria eosinofilica de la via aérea,
cuantificada de forma directa mediante el
anélisis de muestras de esputo, y de forma
indirecta mediante el estudio de sangre
periférica, en pacientes con asma y rinitis
por sensibilizacién a D. pteronyssinus.
Hemos pretendido "asi mismo analizar
como estos fendémenos, inflamacién e HRB
estan relacionados con la expresion clinica
de la enfermedad, y cémo se modifican
tras la PBCA .

MATERIAL Y METODOS

Seleccionamos los 31 pacientes con
asma y 15 con rinitis, que acudieron conse-
cutivamente a las consultas externas de la
Seccién de Alergologia del H. Virgen del
Camino, durante el periodo de febrero a
abril de 1996. Los criterios de inclusion y
exclusién aplicados se muestran en la tabla
1. Incluimos como grupo control a 38 suje-
tos sanos, no atépicos. El protocolo del
estudio fue aprobado por el Comité de
Investigacién del H. Virgen del Camino de
Pamplona y por el Comité Etico de Investi-
gacion Clinica de Navarra. La elaboracion
del protocolo se realizd segiin las directri-
ces de la Declaracién de Helsinki. El proto-
colo se realizdé en tres dias consecutivos,
tal como se muestra en la tabla 2. Los datos

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusiéon de los pacientes seleccionados.

Criterios de inclusion

- Edad comprendida entre los 18 y los 50 afos.
— Duracioén de sintomas superior a 1 afo.

- Sensibilizacion a D. pteronyssinus.

- Consentimiento informado.

Criterios de exclusion

~ Inmunoterapia previa.
- Sensibilizacién a otros alergenos perennes.

— Sensibilizacion a alergenos estacionales (polenes) durante el periodo de exposicion.

— Infeccién respiratoria en los dos meses previos.

- Habito tabaquico.

- Mujeres en estado de gestacion o durante el periodo de lactancia.
— Administracion de corticoides o cromonas, tépicos o sistémicos, durante los tres” meses
previos al estudio, o de antihistaminicos durante las 2 semanas previas al estudio.

- Existencia de enfermedad puimonar no alérgica.

— Incapacidad para realizar espirometrias reproducibles.
— Incapacidad para obtener muestras de esputo adecuadas.

Tabla 2. Diseno del protocolo.

Dia 1:

— Cuestionario de sintomas.

— Realizacion de pruebas cutaneas.

— Obtencion de muestra de sangre venosa.
~ Induccién de esputo.

- Determinacién de HRB con metacolina (curvas dosis respuesta completas).

Dia 2:

- Provocacién bronquial con D. pteronyssinus.
Dia 3:

— Obtencién de una muestra de sangre venosa.
- Induccién de esputo.

— Determinacion de HRB con metacolina (curvas dosis respuesta completas).

Dia 7:

- Recoleccién de una muestra de polvo doméstico.

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3

191




J.M. Olaguibel et af

clinicos y demograficos de los sujetos
seleccionados se muestran en la tabla 3.
Material

Se utiliz6 un extracto parcialmente
purificado y estandarizado biolégicamente

de D. pteronyssinus (Alergia e Inmunologia
Abelld), que contenia a una actividad de
100 unidades biolégicas (UB)/ml, 40 pg/ml
de Der pl y 20 pg/ml de Der 2. Se utilizaron
diluciones de dicho extracto para la reali-
zacién de pruebas cutaneas y de PBCA .

Tabla 3. Datos clinicos y demogréaficos de los pacientes.

Diagnostico Asmaéticos Rinitis Controles

Tamano de muestra 31 15 38

Edad (anos) 21 (IQR:19-29) 21 (IQR:18-23) 29 (IQR:25-32)

Sexo 17 varones, 10 varones, 18 varones,
14 mujeres 5 mujeres 20 mujeres

Evolucién del asma (aiios) 2,0 (IQR:1,0-3,0)

IQR: indice interquartilico

Métodos “in vivo”

Cuestionario de sintomas bronquia-
les

Se realiz6 mediante una puntuacion de
sintomas combinada, cuya validez y repro-
ductibilidad ha sido comprobada *. Se
puntu6 (de 0 a 4) la frecuencia con la que
el paciente habia presentado los siguientes
sintomas: disnea de ejercicio, disnea de
reposo durante el dia, sibilancias diurnas,
tos diurna, sibilancias nocturnas, tos noc-
turna, disturbio del sueno, miedo por el
asma, opresion torécica, durante el tltimo
mes.

Pruebas cutdaneas

Se realizaron mediante el método de
“prick”, segtin las normas de la Academia
Europea de Alergia e Inmunologia Clinica
(EAACY (22), por duplicado con tres con-
centraciones del extracto de D. pteronyssi-
nus (150, 30 y 5 UB/ml), y con los neumoa-
lergenos maés frecuentes en nuestro medio.
Se determiné el area de las papulas resul-
tantes mediante planimetria.

Pruebas funcionales respiratorias

Las pruebas de funcién respiratoria se
realizaron con un mismo espirémetro
(CPR. Medical Graphics Corp.), siguiendo
la normativa de la American Thoracic
Society (ATS)”. Los pacientes no se admi-
nistraron farmacos -agonistas de accion
prolongada durante las 24 horas previas al
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estudio ni de accién corta las 6 horas pre-
vias al estudio. Se requirié un valor basal
del volumen espiratorio forzado en el pri-
mer segundo (FEV1) igual o superior al
70% del predicho como normal para iniciar
la prueba. Se administré el agonista (meta-
colina) o el alergeno mediante un dosime-
tro (MEFAR s.rl.), que liberaba una canti-
dad prefijada de solucién (1ml) durante 1
s, bajo control espirométrico. Previo al ini-
cio de cada prueba los pacientes inhalaron
solucién salina al 0,9%, requiriéndose una
variaciéon del valor de FEV1 inferior al 5%
para iniciar el estudio.

Provocacién bronquial con metacolina

Se utiliz6 metacolina como agonista
para la determinacién de la HRB, realizan-
dose todas las exploraciones al menos 6
horas después de la induccién de esputo.
Se realizaron diluciones en tampo6n salino
a 0,125, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 25,0,
50,0, 100,0 y 200,0 mg/ml. Los pacientes
inhalaron de forma sucesiva las diluciones
de metacolina, determinandose el valor de
FEV1 3 minutos después de cada dosis. La
prueba concluia cuando el paciente inhala-
ba la concentracién mas alta (200 mg/ml) o
cuando el valor del FEV1 descendia por
debajo del 40% respecto al basal.

La respuesta bronquial a la metacolina
se cuantificé segiin los valores de PD20
(dosis de metacolina, en pmol, necesaria
para descender el valor de FEVI en un
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20%), pendiente de la curva dosis respues-
ta (CDR) (cociente entre el porcentaje de
la méxima caida de FEV1 y la maxima dosis
de metacolina inhalada) y respuesta maxi-
ma (porcentaje de descenso del valor de
FEV1 a partir del cual no se producen cai-
das superiores a pesar de la administra-
cion de dosis crecientes de agonista).

Provocacion bronguial con D. pteronys-
sinus

Se realizaron siguiendo la normativa de
la EAACI?, con el extracto de D pteronyssi-
nus, a partir del cual se elaboraron dilucio-
nes en tampoén salino a las concentracio-
nes de: 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0
UB/ml. En el estadio basal se registro el
valor de pico espiratorio de flujo (PEF).
Los pacientes inhalaron sucesivamente las
dosis de alergeno, determinandose a los 10
minutos el valor de FEV1. La prueba con-
cluia cuando el paciente inhalaba la dosis
maés alta (10 UB/ml) o cuando se obtenia
un descenso del 20% en el valor del FEV1,
El paciente registr6é horariamente el valor
de PEF durante las 12 h siguientes.

La respuesta inmediata al alergeno se
valor6 mediante el valor de PD20 alergenc
(dosis de alergeno, en pg de Der pl, nece-
saria para descender en un 20% el valor
basal del FEV1), la pendiente CDR (cocien-
te entre el porcentaje maximo de caida de
FEV1 y la maxima dosis de alergeno admi-
nistrada) y el drea debajo de la CDR (deter-
minado por planimetria y expresado en
cm’). La respuesta tardia se evalud
mediante el porcentaje maximo de descen-
so del valor del PEF con respecto al valor
basal, y el area debajo de la curva tiempo
respuesta (CTR) (determinado por plani-
metria).

Induccién de esputo

Antes de iniciar la técnica de induccién
de esputo, los pacientes inhalaron salbuta-
mol (4 puff). Para evitar la contaminacion
de la muestra se les indicd que se enjuaga-
sen la boca y limpiaran la nariz. Se admi-
nistré salino hiperténico mediante un
nebulizador ultrasénico (Ultraneb 99,
DeVibiss), al 5% en 2 periodos y al 10% en
un Ultimo periodo, todos de 10 min de
duracidn, al final de cada uno de los cuales
los pacientes intentaron expectorar. La
técnica finalizaba al obtenerse una mues-
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tra de esputo adecuada o al inhalarse la
altima concentracién de salino.

Métodos “in vitro”

Estudio de la exposicion ambiental
a D. pteronyssinus

Los pacientes recogieron muestras de
polvo del domicilio de acuerdo al método
estandarizado de Mosbech®. Las muestras
obtenidas se congelaron a —70°C hasta su
posterior analisis, que se realizé por dupli-
cado y en un Gnico ensayo basado en anti-
cuerpos monoclonales, en el que se cuan-
tificaron los niveles de alergenos
mayoritarios de Dermatophagoides: Der pl
y Der fl mediante el método de Ventas® y
Der 2 mediante la técnica de Heyman®,

Procesado de la muestra de esputo

La muestra de esputo se proces6 segln
la técnica de Fahy® modificada. Se midio el
volumen total de la muestra, mezclandose
a partes iguales con DTT en un agitador
espiral a temperatura ambiente durante 15
minutos. Se procedié al filtrado a través de
poros de 0,42pm y centrifugado de la mez-
cla, obteniéndose una fase liquida que se
congel6 a —70°C hasta su posterior analisis.
Con e] sedimento se realizaron tinciones
citologicas convencionales (Papanicolau y
Giemsa) para el recuento porcentual celu-
lar. Se consideré una muestra como valida,
cuando la contaminacién escamosa era
inferior al 20% y se visualizaban macroéfa-
gos alveolares®.

Cuantificacion de productos celula-
res en suero y esputo

Se determinaron los valores de IgE total
y especifica en todas las muestras de
suero obtenidas en situacién basal. Se
midieron los niveles de ECP en todas las
muestras de suero y de esputo, y los de
triptasa en todas las muestras de esputo.
La cuantificacidon de IgE total y especifica,
de ECP y de triptasa se realiz6 mediante
fluoroenzimoinmunoensayo  comercial
(Pharmacia CAP system). Se determiné la
concentracion de albumina en todas las
muestras de esputo mediante nefelometria
automatizada y las de IL-5 mediante un
ELISA comercial (Quantikine, R&D sys-
tem). Todas las determinaciones se reali-
zaron en un Gnico ensayo y por duplicado.
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Analisis estadistico

Los datos se expresaron como valores
de mediana e indice interquartilico (IQR).
Los valores de PD20 y pendiente CDR
metacolina y alergeno fueron transforma-
dos logaritmicamente. Las diferencias
entre grupos se estudiaron mediante el
anélisis de la varianza y el test de Kruskall-
Wallis para variables no paramétricas. Las
diferencias entre 2 grupos se estudiaron
mediante el test U de Mann Whitney.

Los incrementos inducidos por el aler-
geno sobre los indices inflamatorios, asi
como sobre los porcentajes de FEV] y de
FEV1-respuesta méaxima se expresaron
como la diferencia entre los valores post-
PBCA y los basales. La modificacién de los
valores de PD20 y de pendiente-CDR meta-
colina se expresé como el cociente entre la
diferencia de logaritmos y el logaritmo de
2. Para evaluar las diferencias entre los

valores antes y después de la PBCA se uti-
liz6 el test de Wilcoxon. La correlacion
entre variables se analiz6 mediante el coe-
ficiente de correlacién de Spearman. Se
consideraron estadisticamente significati-
vos los valores de p inferiores a 0,05, y
todos los calculos de p fueron de doble
cola.

RESULTADOS

Descripcion del estadio basal

El valor de la mediana de la graduacién
de los sintomas bronquiales en asmaéticos
fue de 8 puntos (IQR: 5-12). Los valores de
exposicion alergénica y sensibilizacion,
funcién pulmonar y respuesta a la metaco-
lina y de los indices inflamatorios medidos
en sangre y esputo de los grupos de
pacientes obtenidos en el estadio basal se
muestran en la tabla 4. No existian diferen-

Tabla 4. Valores (mediana e indice interquartilico: IQR) de exposicién alergénica, sensibilizacion, fun-
cion pulmonar y respuesta a la metacolina, e indices inflamatorios cuantificados en sangre
periférica (S.P) y esputo de asmaticos, rinitis y controles, en el estadio basal.

Diagnéstico Asmaticos

Rinitis Controles

Exposicion Der pl (mg/g)
P. Cutanea (mm?)

FEV1 basal (%) 100 (IQR: 94-108)

1,28 (IQR: 0,23-3,30)
88,5 (JQR:72,2-109)

1,85 (IQR:0,3-18,87)  No realizado
68,92 (IQR:51,9-98,8) Negativo

103 (IQR: 93-108) 1,1 (IQR: 1,0-1,1)
Indetectable

PD20 metacolina (mmol)
FEV1 R. Maxima (%)
Eosinoéfilos S.P. (cel/mm?)
ECP sérica (mg/L)
Eosindfilos esputo (%)
Macroéfagos esputo (%)
ECP esputo (mg/L)
Albtimina esputo (mg/ml)
Triptasa esputo (mg/L)

4,40 (IQR:1,6-15,6)
20,0 (IQR:14,7-29,0)
359 (IQR: 233-542)

49,6(1QR:24,1-200)
16,0(IQR:10,0-22,0)
255 (IQR: 194-490)
16,8 (IQR: 8,6-34,0) 11,7 (IQR: 6,0-28,6)
10,0 (IQR: 3-20) 3,0 (IQR: 0,0-8,0)
60,0 (IQR: 46,0-70,0)  69,0(IQR:61,0-87,0)
19,0 (IQR: 13,0-63,6) 11,8 (IQR: 3,7-20,5)
10,8 (IQR: 5,7-119,0) 8,33 (IQR: 0,0-18,2)
0,0 IQR: 0,0-0,75) Indetectable

10,0 (IQR: 6,0-14,0)
100 (IQR:80-200)

0,0 (IQR: 0,0-0,0)
73,5 (IQR: 55,0-100,0)
3,39 (IQR:1,9-10,1)
5,22 (I1QR:0,8-43)
Indetectable

IL-5 esputo (pg/ml) Indetectable

Indetectable Indetectable

cias entre los grupos de asmaticos y rinitis
en el grado de exposicion alergénica, en el
area media de la prueba cutanea ni en los
valores de FEV1 basal, los cuales fueron en
ambos grupos inferiores a los de controles
(p=0,0004 y p=0,013). Los valores de PD20
fueron inferiores en asmaticos que en rini-
tis (p<0,0001) y en ambos grupos respecto
a los controles (p=0,005 y p=0,05). Se iden-
tificaron valores de méxima respuesta
bronquial en todos los controles y en la
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mayor parte de los pacientes con rinitis;
en cambio, el nimero de asmaticos en los
que se detecté un valor de “plateau” fue
inferior en asméticos que en rinitis
(p=0,0003).

Los valores de eosindfilos en sangre y de
ECP sérica, superiores en asmaticos y rinitis
respecto a controles, no diferian entre
ambos grupos de pacientes (Fig.1). Se iden-
tificaron macrofagos alveolares en todas las
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Fig.1.a p<0.0001

p<0.0001
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Asmaticos Rinits  Controles

muestras de esputo (Fig. 2a). El porcentaje
de eosinéfilos en esputo fue superior en
asmaticos que en rinitis y en éstos que en
controles (Fig .2b). Se detectaron niveles de
ECP y de albéimina en la mayor parte de las
muestras de esputo, siendo los valores de
ECP superiores en asmaticos que en rinitis y

Fig.1.b

p=0.026

80

60

40

20

ECP en sangre (ug/L)

Asmaticos  Rinitis Controles

Figura 1. Comparacion de los valores de eosinéfilos en sangre periférica (células/mm®) (Figura 1.a)
y de ECP sérica (pg/L) (Figura 1.b) entre los grupos de pacientes.

controles, aunque no existian diferencias
entre estos tltimos (Fig. 2¢). Los valores de
albimina en esputo fueron superiores en
asmaticos que en controles (Fig. 2d). Se
detect6 triptasa en el 24% de las muestras
de esputo de asmaticos. No se detect6 IL-5
en ninguna de las muestras.

cos, rinitis y controles.
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Figura 2. Comparaci6n de los porcentajes de macrofagos (Figura 2.3), eosinofilos (Figura 2.b) y los

valores de ECP (Figura 2.c) y albumina (Figura 2.d) en las muestras de esputo de asmati-
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Los valores de ECP en esputo se corre-
lacionaron con los de eosindéfilos (Fig. 3a) y
de albtmina (Fig. 3b) en esputo. En el grupo
de asmaticos los niveles de triptasa se
correlacionaron con los de ECP (r=0,39) y
con los de albimina (Fig. 3c). Entre los
asmaticos, la exposicién a Der pl tendio a
correlacionarse con la graduaciéon clinica
(r=0,36) y con los valores de triptasa en

Fig.3.a
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@ 20
C
£ 0
3
e
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Triptasa en esputo (ug/L)
Figura 3.

ECP en esputo (ug/L)

esputo (r=0,40). Existia asociacidon inversa
entre el indice Tiffenau y los valores de
albimina (r=-0,39) y de triptasa (r=-0,44) en
esputo. Los valores de PD20 metacolina se
correlacionaron inversamente con los eosi-
nofilos (r=-0,31) y con los valores de ECP
(r=-0,25) en esputo. Los valores de FEV1-res-
puesta maxima se asociaron con los niveles
de ECP y de albumina en esputo (Fig. 4).

Fig.3.b
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Correlacioén entre los valores de ECP y el porcentaje de eosinéfilos en esputo (Fig. 3.a) y de

albiimina (Fig. 3.b) en esputo del total de los pacientes. Correlacién entre los valores de
triptasa y de albuimina (Fig. 3.c) en esputo del grupo de pacientes asmaticos.
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Correlacién entre los valores de respuesta maxima bronquial y los indices inflamatorios en

esputo basal: ECP (Figura 4.a) y albdmina (Figura 4.b)

196

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3




Respuesta a la PB con D. pteronyssi-
nus

Todos los asméticos y el 80% de rinitis
presentaron respuesta positiva a la PBCA.
Los indices de respuesta bronquial al aler-
geno en los grupos de asmaéticos y rinitis,
asi como las diferencias entre ambos se
muestran en la Tabla 5. Los asmaticos inha-
laron dosis inferiores de alergeno, presen-
tando una respuesta inmediata y tardia mas
intensa que le grupo de rinitis (Tabla 5).

Los valores de PD20 alergeno se corre-
lacionaron con los de PD20 metacolina
(p=0,51) y con el porcentaje de eosinofilos
en esputo (r=-0,26). La magnitud de la res-
puesta tardia se correlacion6 en el grupo
de asmaticos con la exposicion a Der pl
(r=0,44) y en el fotal de la muestra con los
valores basales de PD20 metacolina (r=-

EFECTO DE LA EXPOSICION ALERGENICA AMBIENTAL' Y DE LA PROVOCACION BRONQUIAL...

0,43), tendiendo a asociarse con los nive-
les de ECP (r=0,29) y con los de triptasa
(r=0,33) en esputo.

Resultados tras la PB con D. pteronys-
sinus

La modificacion de los valores de fun-
ci6én pulmonar, respuesta a la metacolina 'y
de los indices inflamatorios en sangre y
esputo de asmaticos y rinitis se muestra
en la tabla 6. En el grupo de asmaticos los
valores de PD20 metacolina descendieron
respecto al valor basal (p<0,001), no iden-
tificandose en la mayor parte, la respuesta
maxima bronquial. En el grupo de rinitis,
no se modificaron los valores de PD20
metacolina, pero si los de respuesta méxi-
ma (p=0,008). En ambos grupos se eleva-
ron los valores de eosinofilos y de ECP en
sangre (Fig.5), sin que s¢ apreciaran dife-

Tabla 5. Respuesta a la PBCA en los grupos de asmaticos y de rinitis.

(cél/mm3)
fe ]
o
o

Eosindfilos en sangre

Asmaticos Rinitis

ECP sérica (ug/L)

Diagnoéstico Asmaéticos Rinitis Diferencia
Respuesta tardia (%) 51,6% 35,7%
Dosis de Der pl (mg) 18,7 (IQR: 8,7-38,7) 38,7 (IQR: 38,7-38,7) p=0,0023
PD20 (mg Der p1) 11,0 AQR: 5,2-30,2) 38,7 (IQR: 20,9-99,9) p=0,0004
Pendiente CDR (%/mg Der p1) 1,6 (IQR: 0,67-3,56) 0,49 (JQR: 0,18-1,19)  p=0,0010
Area inmediata (cm?) 2,63 (IQR: 1,80-3,76) 1,27 (IQR:1,07-2,23) p=0,0215
Caida PEF %) 15,0 QR: 3,23-25,9) 11,3 (IQR: 0,0-16,36) NS
Area tardia (cm®) 7,0 (IQR: 4,5-10,0) 0,27 (IQR: 0,0-0,64) p=0,0399
Fig.5.a Fig.5.b
p<0.0001
1200
1000 p=0.0231

Rinitis

Asmaticos

Figura 5.

ticos y rinitis.
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B3 Valores Basales

B8 Valores post-PBCA

Comparacion de los valores basales y tras la PBCA sobre el namero total de eosindfilos en
sangre periférica (Figura 5.2) y los valores de ECP sérica (Figura 5.b) en los gupos de asmé-
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rencias en los incrementos de ambas varia-
bles entre asmaticos y rinitis (Tabla 6). Los
valores de eosindéfilos y de ECP en esputo
se elevaron tras la PBCA en ambos grupos
(Fig.6a,b), siendo el incremento de los
niveles de ECP superior entre los asmati-
cos (Fig.6.c). Ni los valores de albamina ni
de triptasa en esputo se modificaron tras
la PBCA. La deteccion de IL-5 fue negativa.

La magnitud de la respuesta tardia al
alergeno se correlaciond con los niveles de
albamina en esputo tras la PBCA (r=0,32) y
con el incremento de eosindfilos en el espu-

to (r=0,35). El incremento de eosinofilos en
esputo se correlacioné con el grado de
exposicion a Der pl (r=0,37) y el incremento
de ECP en esputo con los valores basales de
PD20 metacolina (r=-0,40). Los niveles basa-
les de ECP en esputo se asociaron con el
incremento de los valores de PD20 (r=-0,40).

Los valores de PD20 metacolina tras la
PBCA se correlacionaron inversamente
con los valores de eosinéfilos, ECP, albu-
mina y con los de triptasa en el grupo de
asmaticos, de las muestras de esputo post-
PBCA (Fig.7). El incremento de los niveles

Tabla 6. Modificacién de los valores (mediana e indice interquartilico:IQR) de funcién pulmonar, de
respuesta a la metacolina y de los indices inflamatorios en sangre periférica y esputo indici-
das por la PBCA en los grupos de asmaticos y rinitis y diferencias entre ambos.

Diagnéstico Asmaéticos Rinitis Diferencias
A FEV1(%) -9,0(IQR:-15,2—3,2) -4,0(IQR:-9,0-1,0) NS
A PD20 metacolina (PDC) -2,0I1QR:-3,3—0,7) 0,0(I1QR:-2,2-0,4) p=0,0036

A R. Maxima (PDC)
A eosindfilos S.P. (cel/mm?)

10,0(1QR:4,3-Indetectable) 2,01QR: 0,0-10,5)
507 (IQR: 341-668)

No realizado
516 (IQR: 208-686) NS

A ECP sérica (ug/L) 12,4(1QR:0,9-33,0) 6,6 (IQR: 0,7-21,0) NS
A eosindfilos esputo (%) 26,0 (IQR: 18-36) 18,0 (IQR: 8,5-39,0) NS
A ECP esputo (ug/L) 168 (IQR: 22-463) 22 (IQR: 7,2-63,9) p=0,025
A albimina esputo (mg/ml) 4,4 (1QR:-9,2-22,3) 0,0 (-7,1-17,2) NS

Asmaticos Rinitis

A triptasa esputo (ug/L) 0,0IQR: 0,0-0,2) Indetectable No realizado .
PDC: pasos de doble concentracién. ; {
Fig.6.a Fig.6.b .
S <0.0001 p<0.0001 . p<0.0001 ' j
;’100 P 1200 |
SQ- 80 g 1000 p<0.0001 - :
? 60 o 800 ‘ !
S 40 2 600 “
(2
8 20 G 400 ;
= & 200
g0 o | a o —E
3 Py i !
u intis Asmaticos Rinitis
Fig.6.c 0,025
§ 1200 =
% 1000
@ 800 B8 Valores Basales .
8 —~ 600 Valores post-PBCA .
% 400 .
£ g 200
@3 0 ¥ !
gz | |
|

Figura 6. Comparacién de los valores basales y post-PBCA del porcentaje de eosinéfilos (Figura 6.a)
y los valores de ECP (Figura 6.b) en las muestras de esputo de los pacientes asmaticos y
con rinitis. Comparacién del incremento inducido por la PBCA sobre los valores de ECP en
esputo de los pacientes con asma y rinitis (Figura 6.c).

198

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3




EFECTO DE LA EXPOSICION ALERGENICA AMBIENTAL Y DE LA PROVOCACION BRONQUIAL...

L

3

Q.

0

o

oo~

o R

o

o L

=) -

% 9 20 .

8 & 0l i L4

& "754 050 05 1 15 2 25
lg PD20 metacilina post-PBE

o 200 Fig.7.c

3=

2 E150

=]

< £100

©

£ o

ELQ

S X

R

<8

145 -1 050 05 1 15 2 25
lg PD20 metacolina post-PBE

Figura 7.

Fig.7.b

B 900

@ p=0.003

% 700 . =-0.43

8_ a

o 500

S Y

a. 300 .

= 100

° .

R

Q% 151050 051 1,5 2 25
lg PD20 metacolina post-PBE
Fig.7.d

o 40

=

= 220

w

2 ‘1.10

2% 0

= a

45 4 05 0 05 1 15
lg PD20 metacolina post-PBE

Correlacién entre el grado de HRB post-PBCA y los indices inflamatorios post-PBCA : eosi-

nofilos (Figura 7.a), ECP (Figura 7.b), albtimina (Figura 7.c) y triptasa (Figura 7.d) en las

muestras de esputo.

de ECP en esputo se correlacioné con la
modificacién de los valores de pendiente
(r=0,33) y con el descenso de los valores
de respuesta maxima bronquial (r=-0,64).

DISCUSION

Hemos tratado de analizar los fenome-
nos que giran alrededor del desarrollo de la
inflamacion de la via aérea en sujetos con
alergia respiratoria sensibilizados a D. pte-
ronyssinus (exposicion, sensibilizacion, fun-
cién pulmonar basal y respuesta a la meta-
colina analizada mediante curvas dosis-
respuesta completas y sensibilidad bron-
quial al alergeno), asi como de evaluar las
interrelaciones existentes entre ellos.

En nuestro estudio, al igual que en
otros realizados en el area de Pamplona'?,
o en regiones de clima continental”, la
mayor parte de los sujetos estaban
expuestos a niveles de Der pl inferiores a
2 pg/g de polvo, valor considerado umbral

ANALES Sis San Navarra {999, Vol. 22, Suplemento 3

de sensibilizacion y desarrollo de asma’.
Es bien conocido que el aumento de la
exposicion alergénica incrementa el grado
de inflamacién eosinofilica de la via aérea®’
y la HRB'. Sin embargo, no encontramos
asociacion entre el grado de exposicion
ambiental y la inflamacion eosinofilica o la
HRB, lo que podria ser atribuido a que el
disefio transversal del estudio valora fun-
damentalmente el papel del alergeno como
desencadenante y no como inductor del
asma®, para lo cual hubiera sido necesario
realizar un estudio longitudinal, quizas
desde etapas previas al inicio de la clinica
de la enfermedad. Dicha hipotesis se
apoya en la asociacion existente en el
grupo de asmaéticos entre la exposicion
alergénica, la expresion clinica del asma 'y
los valores de triptasa en el esputo, sugi-
riendo que la exposicion alergénica deter-
mina un estado de estimulacion de los
mastocitos que a su Vez conduciria al

199




J.M. Olaguibel et al

aumento de la expresion clinica de la
enfermedad.

La coexistencia en el asma bronquial
de la inflamacién eosinofilica de la via
aérea y de la HRB ha determinado que mal-
tiples autores hayan intentado establecer
una relacién causal entre ambas entida-
des. En nuestro estudio, la HRB cuantifica-
da por los valores de PD20 estaba parcial-
mente influenciada por el porcentaje de
eosindfilos y los niveles de ECP en las
muestras de esputo basal, lo que concuer-
da con estudios previos realizados en
LBA” y esputo®. La mayor parte de los
autores han utilizado el valor de PD20,
indicativo de la sensibilidad bronquial al
agonista, para cuantificar la HRB. Sin
embargo, los factores determinantes de la
sensibilidad al agonista (destruccién del
epitelio respiratorio, infiltracién de la sub-
mucosa por células inflamatorias activa-
das y disminucién de la degradacion de
mediadores), son probablemente diferen-
tes de los que determinan la respuesta
bronquial (aumento de la contractilidad
del masculo liso, el engrosamiento de la
pared bronquial determinando una mayor
estenosis de la luz que para una misma
contraccién del musculo liso, y la pérdida
de las fuerzas eldsticas que se oponen a la
contraccioén de la via aérea)®. Los eosinéfi-
los, a través de la produccion de radicales
libres y de proteinas catiénicas (ECP),
danan el epitelio bronquial, incrementan-
do la sensibilidad al agonista®. Por otra
parte, la ECP aumenta la produccién de
moco y estimula la liberacién mastocitaria
de histamina®, determinando un incremen-
to de la permeabilidad vascular y de los
niveles de albtimina en esputo, lo que con-
duce a un aumento del grosor de la pared
a la vez que una disminucién de la luz
bronquial, determinando una mayor res-
puesta broncoconstrictora. Todo ello esta
de acuerdo con la asociacién que en nues-
tro estudio existia entre la maxima res-
puesta bronquial y los valores de ECP y de
albamina en el esputo. La triptasa, marca-
dor especifico de activacién mastocitaria,
a través de su capacidad de incrementar el
edema de la mucosa y de estimular la sin-
tesis de colageno y fibronectina® contribu-
ye a la desestructuraciéon de la geometria
bronquial y cabe por lo tanto esperar que
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esté implicada en la respuesta bronquial al
agonista. Sin embargo, en nuestro estudio
no hemos encontrado asociacién entre los
valores de triptasa en esputo y el valor de
maxima respuesta bronquial, lo que proba-
blemente es debido a que la deteccién de
triptasa fue baja y selectiva para el grupo
de asmaticos, en los cuales la identifica-
cién de respuesta méaxima bronquial fue
inferior.

No estdn claros los mecanismos que
determinan que un sujeto sensibilizado
desarrolle sintomas bronquiales o no ante
la inhalaci6n del alergeno. De acuerdo con
estudios previos® en la mayoria de los
pacientes con rinitis la PBCA fue positiva,
aunque con dosis de alergeno superiores a
las de asméticos. Sin embargo, tanto la
intensidad de la respuesta como la fre-
cuencia de reacciones tardias fueron infe-
riores en rinitis que en asmaticos, a pesar
de haber precisado inhalar dosis superio-
res de alergeno. Nuestros resultados sugie-
ren que la respuesta a la PBCA es un pro-
ceso multifactorial, en el que el infiltrado
eosinofilico de la via aérea y la HRB contri-
buyen a determinar la respuesta inmedia-
ta, mientras que la carga alergénica
ambiental, el grado de activacién basal de
eosinofilos y mastocitos en esputo y la
HRB interactiian para determinar la res-
puesta tardia. La exposicidén alergénica
ambiental ejerce un efecto potenciador
sobre la frecuencia e intensidad de res-
puestas tardias®, lo que estid de acuerdo
con la asociacién que en el grupo de asma-
ticos hallamos entre la exposicién alergé-
nica y la intensidad de la respuesta tardia.
El aumento del niimero y de la activacién
de células inflamatorias que infiltran la
mucosa bronquial determina un incremen-
to del grosor de la pared, que se traduce
en una mayor estenosis de la luz ante la
contraccién del muasculo liso. Ademas, el
infiltrado inflamatorio basal podria, a tra-
vés de la liberacién de mediadores, poten-
ciar la respuesta inflamatoria originada
por la PBCA.

La PBCA, como ya ha sido descrito por
otros autores, determiné un incremento de
la sensibilidad* y de la respuesta a la meta-
colina, asi como de la inflamacioén eosinofi-
lica en sangre periférica® y en la via
aérea®’. Aunque la magnitud de los cam-
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bios inflamatorios y en la HRB no se aso-
ciaban, encontramos en nuestro estudio
que las correlaciones existentes entre los
indices inflamatorios en esputo y la HRB
obtenidas tras la PBCA se incrementaban
respecto a las halladas en el estadio basal.
Como se ha comentado con anterioridad,
la HRB es un proceso multifactorial en el
que interactian diversos mecanismos
entre los que se encuentra la inflamacion
de la via aérea. Sin embargo, la HRB es
ampliamente dependiente de los cambios
estructurales que se han establecido en la
via aérea (pérdida de las fuerzas elasticas,
aumento del grosor y de la rigidez bron-
quial) secundarios al menos en parte, al
mantenimiento del infiltrado inflamatorio
a lo largo del tiempo. EI hecho de que la
correlacién entre ambas entidades se
eleve tras la PBCA podria ser consecuen-
cia de que la aplicacién de un estimulo
alergénico puntual determinaria un incre-
mento agudo de la celularidad, el edema y
la secrecion de moco, que potenciarian
directamente la HRB.

Cabe destacar que en el grupo de rini-
tis de nuestro estudio, la PBCA no modifi-
c6 la sensibilidad a la metacolina, a pesar
de que se evidenci6 una respuesta eosino-
filica de la via aérea y de que los valores de
obstruccién bronquial con los que se obtu-
vo la respuesta méxima se incrementaron.
Fstos datos, junto con el hecho de que los
pacientes con rinitis presentaban en esta-
dio basal un infiltrado eosinofilico de la via
aérea, sugieren que la inhalacion del aler-
geno en los sujetos con rinitis induce cam-
bios profundos de la dindmica de la via
aérea que, aunque no se traducen en un
incremento de la sensibilidad bronquial al
agonista, determinan una mayor respuesta
broncoconstrictora del musculo liso. Todo
ello apoya la hipdtesis de que la rinitis
alérgica constituye un estadio inicial o de
riesgo para el desarrollo de asma bron-
quial®.

Por tltimo, hemos demostrado que el
analisis de la inflamacion eosinofilica en
las muestras de esputo inducido aporta
una informacion superior a la de sangre
periférica. En primer lugar, el estudio de
las muestras de esputo, pero no el de san-
gre periférica, permitia diferenciar sujetos
sensibilizados con asma, de los sujetos
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que tinicamente presentaban sintomas de
vias aéreas superiores. En segundo lugar y
aunque los indices de inflamacién eosino-
filica se elevaban tanto en asmaticos como
en rinitis tras la PBCA, el grado de activa-
cion eosinofilica en asméticos sdlo era
superior cuando se evaluaban las mues-
tras de esputo. En tercer lugar, la HRB, la
exposicion alergénica o la expresioén clini-
ca de la enfermedad se correlacionaban
con el grado de inflamacion cuando ésta se
evaluaba en las muestras de esputo pero
no en sangre periférica.

La IL-5 es un potente factor quimiotac-
tico y de activacion de eosindfilos; sin
embargo, a pesar de que evidenciamos una
respuesta eosinofilica frente a la PBCA,
superior en asmaticos, la deteccioén de IL-5
fue en todos los casos, tanto en estadio
basal como tras la PBCA, negativa. Estos
resultados se podrian atribuir a la diluciéon
de la muestra de esputo, o a un posible
efecto del DTT destruyendo los puentes
disulfuro que conforman la molécula de IL-
5. Sin embargo, creemos que la ausencia
de deteccién de IL-5 es mas probablemen-
te secundaria a la alta afinidad que dicha
molécula presenta por la matriz de moco,
por lo que cabe la posibilidad que durante
el proceso de filtrado previo a la obtencion
del sobrenadante se pierda la IL-5 de la
muestra®.

Como conclusion, el analisis de las
muestras de esputo inducido es un medio
adecuado para evaluar la inflamacioén eosi-
nofilica de la via aérea, que aporta infor-
macién superior a la de sangre periférica, y
complementaria al control espirométrico
utilizado para cuantificar la respuesta a la
PBCA. Por ello, creemos que la evaluacion
del esputo debiera ser contemplada en el
diagnostico y seguimiento del paciente
asmatico, asi como en la valoracion de la
respuesta de la via aérea a la provocacion
con alergeno.
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