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Tesis doctoral Introduccidn

La prevalencia de las enfermedades alérgicas como el asma bronquial y la rinitis
estd aumentando en diferentes paises occidentales, y en la actualidad estos procesos son

una causa frecuente de demanda sanitaria.

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que 300 millones de personas
en el mundo sufren asma y que la mitad de ellas viven en paises en vias de desarrollo.
Teniendo en cuenta la previsién de crecimiento y el mayor grado de urbanizacién, se

espera que en el afio 2025 otros 100 millones de personas més sufran esta enfermedad’.

A este respecto dos ambiciosos estudios internacionales, el International Study
of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)** y el European Community
Respiratory Health Survey (ECRHS)*, han comunicado incrementos en la prevalencia
mundial de asma, objetivando aumentos significativos en los paises con economia
emergente de la region de Asia y del Pacifico, como consecuencia de los cambios
ambientales, sociales y econdémicos asociados a la industrializacién, asi como en
Norteamérica, Europa y Latinoamérica’*. Esta tendencia se observa en la infancia,

adolescencia y edad adulta®.

En el ambito nacional, el estudio Alergologica se disefio con el objetivo de
mejorar el cuidado de los pacientes alérgicos. Los resultados del mismo indicaban que,
tanto para adultos como para menores de 14 afios, la rinitis y el asma alérgicas son el

primer y segundo motivo de consulta al especialista alergélogo®®”.

Sin embargo, las cifras de prevalencia encontradas en diferentes estudios son
muy variables, lo que puede deberse a diferencias reales entre las diferentes areas
investigadas o a los distintos métodos utilizados para identificar la presencia de la

enfermedad.

Es evidente que para la adecuada identificacion de la enfermedad en los estudios
epidemiologicos es necesaria una definicién precisa de la patologia. En 1962, la
American Thoracic Society defini6 al asma bronquial como una enfermedad
caracterizada por un incremento de la reactividad bronquial frente a diferentes
estimulos, que se manifiesta mediante el estrechamiento de la via aérea, con las

consiguientes variaciones en la gravedad y respuesta al tratamiento®.
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Posteriormente la Organizacion Mundial de la Salud puntualiz6 que dichas

alteraciones se presentaban de forma crénica’.

Unos afios mas tarde, la American Thoracic Society introdujo en este concepto
las manifestaciones fisiopatologicas de la enfermedad, como la hiperreactividad, la
obstruccién al flujo aéreo variable, el edema y la inflamacion de mucosa y submucosa

bronquial. Todas estas alteraciones son responsables de la expresién clinica del asma™.

Mas de 20 afios después, las definiciones de asma continGan Unicamente

describiendo sus caracteristicas fisiopatolégicas y clinicas'**?

, lo que junto con la
ausencia de marcadores inmunoldgicos, biologicos o fisioldgicos especificos de la
enfermedad, condiciona que en no pocas ocasiones el diagnostico se realice por
exclusion. Esto es consecuencia de la similitud del asma con otras patologias

respiratorias como la enfermedad pulmonar obstructiva conica o la bronquitis cronica.

De igual modo, tampoco existe una definicion precisa para la rinitis, al margen

de las alteraciones fisiopatoldgicas y de su expresion clinica'®*.

Aunque la rinitis ha sido considerada tradicionalmente como una enfermedad
leve, en los dltimos afios se ha demostrado que constituye una causa importante de
morbilidad y que muestra una intima relacion e interaccion con el asma, con quien

comparte mecanismo inmunopatogénico™***%,

Tanto el asma como la rinitis alérgicas tienen una alta morbilidad, repercutiendo
decisivamente sobre la calidad de vida. Ademas, aunque la mortalidad asociada a estas
enfermedades es pequefia, se mantiene en tasas superiores a las aceptables, sobre todo
en paises con dificil acceso a farmacos esenciales®. Todo ello incrementa los costes
directos (hospitalizacion y necesidad de tratamiento) e indirectos (absentismo laboral y

muerte prematura) generando una carga sanitaria de gran magnitud®.

Asi pues, las enfermedades alérgicas respiratorias han mostrado una prevalencia
creciente durante los dltimos afios, con las consiguientes repercusiones
socioecondmicas. Ademas, parece probable que la situacion pueda empeorar durante los

proximos afios™.
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I.1. Hiperrespuesta bronquial y obstruccion de la via aérea

Desde que en 1940 Tiffeneau desarrollara la tecnologia para el estudio de
enfermedades respiratorias mediante la espirografia o prueba de Tiffeneau, vy
posteriormente a través de los estudios de broncodilatacion y de broncoconstriccion,

han acontecido avances considerables en los procedimientos diagnésticos™**.

La hiperrespuesta bronquial se considera una caracteristica fundamental de la
fisiopatologia del asma bronquial, y se define como la tendencia de la via aérea a

estrecharse facil, rapida e intensamente en respuesta a un estimulo broncoconstrictor.

La presencia y magnitud de la hiperrespuesta bronquial se evalia mediante la
determinacion de la respuesta a dosis progresivamente crecientes de broncoconstrictor

administradas por via inhalada®*’

. Mediante la representacion de los deterioros del
FEV: inducidos por cada dosis de broncoconstrictor se elabora una curva dosis-

respuesta, en la que pueden identificarse los siguientes parametros:

v" Sensibilidad bronquial (PCy). Este parametro identifica la facilidad con la que
ocurre la obstruccion y se determina mediante la concentracion de agonista
necesaria para inducir un deterioro del volumen espiratorio forzado en el primer
segundo (FEV;) del 20%. En muchos estudios clinicos la respuesta a estimulos
broncoconstrictores se ha expresado Unicamente mediante este parametro®®,
Ademas se ha asumido que el mismo identifica la posicién de la curva dosis-
respuesta, aunque en realidad dicha posicion debe determinarse mediante la
denominada EC50 (concentracion de agonista que induce un 50% de la maxima

respuesta posible)*®.

v' La reactividad bronquial se refiere a la rapidez con la que ocurre la
broncoconstriccion inducida por el agonista, y se determina mediante la

pendiente de la porcién lineal de la curva dosis-respuesta’®.

v' La intensidad de la broncoconstriccion, equivale al maximo grado de
broncoconstriccion que es posible inducir y se determina mediante la

identificacion de la meseta (plateau) de la respuesta. In vivo, este nivel maximo
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de respuesta se considera que estd presente cuando no se observan variaciones
relevantes del FEV; (cambios iguales o mayores al 5%) tras al menos 3
concentraciones dobles del agonista'®'®. La presencia de esta respuesta maxima
puede identificarse generalmente en individuos no asmaticos y en pacientes con
asma leve, pero resulta excepcional su identificacion en asméaticos moderados o
graves®®. Méas recientemente se ha postulado que la presencia de respuesta
maxima podia identificarse indirectamente mediante la determinacion de la
capacidad del broncoconstrictor para inducir deterioro de la capacidad vital
forzada (FVC)*?%. En realidad, los deterioros de la FVC producidos por el
broncoconstrictor inhalado son una consecuencia del incremento del volumen
residual (RV) y de la capacidad residual funcional (FRC) generados por la
broncoconstriccion. Ha despertado mucho interés la reciente observacion de que,
a niveles equivalentes de obstruccion identificados mediante la relacion
FEV1/FVC en % del tedrico, el grado de atrapamiento detectado mediante la
FVC o el RV era mayor en los pacientes con asma grave que en aquellos con
asma de menor gravedad (figura 1)
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Figura 1. A niveles equivalentes de obstruccién, el deterioro de la FVC (A) y el incremento del RV (B)

- 23
es mayor en asmaticos graves que en aquellos con menor gravedad (tomado de Sorkness et al ).

El grado de atrapamiento aéreo inducido durante la broncoconstriccion aguda

puede cuantificarse mediante la representacion de los deterioros de la FVC a medida

que se reduce el FEV;. La pendiente de la recta obtenida de esta manera estara

positivamente relacionada con el grado de atrapamiento aéreo inducido, mientras que la

intercepcion de la misma sobre el eje Y estard negativamente relacionada con el grado
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de atrapamiento inducido por el broncoconstrictor. En otras palabras, un atrapamiento

intenso se manifestara por una pendiente alta y una intercepcion baja (figura 2)%.

I T I I
2 3 4

FEV, (L)

Figura 2. Calculo de la pendiente e intercepcion en Y de FVC vs FEV; (tomado de Prieto et aI24).

Por tanto, el grado de atrapamiento inducido por el broncoconstrictor puede
estimarse mediante la determinacion de la pendiente de la relacion lineal entre los
deterioros de la FVC y del FEV1, y mediante la intercepcion en el eje Y de la recta de

regresion establecida entre ambos parametros.
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I. 1. a. Métodos de provocacién bronquial:

La reactividad bronquial puede estudiarse mediante la determinacion de la
respuesta a agonistas broncoconstrictores. Tradicionalmente, se han empleado
metacolina e histamina para este fin. Dichos agonistas se denominan
broncoconstrictores  directos, pues inducen broncoconstriccion  estimulando
directamente los receptores especificos localizados en el masculo liso bronquial,

glandulas mucosas y microvascularizacion®.

Sin embargo, durante los dltimos afios ha aumentado el interés acerca de los
agonistas broncoconstrictores indirectos, como la adenosina 5’-monofosfato (AMP).
Este agonista produce broncoconstriccion mediante la estimulacion de mastocitos
activados, con la consiguiente liberacion de histamina, leucotrienos, prostaglandinas,
etcétera. Estos productos liberados por los mastocitos inducen la broncoconstriccion,

aunque la misma se genera también a través de la estimulacién de vias neurales?®.

En la figura 3 se representan los mecanismos de accion de ambos tipos de

agonistas. Las diferencias entre unos y otros se detallan en la tabla 1.

Metacolina AMP

!

Musculo liso .
Fibras

J_ nerviosas

Mastocito

Histamina Efectos

| N
| vasculares, edema
\ ~ / ] mucosa

\

N

" Broncoconstriccion -

i

Figura 3. Mecanismo de accién de los broncoconstrictores (tomado de Spicuzza et aIZG).

Abreviaturas: IL-8: interleucina 8, LTC,: leucotrieno C4, PGD,: prostaglandina D,.
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Tabla 1. Caracteristicas de los agonistas broncoconstrictores directos e indirectos (tomado de Cockcroft

et al®).

Mecanismo

Ejemplos

Dependiente de:
Musculo liso de via aérea
Calibre de via aérea
Inflamacion

Dosificacion:
Dosis requerida
Taquifilaxia

Sensibilidad

Especificidad

Utilidad diagndstica

Agonista directo
Efecto directo sobre los

receptores de la via aérea

Metacolina

Histamina

++++
+++

++

Baja

No

Alta

Baja

Descarta asma

Ayuda al diagnostico de
asma en pacientes con

sintomas sugestivos

Agonista indirecto
Via

implicacion de mediadores

indirecta, con
inflamatorios

AMP, propranolol, suero
salino hiperténico,
ejercicio, bradicinina,
manitol, hiperventilacion

isocépnica...

++

++++

Alta

Si

Baja

Alta

Confirma asma
Diagnéstico en  asma

inducida por ejercicio

Ademas de estas caracteristicas diferenciales, se ha comprobado que, tanto en

asmaticos como en pacientes con rinitis alérgica, AMP es 17 y 1,3 veces menos potente

que metacolina, respectivamente, para inducir broncoconstriccion®’.

Las diferencias entre estos agentes sugieren que la respuesta a ambos tipos de

agonistas probablemente no identifica las mismas alteraciones de la via aérea, por lo que

la informacion proporcionada por la respuesta a cada uno de ellos pudiera ser

complementaria®>?®.
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Para la correcta realizacion e interpretacion de la prueba de provocacion
bronquial es necesario tener en cuenta determinados factores técnicos vy, entre ellos, el

método de inhalacion parece especialmente relevante.

Los métodos de inhalacion mas frecuentemente utilizados para realizar las

pruebas de provocacion bronquial con broncoconstrictores incluyen:

v Meétodo dosimétrico, propuesto por Chai y colaboradores®®. Mediante esta
metodologia, el paciente recibe 5 nebulizaciones de cada dosis de
broncoconstrictor mediante un dosimetro programado para generar aerosol

durante un periodo de 0,6 segundos.

Método de inhalacién a volumen corriente. De acuerdo con la metodologia

30,31,32

propuesta por Cockroft y Juniper cada dosis de broncoconstrictor se inhala

mediante ventilacidn a volumen corriente durante 2 minutos.

La reproductibilidad, fiabilidad, precision y seguridad de ambos métodos ha sido
comprobada en diversas publicaciones, e historicamente se ha aceptado que los
resultados obtenidos con cada uno de ellos eran equivalentes®****2. Sin embargo, la
concordancia de dichos resultados en los estudios realizados en los ultimos afos ha sido
objeto de controversia, pues se ha observado que los valores de PC, metacolina
obtenidos mediante nebulizacion con dosimetro son significativamente mayores que los
encontrados a volumen corriente (figura 4)®. Las diferencias entre los valores de PCy
obtenidos con cada método pueden deberse, al menos en parte, a las diferencias en la
dosis nebulizada a la boca con cada uno de ellos. El débito del nebulizador utilizado en
el método dosimétrico debe ajustarse a 0,009 ml, con lo que el volumen total de cada
dosis aportado a la boca del paciente serd de 0,045 ml (0,009 ml multiplicado por 5
nebulizaciones). Por el contrario, mediante el método de inhalacion a volumen

corriente, el volumen total de cada concentracién liberada a la boca es de 0,090
ml31'33’34.
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23207 p < 0.00005
n=40

160 4
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01~

Volumen Dosimetro
corriente

Figura 4. PCy metacolina a volumen corriente y con dosimetro (tomado de Cockeroft et al®).

El tipo de nebulizador empleado, tamafio de particulas generado, forma de

14,34,35,36

aerosolizacion, volimenes pulmonares empleados, etcétera , son otros factores

presumiblemente responsables de las diferencias entre ambos métodos de inhalacion.

Utilizando diversos nebulizadores se han podido superar las diferencias entre la
provocacion bronquial mediante la inhalacion a volumen corriente y con dosimetro en
lo que se refiere a los valores de la pendiente y meseta de la curva dosis-respuesta®’. No
obstante, los valores de PCy solo son similares si se utiliza el mismo tipo de
nebulizador durante las exploraciones y se introducen determinadas modificaciones en
la programacion del dosimetro®. Sin embargo las modificaciones sugeridas no han
logrado, por el momento, eludir las diferencias entre ambos métodos en la caida de FVC

como reflejo del atrapamiento inducido por el agonista®.
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I. 1. b. Hiperrespuesta bronquial en sujetos sanos:

El punto de corte para determinar la ausencia de hiperrespuesta bronquial frente
a broncoconstrictores directos se establecid en valores de PCy superiores a 8

I14,16,17,32

mg/m Utilizando puntos de corte mas altos puede incrementarse la

sensibilidad, pero a costa de una reduccién de la especificidad*®’.

A pesar de que se considera que dicho punto de corte es el mas recomendado
para la exclusion de asma bronquial activa, debe tenerse en consideracién que los

resultados de PCy, comprendidos entre los 4 y 8 mg/ml pueden observarse en

14,16,17 39,40

determinados individuos sanos , predominantemente fumadores®™ ™, asi como en el

curso de infecciones respiratorias agudas'®*'’.

Por ello se ha sugerido que la
identificacion de otros parametros de la curva dosis-respuesta podria aportar una

informacion fundamental para el screening de diferentes enfermedades respiratorias.

Los valores limite para establecer hiperrespuesta bronquial mediante
broncoconstrictores indirectos, han sido menos explorados. Algunos autores
encontraron valores de PC, AMP menores o iguales a 400 mg/ml en poblaciones de
pacientes con asma Yy, por este motivo, este punto de corte ha sido el mas
frecuentemente utilizado?’. Sin embargo, este aspecto no est4 definitivamente

aclarado®?’,

12
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I. 1. c. Hiperrespuesta bronquial en el diagnostico de enfermedades respiratorias:

El diagndstico de diferentes enfermedades del aparato respiratorio se ve
dificultado por el hecho de que muchas de ellas comparten manifestaciones clinicas

comunes.

La disnea, tos y sibilantes son las manifestaciones clinicas mas caracteristicas
del asma. No obstante dichos sintomas son también frecuentes en la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, bronquitis eosinofilica, enfermedades infecciosas de las
vias respiratorias, entre otras entidades nosologicas mas o menos frecuentes. Debido a
que se intuye una patogenia comdn en muchas de estas patologias*, el desarrollo de
técnicas mas sensibles y especificas para el diagnostico del asma debe ser un objetivo

primordial®®.

Avital y sus colaboradores compararon los valores de PCy obtenidos con
metacolina y con AMP en nifios y adultos jovenes sanos, y en pacientes con diferentes
enfermedades pulmonares cronicas (fibrosis quistica, bronquiolitis obliterante,
discinesia ciliar primaria, bronquiectasias, asma bronquial). Como puede observarse en
la figura 5, se encontr6 una importante superposicion entre los valores de PCy
metacolina encontrados en asmaticos y en individuos con patologias respiratorias
diferentes del asma. Sin embargo, esta superposicion de los valores de PC,, era mucho
menor en el caso del AMP. A la vista de estos resultados, parece evidente que, al menos
en nifios y adolescentes, el AMP muestra mayor capacidad discriminativa que la

metacolina para diferenciar el asma de otras patologias respiratorias*’.
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Figura 5. PCy metacolina y AMP en nifios y adolescentes con distintas enfermedades respiratorias
(tomado de Avital et al*).

Abreviaturas: EPC: enfermedades pulmonares cronicas diferentes del asma.

Histéricamente el diagndstico de asma bronquial en pacientes con funcion
pulmonar normal se ha objetivado mediante la determinacion de la PC,y metacolina. En
multiples investigaciones se han demostrado valores reducidos de este pardmetro en

742 con niveles inferiores durante la agudizacién de la enfermedad®. Sin

asmaticos
embargo parece que la evaluacion de la hiperrespuesta bronquial exclusivamente
mediante la PC, metacolina, a pesar de ser la exploracion mas comunmente empleada,
no es suficientemente especifica para diferenciar procesos respiratorios, por lo que el
estudio de otros broncoconstrictores y el analisis de otros parametros de las curvas

dosis-respuesta obtenidos con los mismos aportaria informacion relevante.

La investigacion de la PCy en respuesta a AMP ha demostrado reiteradamente

valores medios menores en pacientes asmaticos que en sujetos sanos***°4¢

con
resultados semejantes a los derivados de los estudios con metacolina anteriormente

citados.

Adicionalmente, la observacion de la respuesta maxima a metacolina permitio a
Prieto et al objetivar diferencias entre sujetos con asma bronquial leve, pacientes con
rinitis e individuos sanos. Estos autores encontraron que el grado de broncoconstriccion
al que se identificaba respuesta maxima (plateau) era significativamente mayor en

asmaticos que en las otras dos poblaciones®. Este resultado ha sido una constante en
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diversos proyectos®’*%. Al mismo tiempo, los asmaticos con mayor intensidad de
sintomas han mostrado niveles méas elevados de plateau tras la provocacion bronquial
con metacolina, llegando a desaparecer el mismo en presencia de una exacerbacion

clinica®.

Por el contrario, la determinacion de la respuesta maxima a AMP se ha
investigado en un Unico estudio. Prieto et al encontraron que el platcau a AMP se
identifica con un grado de obstruccion menor que el necesario para ponerlo de
manifiesto con metacolina y que ademas, la presencia de plateau en respuesta a uno y

otro agonista no se identificaba en los mismos pacientes™,

En pacientes con asma, se ha identificado una relacion negativa entre los valores
de PCy metacolina y el grado de obstruccion al que se detecta plateau en respuesta a

20,43,47

este agonista , lo que también se ha confirmado en poblacién general*®*. Esta

relacion no se ha investigado en el caso de AMP.

Por otro lado, y como se ha indicado anteriormente, se ha sugerido que los
pacientes con asma grave manifiestan grados mayores de atrapamiento de la via aérea,
tanto espontaneamente® como en respuesta a broncoconstrictores inhalados®*, que los

individuos con asma leve o moderada.

En la actualidad no ha podido demostrarse ningun tipo de asociacion entre la
PCy 0 la respuesta maxima y la presencia o grado de atrapamiento aéreo para ningn

tipo de broncoconstrictor®*®,

Los resultados comentados previamente parecen sugerir que, mientras la
sensibilidad bronquial (PCy) y el grado de obstruccion al que se detecta plateau
pudieran obedecer a mecanismos patogénicos al menos parcialmente comunes, la
intensidad del atrapamiento aéreo inducido por los agonistas broncoconstrictores es
independiente de las otras caracteristicas de las curvas dosis-respuesta obtenidas con los

mismos.

Simultaneamente se ha investigado la posible relacion entre la informacion de

los diferentes parametros de la curva dosis-respuesta obtenida mediante la provocacion
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bronquial con metacolina y su correspondiente valor en respuesta a AMP. Asi se ha
demostrado una relacion significativa entre los valores de PCy en respuesta a ambos

broncoconstrictores®’ 446

La rinitis puede considerarse una patologia limitada a la via aérea superior, pero

su relacion con el asma es incuestionable®.

En este sentido, Prieto y sus colaboradores investigaron la sensibilidad bronquial
en pacientes con rinitis asociada 0 no a asma y en sujetos sanos. Estos autores
demostraron que los pacientes con rinitis alérgica presentaban valores de PCy
metacolina y AMP intermedios entre los encontrados en asmaticos y los identificados

en sujetos sanos (figura 6)°’.
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Figura 6. PCy metacolinay AMP en asma, rinitis alérgica y sanos (tomada de Prieto et al*").

Diferentes investigadores han comunicado resultados similares para el grado de
obstruccidn al que se identifica respuesta maxima. Los pacientes con rinitis alérgica sin
asma presentan respuesta maxima tanto a metacolina®?**° como a AMP*® a un grado de

obstruccién intermedio entre el identificado en asmaticos y en sujetos sanos.

En cuanto al estudio de la presencia y grado de atrapamiento aéreo, Boulet y sus
colaboradores evidenciaron, en individuos con sintomas exclusivos de rinitis, cierto
grado de atrapamiento tras la provocacién bronquial con metacolina®!. Sin embargo, la
capacidad de AMP para inducir atrapamiento aéreo en pacientes con rinitis aislada no

han sido estudiadas hasta la actualidad.
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Hoy por hoy, y en pacientes con rinitis sin asma asociada, no existen suficientes
evidencias de la existencia 0 no de relacion estadistica entre los diferentes parametros
de la curva dosis-respuesta para cada broncoconstrictor, ni se ha confirmado ningan tipo
de asociacion estadistica entre los parametros que definen las curvas dosis-respuesta

obtenidas con metacolina y con AMP?">1°2,

Diferentes autores insinGan, en sus conclusiones, que la deteccion de
hiperrespuesta bronquial en pacientes con manifestaciones exclusivas de rinitis podria
considerarse un factor de riesgo para el desarrollo futuro de asma, o bien la expresién de
un asma subclinica. Estas connotaciones prondsticas de la presencia de hiperrespuesta
bronquial a agonistas directos e indirectos en los pacientes con rinitis alérgica, aunque

13 que postula que la

tedricas, son consistentes con el concepto de “via aérea Unica
rinitis alérgica y el asma constituyen manifestaciones de un mismo proceso. En
consecuencia, las gufas para el diagnéstico y tratamiento de la rinitis*® indican la
necesidad de identificar y tratar la rinitis en los pacientes con asma, asi como el asma en
los pacientes con rinitis. Con esta ultima finalidad suelen ser necesarias determinaciones

de la hiperrespuesta bronquial.
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I. 1. c. 1. Relacion entre los marcadores de inflamacion y la hiperreactividad
bronquial:

El estrechamiento de la via aérea en el asma bronquial es el resultado de la
interaccion entre multiples y complejos mecanismos, entre los que se incluye la

presencia de un proceso inflamatorio.

Durante décadas la exploracion de la hiperrespuesta bronquial se ha realizado
mediante la determinacion de la respuesta a broncoconstrictores directos (histamina y
metacolina), los cuales, como se ha especificado anteriormente, inducen
broncoconstriccion estimulando directamente receptores localizados en el masculo liso
bronquial, aunque en los ultimos afios ha surgido un interés creciente en el estudio de la
hiperrespuesta bronquial mediante broncoconstrictores indirectos (AMP)***%4_ Estos
ultimos agentes inducen broncoconstriccion mediante la estimulacion de células
inflamatorias para que generen mediadores que estimulan broncoconstriccion (tabla 1).
Por ello se ha sugerido que mientras la metacolina identifica cambios estructurales en la
via aérea de los pacientes asmaticos, AMP detecta alteraciones en los mecanismos
inflamatorios involucrados en su desarrollo®>**>. Son multiples los argumentos que
sustentan esta afirmacion, entre los que cabe destacar los que se comentan a

continuacion.

En un estudio realizado en 230 adultos con asma, De Meer y colaboradores
identificaron una asociacion inversa entre el grado de sensibilidad bronquial a AMP y la
eosinofilia en sangre periférica®®. Esta asociacion se ha confirmado posteriormente en

nifios con asma (figura 7)°".
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Figura 7. Relacion entre sensibilidad a AMP y nimero de eosindfilos o proteina cationica del eosindéfilo

en sangre en nifios

con asma (tomada de Choi et al®’).

Abreviaturas: ECP: proteina cationica del eosinofilo.

Utilizando métodos como el estudio de muestras de esputo inducido, que

identifican de manera mas directa inflamacién bronquial, Van Den Berge y

colaboradores encontraron una correlacién significativa entre los valores de PC,, AMP

y el nimero de eosindfilos (figura 8) o la concentracion de proteina cationica del

eosinofilo en asmaticos. Por el contrario, la relacion entre estos marcadores de

inflamacion bronquial en muestras de esputo y el grado de sensibilidad bronquial a

metacolina era mucho mas débi
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Figura 8. Relacion entre PC,, AMP y eosinofilia en esputo en asma (tomada de Van Den Berge et al®®).
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En un grupo de individuos con asma alérgica en remision (ausencia completa de
sintomas asmaéticos sin tratamiento durante al menos los 12 meses previos) y en
pacientes con asma activa, Van Den Toorn et al determinaron la relacion entre
marcadores de inflamaciobn en muestras de biopsia bronquial procesadas
inmunohistoquimicamente y la respuesta bronquial a la inhalacion tanto de metacolina
como de AMP. Estos autores encontraron una correlacion significativa entre los valores
de PCy AMP y la densidad de la proteina basica mayor en el subepitelio, tanto en los
pacientes con asma en remision como en los individuos con asma activa, mientras que
esta correlacion no se observaba en el caso de metacolina. Ademas se observo una
correlacion significativa entre el grosor de la membrana basal y la sensibilidad
bronquial a AMP (r=0,47, p<0,05), mientras que esta correlaciéon no era significativa

para metacolina (r=0,36, p=0,1)%.

Resultados similares a los descritos para el asma se han comunicado también en
pacientes con rinitis alérgica. Una importante proporcion de pacientes con rinitis
alérgica presenta inflamacion bronquial. En esta poblacion, Polosa et al demostraron
una correlacion significativa entre el porcentaje de eosinéfilos en muestras de esputo

inducido y la PC,0 AMP®'. Esta correlacién no ha sido confirmada para metacolina®.

Sin embargo, Boulet y colaboradores no pudieron identificar ningun tipo de
asociacion entre los marcadores de inflamacion bronquial en muestras de biopsia
obtenidas de pacientes con rinitis alérgica, y la respuesta a metacolina (sensibilidad,
nivel de plateau y grado de atrapamiento aéreo)?’. Hoy por hoy no existen
investigaciones al respecto de la posible relacion entre los marcadores proinflamatorios
de muestras histoldgicas y la respuesta maxima y atrapamiento de la via aérea en

respuesta a AMP en individuos con rinitis sin sintomas de asma.

Por consiguiente, las publicaciones disponibles insindan que los estudios de
hiperrespuesta bronquial mediante AMP podrian reflejar, mas especificamente que los
estudios con broncoconstrictores directos, la presencia de un proceso inflamatorio en la
via aérea de pacientes con asma bronquial, aungque evidencian la necesidad de una mejor
estandarizacion de su método de provocacion y un mejor conocimiento de todos los

componentes de la curva dosis-respuesta obtenida con los mismos.
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I. 1. c. 2. Efecto del tratamiento con corticosteroides sobre la determinacion
de la hiperrespuesta bronquial:

El tratamiento mediante corticosteroides ejerce un efecto antiinflamatorio en las
vias respiratorias de los pacientes asmaticos. Este hecho se manifiesta a través de la
mejoria en los pardmetros de funcidn respiratoria, lo que se traduce en la reduccion de
los sintomas de la enfermedad. Sin embargo las modificaciones inducidas por estos
farmacos en la sensibilidad bronquial y en otros parametros de la curva dosis-respuesta
obtenida mediante la provocacion bronquial, no son cruciales a la hora de adoptar
decisiones terapéuticas en estos pacientes. Nuevamente el parametro de la curva dosis-
respuesta utilizado para determinar la respuesta al broncoconstrictor en esta poblacion
de pacientes ha sido la PCy.

Prosperini y colaboradores encontraron que el tratamiento con budesonida
inhalada durante 6 semanas se asociaba con incrementos significativos de los valores de
PC,o obtenidos con metacolina y con AMP®'. Como puede observarse en la figura 9,
estos incrementos de la PCy inducidos por el esteroide eran mas evidentes para AMP
que para metacolina. Sin embargo, al cabo de una semana de retirar el tratamiento, los
valores de PCyy habian disminuido de nuevo y en el caso de AMP habian alcanzado los
valores basales. Estos resultados claramente sugieren que la respuesta a AMP es mucho
mas sensible a los efectos de los esteroides inhalados que la respuesta a metacolina.
Estas observaciones han sido repetidamente confirmadas en multiples publicaciones que

han evaluado los efectos de diferentes corticosteroides®®®2,
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Figura 9. Cambios en PC, AMP y metacolina inducidos por el tratamiento con budesonida inhalada
(tomada de Prosperini et al®").

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

A los estudios anteriormente citados es fundamental afiadir el de Prieto y sus
colaboradores al respecto de las modificaciones inducidas en la respuesta maxima a
metacolina como consecuencia de cambios en las dosis de corticosteroides inhalados.
En pacientes con asma moderada, estos investigadores demostraron incrementos en el

nivel de la respuesta méxima tras reducir la dosis habitual del esteroide inhalado™.

Mas recientemente, se ha objetivado que el tratamiento con esteroides inhalados
se asociaba con una reduccion del grado de atrapamiento aéreo inducido por

metacolina®*.

La informacidn aportada previamente sugiere que la evaluacion de los diferentes
parametros de la curva dosis-respuesta frente a broncoconstrictores directos e indirectos
podria ser de utilidad para la dosificacion del tratamiento corticoideo en pacientes con

asma.
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I. 1. c. 3. Influencia de la sensibilizacion alérgica sobre la determinacion de

la hiperrespuesta bronquial:

La exposicion alergénica estimula el proceso inflamatorio responsable de las
alteraciones fisiopatoldgicas que inducen la agudizacion de los sintomas respiratorios en
individuos con rinitis asociada o no a asma bronquial atdpica. En investigaciones
recientes se ha insinuado que la presencia e intensidad de dicho mecanismo
inflamatorio, en sujetos alérgicos, podria cuantificarse mediante la identificacion de la
respuesta a la provocacion bronquial a AMP.

Con el fin de confirmar la asociacion entre atopia e hiperrespuesta bronquial a
AMP, Van Velzen y sus colaboradores evaluaron nifios con asma bronquial alérgica
sensibilizados a acaros del polvo doméstico. Tras 1 mes de evitacion alergénica se
objetivo una reduccion en la sensibilidad a AMP, mientras que las modificaciones de la

sensibilidad bronquial a metacolina no fueron significativas®.

Asi mismo, Grootendorst et al investigaron las modificaciones de la respuesta a
la provocacion bronquial con broncoconstrictores directos e indirectos en adultos con
asma alérgica sensibilizados a &caros, tras la evitacion del alérgeno sensibilizante.
Contrariamente a lo esperado, estos autores no evidenciaron diferencias significativas

en las modificaciones de PC, entre ambos tipos de broncoconstrictores®™.
Estudios posteriores han encontrado que la sensibilidad bronquial a metacolina

es similar en pacientes con asma alérgica y en individuos con asma no alérgica. Por el

contrario, la respuesta a AMP es mayor en los individuos atépicos (figura 10)°°.
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Figura 10. PC,, metacolinay AMP en asmaticos alérgicos y no alérgicos (tomada de Kim et alee).

Solamente un estudio ha investigado los efectos de la exposicion alergénica
sobre el nivel de respuesta maxima identificado con metacolina. En pacientes con asma
polinica, Prieto et al han encontrado que la exposicion natural al polen durante la
estacion se asociaba con incrementos significativos del grado de obstruccion al que se
identificaba la respuesta maxima®’. El efecto de la exposicion alergénica sobre la

respuesta maxima a AMP no se ha estudiado hasta la actualidad.

Tampoco existe informacion acerca del efecto de la exposicion alergénica sobre
el grado de atrapamiento aéreo inducido por broncoconstrictores directos e indirectos en

pacientes asmaticos alérgicos.

Las modificaciones de la respuesta a metacolina y a AMP, en individuos con
rinitis alérgica sin asma, han sido similares a las descritas en los pacientes con asma.
En este grupo de pacientes, la exposicion natural a los alérgenos se asociaba con
incrementos significativos de la sensibilidad bronquial a metacolina y a AMP (figura
11)52,68.
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Figura 11. Valores de PCy metacolina y AMP en pacientes con rinitis alérgica, en periodos de

exposicion y no exposicion al alérgeno sensibilizante (tomada de Prieto et aI68).

El grado de obstruccion al que se detecta respuesta maxima

6970 y |a intensidad

del atrapamiento aéreo en respuesta a metacolina (figura 12)?* también se modifican

significativamente durante la exposicion alergénica, en esta poblacion de individuos con

rinitis alérgica sin asma.

Pendiente de FVC vs FEV; (%)

p=0.011

Exposicion  No exposicion

Figura 12. Cambios en la pendiente de FVC vs FEV; a metacolina inducidos por la exposicion

alergénica (tomada de Boulet et al?).

No hay datos en la literatura acerca del efecto de la exposicion alergénica sobre

el nivel de plateau y sobre el atrapamiento aéreo inducidos por AMP en individuos con

rinitis alérgica sin asma.
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Por tanto parece que la ausencia de exposicion alergénica reduce la sensibilidad,
respuesta maxima y atrapamiento aéreo inducidos por la provocacion bronquial con
metacolina. Aunque dichas modificaciones se han investigado en menor medida en
respuesta a AMP, los resultados disponibles sugieren que AMP es un marcador mas
sensiblemente relacionado con la atopia y el proceso inflamatorio que otros

broncoconstrictores.
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Conceptos clave: Hiperrespuesta bronquial

v

La evaluacion de la hiperrespuesta bronquial en pacientes
asmaticos se ha realizado tradicionalmente mediante estudios de la
respuesta frente a metacolina, fundamentalmente mediante la

investigacion de la sensibilidad a este broncoconstrictor.

Otros parametros de la curva dosis-respuesta a metacolina y a

otros tipos de broncoconstrictores han sido menos explorados.

Por estos motivos, en los ultimos afios se ha incentivado la
elaboracion de nuevos proyectos para establecer un mejor
conocimiento de todas las variables de la curva dosis-respuesta a
metacolina y a otros broncoconstrictores, ya que se cree que los
avances en estos aspectos posibilitarian una mejor comprension del
comportamiento de la via aérea en condiciones de normalidad y de

enfermedad.
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1. 2. Oxido nitrico exhalado

l. 2. a. Metabolismo del 6xido nitrico:

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa de vida media ultracorta (6

milisegundos) con actividad biolégica en humanos.

Se sintetiza en el endotelio a partir del aminoécido L-arginina, produciendo
como metabolito intermedio L-citrulina, fundamentalmente a través del grupo de
enzimas NO sintasa. Sin embargo, si las concentraciones de arginina son menores o la
necesidad de sustrato incrementa, se generan radicales libres y se producen
peroxinitritos. Otros productos de degradacion pueden ser nitritos y S-nitrosotioles,
estos ultimos involucrados en un mecanismo de retro-alimentacion negativa sobre la
sintesis de NO (figura 13)".

NO sintasa

L-arginina l < oo

Aniones superoxido ———»

L-citrulina

vpH

\u
1
\
I

Peroxinitrito Nitrito S-nitrosotiol

Nitrotirozina

Figura 13. Metabolismo del NO (tomada de Duarte et al"*).
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Se han descrito tres isoformas de la enzima NO sintasa

v

72,73.

Tipo 1 o constitutiva neuronal. Se localiza en los nervios colinérgicos, células
epiteliales y neumocitos tipo 1 de la pared de la via aérea. Requiere la activacion
por iones de calcio para la obtencion de pequefias cantidades de NO.

v Constitutiva endotelial o tipo 3. Se expresa en las células endoteliales de

v

bronquios y circulacién pulmonar. Es calcio dependiente y sintentiza pequefias
cantidades de la molécula.

Tipo 2 o inducible. Se ubica en células epiteliales, endotelio, musculo liso de la
via aérea y vascular, fibroblastos, mastocitos y neutrofilos. Obtiene cantidades
mayores de NO independientemente de los iones de calcio, en respuesta a
mediadores inflamatorios (factor de necrosis tumoral a, interferon vy, interleucina
1B, interleucina 13), alérgenos, agentes infecciosos y contaminantes

ambientales.

La dinamica de intercambio gaseoso de la molécula de NO es diferente a la del

oxigeno, nitrégeno y monoxido de carbono. Esto es debido a que es un radical libre

reactivo frente a sustancias endogenas, y después de formarse se une avida e

irreversiblemente al grupo Hemo"*.

inflamacion y en la neurotransmision

El NO esta involucrado en la regulacion del tono vascular y bronguial, en la
71,72,73
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I. 2. b. Determinacién del 6xido nitrico exhalado:

El NO fue descubierto por primera vez en el exhalado de humanos y otros
vertebrados en 1991 y en la actualidad se emplean principalmente dos técnicas para su
medicién75,76,77,78.

v' Trazador de quimioluminiscencia. Utilizando este sistema se detectan
moléculas de NO mediante la identificacion de la intensidad de la radiacion

electromagnética creada a partir de una reaccion quimica.

v Sensor electroquimico. Mediante una técnica amperométrica se aplican
diferentes voltajes a la molécula a estudio para lograr su oxidacion o reduccion,

lo que permite posteriormente su deteccion mediante este sensor.

Se ha sugerido que las diferencias en las caracteristicas de ambos meétodos
detalladas en la tabla 2, podrian ser la causa fundamental de las diferencias entre los
resultados obtenidos con cada uno de ellos. Por ello se recomienda que la informacién

resultante de cada uno se interprete con independencia y complementariedad’®’""®.
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Tabla 2. Caracteristicas de los equipos de deteccion de NO exhalado (tomada de Alving et al’®).

Equipo de quimioluminiscencia Sensor electroquimico

Tamario (cm) 50 x 30 x 40 25x15x 10
Peso (kg) 40 <1
Coste Alto Medio
Dificultad de uso Alta Baja
Necesidad de . :
) . Al menos 1 vez cada 14 dias Con cada cambio de sensor
calibracion
Rango de medida
0a200 5a 300
(ppb)
Limite inferior de
. 1,5 5

deteccion (ppb)
Precision:

<50 ppb 2,5 5,0

>50 ppb 5% 10%
Linealidad <2,5 ppb 3-5%
Tiempo respuesta

<0,7 <30-120
del sensor (s)
Tiempo de medida
y presentacion de 10 <120
resultados (s)
Flujo exhalatorio ]
Variable 50

(ml/s)
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I. 2. ¢c. Dinamica de intercambio gaseoso del éxido nitrico:

Diversos grupos de investigadores han dedicado sus esfuerzos a la comprension
de la dindmica de intercambio del NO vy, a través de diferentes modelos matematicos, se

ha pretendido una aproximacion a sus valores en el exhalado de humanos’®.

Inicialmente se emplearon modelos unicompartimentales en los que se
consideraba a la via aérea inferior como un UGnico compartimento. Aunque
posteriormente Tsoukias y George™ desarrollaron un modelo bicompartimental,

mediante el que se definian dos zonas principales:

v Zona bronquial. Es un compartimento cilindrico, rigido y homogéneo, rodeado

de mucosa y de circulacion bronquial.

v' Zona alveolar o acinar. Compartimento flexible y expansible en funcion del

tiempo, rodeado de membrana alveolar y de circulacion pulmonar.

De este modo se diferenciaron dos compartimentos, el primero relativamente
rigido y el segundo expansible, cada uno adyacente a un tejido capaz de producir y
consumir NO. A su vez este tejido contacta con la circulacién bronquial o pulmonar
(figura 14)™.
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Figura 14. Modelo bicompartimental de Tsoukias y George (tomada de Tsoukias y George).

Abreviaturas: V: volumen, V,;: volumen de la via aérea, V,,: volumen alveolar, Vg: volumen espiratorio,
V. volumen inspiratorio, Cg: concentracion de la via aérea, C,,: concentracion alveolar, Cg:
concentracion espiratoria, C,: concentracion inspiratoria, Ji.q4ir: flujo de 6xido nitrico total del tejido a la

via aérea, Jiqa: flujo de Oxido nitrico total del tejido al alveolo.

La obtencion del NO en dichos modelos bicompartimentales se realiza
empleando multiples flujos exhalatorios, y como se ha indicado con anterioridad
Unicamente el trazador de quimioluminiscencia tiene esta caracteristica (tabla 2). Por
ello, éste sera el método de deteccion de éxido nitrico exhalado (ENO) que se empleara

de forma constante en este tipo de estudios’> "%

Mediante la representacion del débito de NO con respecto a cada uno de los
flujos a los que se realiza la determinacion se obtiene una recta de regresion. La
pendiente de la misma es la concentracion alveolar de NO (CAno), mientras que su

intercepcion en Y representa el 6xido nitrico bronquial (J’awno) (figura 15)%.
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Figura 15. Calculo de la concentracion alveolar de NO y de la concentraciéon bronquial de NO (tomada

de Lehtimaki et al*®).
Abreviaturas: Ve: flujo espiratorio, Vyo: output de 6xido nitrico, CAno: concentracion alveolar de NO,

J’awno: concentracion bronquial de NO.

Se ha comprobado que las células son capaces de producir NO y, asumiendo que
esta produccion es constante, la molécula producida puede seguir tres caminos. Puede
ser consumida por los propios tejidos, difundir hacia la circulacién pulmonar o
bronquial, o difundir hacia la luz de la via aérea. Siguiendo estas directrices, el débito

del NO dependeria del intercambio en el compartimento alveolar a través de la zona

bronquial ™.

De estas observaciones se dedujo que el debito de ENO es inversamente
proporcional al flujo exhalatorio para una fuente de volumen fijo, porque si el flujo de
exhalacion incrementa, el tiempo de contacto entre la columna de aire y la superficie de
la pared como fuente de NO se reduce, reduciendo asi su difusion desde la pared hacia
la luz bronquial. Con todo ello, si la via aérea es la unica fuente de NO se podria

predecir la produccion de ENO, el cual seria constante sobre un amplio rango de

flujos’.

Sin embargo, la incorporacion de nuevos elementos matematicos a la ecuacion,

en trabajos posteriores, evidencio la simplicidad de este modelo inicial.
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La difusion molecular es fundamental en la determinacion del ENO. Por ello
Condorelli y sus colaboradores incorporaron el factor de difusion axial al modelo
anteriormente descrito®’. Esta modificacién del modelo bicompartimental original
propuesto por Tsoukias y George’® tiene en cuenta el flujo lineal del aire desde el
alveolo a la boca y corrige para la contaminacion del aire alveolar con NO procedente
de la luz bronquial que refluye hacia el alveolo (la denominada difusion axial) (figura
16). Por otra parte, Condorelli et al* y otros investigadores® demostraron que el ENO
es una funcién positiva del flujo exhalatorio, consistente en una fuente de NO de una

region del pulmén que cambia de volumen durante la exhalacion.
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Figura 16. Modelo bicompartimental de Condorelli (tomada de Condorelli et al®*).

Abreviaturas: z: seccion, A (z): seccion transversal, A;: area, V: volumen, V,,: volumen bronquial, CEno:
concentracion espiratoria de 6xido nitrico, CAno: concentracién alveolar de dxido nitrico, Jawno Y
Jawyo: concentracion bronquial de 6xido nitrico.

En esta representacion se definen los dos compartimentos del modelo a modo de
morfologia en trompeta, con una seccion transversal que disminuye con la proximidad
al area orofaringea. Se incluye el concepto de difusion y transporte de NO en la

direccion axial desde y hacia la regién alveolar.

En consecuencia este modelo evita que se infravalore el NO elaborado en el

compartimento bronquial y que se sobreestime el producido en la zona alveolar®.

36



Tesis doctoral Introduccidn

Mas recientemente se ha sugerido que las asimetrias de los acinos podrian
afectar a la difusion y transporte del NO, por lo que se ha propuesto el desarrollo de
modelos multicompartimentales que permitan una estimacion de la distribucién axial

de dicha molécula de forma no homogénea®®*,

Por consiguiente, el progreso hacia un mejor conocimiento del intercambio
dindmico del NO requiere el perfeccionamiento de los modelos analiticos y
experimentales para facilitar el conocimiento de los factores involucrados en su

intercambio.
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I. 2. d. Oxido nitrico exhalado en individuos sanos:

En la actualidad se consideran normales los valores de ENO inferiores a 30
ppb®. Sin embargo es primordial tener en cuenta los valores individuales para
establecer la normalidad en cada sujeto estudiado”, ya que la normativa vigente de la
American Thoracic Society y European Respiratory Society pone de manifiesto que

dichos valores pueden verse alterados en diferentes situaciones®®’.

Asi por ejemplo, se han objetivado variaciones irregulares en funcion de la
edad, sexo, ciclo menstrual y embarazo®®’. Ademas la ingesta de alimentos o
bebidas ricas en nitratos es causa de incremento en los niveles de ENO. No obstante la
limpieza de la cavidad orofaringea con un antiséptico local antes de cada exploracion se
ha demostrado eficaz para reducir la influencia de estos factores®®. Por otra parte, el
habito tabaquico disminuye las concentraciones de ENO®, mientras que las

infecciones respiratorias las incrementan®.

Si se evita la apnea antes de la exhalaciéon, las maniobras respiratorias
necesarias para determinar el ENO no tienen influencia sobre las concentraciones del

mismo®¢7

Mencidn especial merecen las maniobras respiratorias necesarias para
realizar la espirometria sobre los valores de ENO. Algunos estudios encontraron que las
maniobras espirométricas producian una reduccién significativa en la concentracion de
ENO**#2% 'mientras que otros no han podido confirmarlo® . Un estudio completado
recientemente en nuestro centro ha encontrado que las maniobras espirométricas no
modifican significativamente ni las concentraciones de NO a 50 ml/s ni el NO alveolar
ni el bronquial®’. En consecuencia, parece que la determinacién de ENO puede
realizarse antes o después de la espirometria, sin que esto tenga influencia alguna sobre

las concentraciones de este marcador.
Otros factores como la contaminacién por el NO nasal o ambiental, parecen

haber sido subsanadas mediante los elementos técnicos que configuran los equipos de

deteccion de ENO®87%,

38



Tesis doctoral Introduccidn

. 2. e. Oxido nitrico exhalado en el diagnéstico de enfermedades respiratorias:

Numerosas enfermedades prioritariamente respiratorias, asi como patologias
sistémicas con afeccién respiratoria como la esclerosis sistémica® o la cirrosis'® causan

alteraciones en las concentraciones de ENO.

El estudio de las concentraciones de NO nasal y exhalado de 157 nifios con
diferentes enfermedades respiratorias (discinesia ciliar primaria, bronquiectasias,
fibrosis quistica, asma bronquial) y de 53 controles sanos, permiti6 a Narang y sus
colaboradores objetivar que los valores mas bajos se identificaban en los pacientes con

discinesia ciliar primaria, seguidos por aquellos con fibrosis quistica y bronquiectasias
(figura 17)'°%.
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Figura 17. Concentracion de NO nasal y exhalado en nifios con diferentes enfermedades respiratorias

(tomada de Narang et al**).

Abreviaturas: DCP: discinesia ciliar primaria, Bx: bronquiectasias, FQ: fibrosis quistica, A: asma y C:
controles sanos

Posteriormente, Shoemark et al emplearon un modelo bicompartimental para la
determinacion de los niveles de ENO en adultos con discinesia ciliar primaria y
bronquiectasias, demostrando que los valores para ambos tipos de pacientes fueron

bajos a expensas de J’awno (figura 18)*%2.
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Figura 18. Concentracion de NO bronquial en adultos con diferentes enfermedades respiratorias (tomada

de Shoemark et al'®).

Abreviaturas: DCP: discinesia ciliar primaria, Bx: bronquiectasias, J’awyo: concentracion bronquial de
NO.

Estas y otras publicaciones han confirmado valores de NO nasal y exhalado
repetida y extraordinariamente bajos en pacientes con discinesia ciliar, por lo que
actualmente su determinacion se emplea como screening en pacientes con sospecha de
esta patologia, y tras el diagnostico como control de la actividad de la

enfermedad’310+102,

A raiz del descubrimiento de Alving et al de que las concentraciones de ENO
eran significativamente mas altas en los pacientes con asma que en los controles
sanos™®, han sido muchas las investigaciones disefiadas para determinar la utilidad de

este marcador para monitorizar la enfermedad'®*'%,

Smith y sus colaboradores
concluyeron que utilizando las concentraciones de ENO se conseguia controlar el asma
con dosis menores de esteroides inhalados que las requeridas cuando se utilizaban los
métodos tradicionales (sintomas, requerimientos de [-adrenérgicos de rescate y
parametros de funcién pulmonar)*®. Sin embargo, otras investigaciones han conducido

a conclusiones opuestas™”’

. Ademas una revision sistematica publicada recientemente ha
concluido que no se ha demostrado que el control del asma mediante determinaciones
de ENO sea util para mejorar la evolucion del proceso, tanto en adultos como en

nifios,
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Utilizando el modelo propuesto por Tsoukias y George, Delclaux et al
objetivaron niveles superiores de ENO en asmaticos frente a los obtenidos en los
controles sanos, debido fundamentalmente a incrementos en J’awno %°. Por el contrario,

la CAno era similar en las dos poblaciones®®%%1%°.

Posteriormente Kerckx y sus colaboradores demostraron que la difusion y
transporte axial del NO es determinante para la CAno. Corrigiendo los valores para
tener en cuenta este factor confirmaron que la CAno era similar en asmaticos y en

sujetos sanos™.

Los resultados de los investigadores detallados previamente son compatibles con
la conclusion de que, en el asma, el proceso inflamatorio activo se localiza en el
compartimento bronquial. Sin embargo, la inflamacion en vias aéreas distales y alveolos
puede ser importante en algunas ocasiones. Asi por ejemplo, se ha encontrado que los
pacientes con asma refractaria muestran concentraciones alveolares de NO

significativamente mas altas que las identificadas en individuos con asma leve-

moderada (figura 19)*%.
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Figura 19. Concentracién de NO alveolar en asma leve-moderada y en asma refractaria (tomada de Berry
et al'™?).

Abreviaturas: CAno: concentracion alveolar de NO.
*** p < 0,0001
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Diferentes estudios han encontrado que los pacientes con rinitis alérgica
presentan concentraciones de ENO significativamente mas elevadas que los sujetos
sanos'*1 112113114 “En consecuencia, parece razonable aceptar que los incrementos de
ENO son més una expresion de la presencia de atopia que de asma. Sin embargo, un
estudio ha encontrado que cuando se comparan las concentraciones de ENO en
pacientes asmaticos y en individuos con rinitis alérgicas sensibilizados al mismo
alérgeno, estas eran significativamente mas altas en los asmaticos (figura 20)*2. Estos
resultados sugieren que los mecanismos que conducen a la elevacion de las
concentraciones de ENO no se limitan solo a la atopia, sino que tienen que ver también

con el asma.
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Figura 20. Concentracion de ENO en pacientes asmaticos e individuos con rinitis alérgica sensibilizados

al mismo alérgeno (tomada de Prieto et al**?).

Sin embargo, los métodos de compartimentalizacion del ENO no se han
utilizado para el estudio de los pacientes con rinitis alérgica, por lo que se desconoce el
comportamiento del NO alveolar en esta poblacion de pacientes no asmaticos con rinitis

alérgica.
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I. 2. e. 1. Relacién entre los marcadores de inflamacion e hiperreactividad
bronquial y la determinacion del 6xido nitrico exhalado:

El estudio del metabolismo del NO ha demostrado su relacion con diferentes
marcadores de inflamacién bronquial y, dado que la actividad inflamatoria es una
caracteristica fundamental en el asma bronquial, en los Gltimos afios se ha sugerido que
la determinacion del ENO podria ser Gtil en el manejo de pacientes asmaticos. Una de
las mayores ventajas es la de que se trata de una técnica no invasiva y sencilla,
comparada con otros métodos de estudio de la inflamacion bronquial como el esputo

inducido, la biopsia bronquial o el lavado broncoalveolar***.

Diferentes estudios han encontrado una asociacion entre el numero de
eosinofilos o determinados mediadores en sangre liberados por los mismos y las
concentraciones de ENO en pacientes con asma, mientras que la misma no ha podido
detectarse en controles sanos'’®. La compartimentalizacion del ENO ha permitido

demostrar que esta asociacién ocurre fundamentalmente a expensas del J>awyo

Otros estudios han identificado una correlacion significativa entre el porcentaje
de eosinofilos en muestras de esputo inducido y la concentracion de ENO en pacientes
con asma estable (figura 21)*'°. Esta correlacién se ha demostrado también para las

proteinas toxicas derivadas del eosin6filo en muestras de esputo**>*’,
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Figura 21. Relacion entre ENO y eosindfilos en esputo en pacientes con asma estable (tomada de

Jatakanon et al''®).
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Por otro lado, en estudios de biopsias bronquiales de nifios con asma resistente
al tratamiento, Mahut y sus colaboradores objetivaron una asociacion significativa entre
la magnitud del infiltrado eosinofilico subepitelial, proteina catinica eosinofilica o
engrosamiento de la membrana basal reticular y la concentracion del ENO™®. Estos

resultados confirmaban evidencias previas®®**.

Sin embargo, los resultados de otros estudios parecen contradecir los referidos
previamente. En un estudio realizado sobre pacientes con asma leve-moderada, Lim et
al, no fueron capaces de detectar correlacion entre las concentraciones de ENO y la

1'% Estos resultados

intensidad del infiltrado eosinofilico en la mucosa bronquia
sugieren que la concentracion de ENO no parece reflejar la intensidad de la inflamacion

eosinofilica bronguial en los pacientes con asma.

Otro estudio realizado en pacientes no asmaticos con rinitis alérgica no ha
podido tampoco identificar una relacion entre la concentracion de ENO y los
marcadores de inflamacion eosinofilica en sangre como el nimero de eosinofilos y la

concentracion de proteina catiénica del eosin6filo™**.
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Como se ha indicado anteriormente, tradicionalmente se ha considerado que el
estudio de la hiperrespuesta bronquial en el asma permite identificar la intensidad y
consecuencias de la inflamacion de la via aérea. En los ultimos afios se ha objetivado

ademas que la provocacion bronquial con AMP podria ser Gtil también para este fin.

Ademas de las investigaciones al respecto de la relacion entre la respuesta a
AMP vy la actividad inflamatoria del asma, se han desarrollado proyectos que han

estudiado la asociacion de las concentraciones de ENO con la intensidad de la

hiperrespuesta bronquial®®.

Son pocos los estudios publicados hasta la actualidad y sus conclusiones han
sido contradictorias. En individuos con asma, algunos investigadores han encontrado

una relacion significativa entre la sensibilidad bronquial a metacolina y las

11
080, 6

concentraciones de EN , mientras que otros han identificado relacion dnicamente

con la sensibilidad bronquial a AMP (figura 22)%011212,
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Figura 22. Relacion entre ENO y PC,, AMP en pacientes con asma alérgica (tomada de Prieto et al*'?).

La discordancia entre los resultados de los estudios publicados y la relacion
imperfecta, aunque significativa, entre la sensibilidad bronquial a broncoconstrictores
directos o indirectos y las concentraciones de ENO parecen indicar que cada una de

estas exploraciones aporta informacion acerca de aspectos diferentes del proceso
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inflamatorio y que los resultados obtenidos de las mismas pueden ser complementarios.
Estos aspectos necesitan aclararse en futuras investigaciones®**%,

I. 2. e. 2. Efecto del tratamiento con corticosteroides sobre la determinacion
del 6xido nitrico exhalado:

El tratamiento con corticosteroides produce una reduccion de la expresion de
la enzima NO sintasa tipo 2, con la consiguiente reduccion de las concentraciones de
ENQ'273109123 ‘N es sorprendente por tanto, que el tratamiento con corticoides en los
pacientes con rinitis asociada 0 no a asma se asocie con reducciones significativas de
las concentraciones de ENO y de NO nasal (figura 23)***
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Figura 23. Concentracién de NO nasal y exhalado en rinitis asociada o0 no a asma con y sin tratamiento
con corticoides (tomada de Kharitonov et al***)

Mas recientemente se ha demostrado que, en los pacientes con un episodio
agudo de asma a pesar del tratamiento con esteroides inhalados, la adicion de
corticoides orales inducia reducciones significativas de las concentraciones de ENO'%.

Investigaciones posteriores demostraron que esta reduccion de los valores de

ENO tras el tratamiento con corticoides ocurria a expensas del NO bronquial (figura
24)80,109
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Figura 24. Concentracién bronquial de NO en asma antes y después del tratamiento con corticoides
(tomada de Lehtimaki et al*®)

Abreviaturas: J’awyo: 6xido nitrico bronquial.

El hecho de que los niveles del ENO sean superiores en sujetos con rinitis
acompafiada o no de asma y de que disminuyan tras el tratamiento con corticosteroides,
parece sugerir que esta determinacion podria ser util para el control del tratamiento con

dichos farmacos.

Sin embargo, algunos autores sugieren que la determinacion de ENO no deberia
utilizarse para el control de los pacientes asmaticos tratados con corticoides, pues en
ellos los niveles de ENO estarian necesariamente bajos como consecuencia del bloqueo

enzimatico ejercido por estos farmacos'%.
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I. 2. e. 3. Influencia de la sensibilizacion y de la exposicidn alergénica sobre

la determinacién del 6xido nitrico exhalado:

Se ha establecido que la exposicidn alergénica es el desencadenante de muchos
de los mecanismos fisiopatoldgicos que inducen la rinitis y asma alérgicas. Por ello
Prieto y sus colaboradores evaluaron el efecto de la exposicion natural al alérgeno en
pacientes con asma alérgica polinica. Estos autores observaron incrementos

significativos de las concentraciones de ENO durante la estacién polinica'?®.

Posteriormente dichos resultados fueron confirmados por Olin et al. Estos
investigadores concluyeron que los valores de ENO en pacientes con asma alérgica eran
superiores a los identificados en individuos sanos. Sin embargo, los valores volvian a la
normalidad cuando los pacientes asmaticos no estaban expuestos a los alérgenos

sensibilizantes'®.

Mas recientemente se ha confirmado la intima relacion entre la sensibilizacion y
la concentracion de ENO. Scott y sus colaboradores estudiaron individuos alérgicos y
no alérgicos con diversas manifestaciones. Objetivaron que los valores de ENO en
asmaticos no alérgicos eran inferiores a los observados en atépicos sin sintomas de
asma, y estos ultimos a su vez inferiores a los detectados en pacientes con asma alérgica
(figura 25)™*.
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Figura 25. Concentracion de ENO dependiente de sensibilizacion y expresion clinica (tomada de Scott et

al'™?).
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En pacientes con rinitis alérgica sin asma sensibilizados a polenes Henriksen et
al han observado que las concentraciones de ENO aumentan durante el periodo de
exposicion natural al alérgeno (figura 26)***. Estos resultados han sido confirmados por

otros autores posteriormente™*,
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Figura 26. Modificaciones del ENO con la exposicion alergénica en pacientes con rinitis alérgica

(tomada de Henriksen et al'')

Los resultados disponibles en la literatura sugieren que la atopia en si misma
podria ser suficiente para inducir elevacion del ENO, incluso en pacientes que nunca
105,127,128’ y que

este marcador aumenta como consecuencia de la exposicion al alérgeno al que el

han manifestado sintomas de asma bronquial y en aquellos asintomaticos

individuo esta sensibilizado. Por tanto, adn se desconoce si la determinacién del ENO
podria ser indicadora exclusivamente de la presencia de atopia en el sujeto evaluado o
también de la actividad inflamatoria clinica o subclinica derivada de dicha

sensibilizacion.
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Conceptos clave: Oxido nitrico

v

La utilidad del ENO para la evaluacion de patologias con
afectacion de la via aérea, en particular del asma bronquial alérgica,
no esta definitivamente clara, pues los estudios publicados hasta la
actualidad han obtenido resultados contradictorios.

En consecuencia, la utilidad de la determinacion del ENO como
herramienta para el diagnostico y tratamiento del asma parece
quedar relegada a un mero complemento de los métodos

tradicionales.
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I. 3. Condensado del aire exhalado

l. 3. a. Generalidades:

Los pulmones tienen una gran superficie y aporte sanguineo, lo que les convierte
en susceptibles al dafio tisular por los fenémenos oxidativos resultantes de la actividad
de células inflamatorias, inmunes y estructurales. Se ha sugerido que la cuantificacion
de los marcadores de estrés oxidativo presentes en las vias respiratorias podria realizarse
de forma sencilla mediante el estudio del condensado del aire exhalado(vapor de agua
que satura el aire que sale del pulmén). Dichos marcadores pueden clasificarse de la

siguiente manera'?°130131132.133.

v’ Directos: moléculas reactivas de oxigeno (peroxido de hidrégeno), especies

derivadas de nitrégeno (NO vy nitrotirosina), nitrosotioles, etcéetera.

v Indirectos: marcadores de peroxidacion lipidica o eicosanoides (leucotrienos,
prostaglandinas y 8-isoprostano), variaciones en temperatura, flujo sanguineo y

pH, entre otros.

Cada uno de estos productos tiene unas condiciones éptimas de recogida y
almacenamiento (unos son inestables a temperaturas altas, otros en estado gaseoso,
etcétera) que es fundamental conocer para minimizar la variabilidad de los valores

analizados de cada uno de ellos'3*.
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I. 3. b. Recoleccion del condensado del aire exhalado:

El condensado (vapor de agua) del aire exhalado puede recogerse utilizando un
sistema condensador, en el que una fuente de frio permite que las particulas del fluido
aéreo se condensen a modo de gotas en la pared del dispositivo. El aparato esta
preparado para que el sujeto realice respiraciones a volumen corriente a través de una
vélvula de doble paso y contra resistencia. Para obtener un volumen de condensado
suficiente para su analisis se estiman necesarios entre 5 y 15 minutos. Generalmente el

volumen recogido es de 1 ml.

Los sistemas mas frecuentemente utilizados para la obtencion de muestras de

condensado del aire exhalado son'?*¥:

v EcoScreen, un refrigerador eléctrico modificado y conectado a un aparato de
produccién de aire frio.

v’ Una variante portatil conocida como RTube.

Diferentes estudios han concluido que los resultados obtenidos en muestras de
condensado obtenidas por cada uno de los dos sistemas anteriores no son equivalentes y
que, en consecuencia, los resultados de los estudios realizados con uno u otro sistema

pudieran ser al menos parcialmente divergentes®®*3.
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I. 3. ¢c. pH del condensado del aire exhalado en individuos sanos:

En el estudio del pH del condensado del aire exhalado (EBC), y tras deairear la
muestra mediante gas Argon, se consideran normales valores de 8,0 con un rango de
7,8 a 8,111 _E| Argon es un gas inerte mas pesado que el aire. Hunt propuso que la
deaireacion de la muestra con dicho gas permitiria eliminar el di6xido de carbono
ambiental del volumen recolectado mediante una compensacién de gradientes™’*®, De
esta manera se puede estabilizar la muestra, lo que facilita la reproductibilidad de la

determinacion del pH de la misma®*°.

Los valores de pH del EBC no parecen verse afectados por las caracteristicas
antropometricas de los sujetos evaluados (edad, peso, altura) ni por las maniobras de
broncoconstriccion ni broncodilatacion, aunque se considera que otros factores
pueden afectar a las determinaciones™’. El consumo de alimentos o bebidas horas
antes de dicha exploracion, el tabaquismo o la presencia de infecciones respiratorias

132133137 Se han demostrado modificaciones

activas son algunos de esos factores
variables en los niveles del pH en fumadores en comparacion con individuos no
fumadores %!, Algo similar se ha observado tras la administracién de tratamiento

antibiotico*?.

Los problemas derivados de la contaminacion ambiental o de la contaminacion
por productos presentes en las vias aéreas superiores parecen minimizarse utilizando los

dispositivos adecuados para inducir una elevacion del velo del paladar sin emplear pinza

na3a|132'133.

Sin embargo existen resultados controvertidos en cuanto a la influencia que
puede ejercer la temperatura ambiental sobre el pH del EBC. Mientras que algunos

investigadores no han objetivado diferencias en sus valores debidas a la temperatura de

139

recoleccion™”, Koczulla demostré un incremento del pH del EBC a medida que

aumentaba la temperatura ambiental**.
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I. 3. c. 1. Influencia de la contaminacién salival sobre la determinacién del

pH del condensado del aire exhalado:

Multiples investigaciones han pretendido determinar la influencia de la
contaminacion salival sobre las determinaciones realizadas en las muestras del
condensado del aire exhalado, puesto que la saliva es rica en proteinas, fosforo y alfa-
amilasa entre otros elementos. Griese y sus colaboradores no pudieron detectar la
presencia de fésforo ni alfa-amilasa en las muestras del condensado del aire exhalado,
por lo que concluyeron que el condensado no se encontraba contaminado por dichos
productos™. Resultados similares han sido comunicados por Simpson et al**. Estos
autores encontraron que la contaminacion salival de las muestras del condensado del

aire exhalado era poco relevante.

Por otra parte, Wells et al han comparado las concentraciones de amonio y el pH
de las muestras del condensado del aire exhalado obtenidas con diferentes técnicas
(intubacion orotraqueal, enjuague oral previo con antiséptico, liofilizacién-resuspension
del exhalado y cambios en la temperatura a la que se obtiene la muestra). Estos autores
encontraron que cada una de las intervenciones analizadas tenia una influencia sobre las
concentraciones de amonio, pero no sobre el pH de las muestras del condensado™.
Parece evidente por tanto que el amonio se encuentra presente predominantemente en la
cavidad oral, pero sus modificaciones no parecen influir en la determinacion del pH de

las muestras del condensado.
A pesar de todas las experiencias referidas previamente, la contaminacion salival

se considera un importante factor de confusion a tener en cuenta, por lo que se

recomienda precaucion al interpretar los resultados de esta exploracion®**.
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I. 3. d. pH del condensado del aire exhalado en el diagnostico de enfermedades de

la via aérea:

Aunque los primeros estudios acerca del pH de las muestras del condensado del
aire exhalado se remontan al afio 1980, los resultados de los mismos fueron publicados
en revistas de escasa difusién™*’, por lo que tuvieron poca repercusion. Sin embargo,
durante los Gltimos afios esta determinacion ha cobrado vigencia como un método facil
y no invasivo para acceder al estudio de la inflamacion bronquial en los pacientes con
patologia respiratoria. Diferentes investigaciones han constatado que los valores del pH
de las muestras del condensado se modifican como consecuencia de variaciones en los

componentes 4cidos o basicos volatiles*339148,

Han sido muchas las enfermedades respiratorias en las que se ha identificado
una disminucion de los valores del pH de las muestras del condensado. Entre estas se
incluye la tuberculosis pulmonar activa (figura 27)**°, fibrosis quistica**?, enfermedad

pulmonar obstructiva crénica’®®**!, bronquiectasias sobreinfectadas™?.
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Figura 27. Valores del pH del condensado del aire exhalado en pacientes con tuberculosis e individuos

sanos (tomada de Ngamtrakulpanit et al'*°).

Abreviaturas: TBC: tuberculosis.

En pacientes con asma bronquial, Kostikas y colaboradores han encontrado
valores mas acidoticos del pH en los individuos con asma moderada que en los
pacientes con asma leve. Por el contrario, los valores de este ultimo grupo de asmaticos

eran similares a los encontrados en los controles sanos (figura 28)**2.
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Figura 28. Valores del pH del condensado del aire exhalado en pacintes con bronquiectasias, EPOC y

asma y en sujetos sanos (tomada de Kostikas et al**?).

Abreviaturas: Bx: bronquiectasias, EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Por otra parte, las investigaciones iniciales de Hunt et al**® y las realizadas por

otros autores™*'**'** han demostrado valores bajos del pH de las muestras del

condensado durante las exacerbaciones del asma (figura 29), mientras que los mismos

eran similares en los asmaticos estables y en los sujetos sanos.
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Figura 29. Valores del pH del condensado del aire exhalado en pacientes con asma aguda y asma estable

y en sujetos sanos (tomada de Hunt et al**®).

Desgraciadamente, los resultados de los estudios publicados hasta la actualidad
sugieren que la determinacion de los valores del pH de las muestras del condensado
carece de utilidad para establecer el diagnostico de asma y que los valores del pH del
condensado obtenidos de pacientes con asma no muestran relacion con la actividad de la

enfermedad®**1*°,

Brunetti y colaboradores han comparado los valores del pH del EBC en nifios
con asma alérgica y en nifios con rinitis alérgica sin manifestaciones de asma**®. Los
resultados del estudio demostraron que los individuos no asmaticos con rinitis alérgica
mostraban valores del pH del EBC intermedios entre los identificados en asmaticos y en

los controles sanos.
Sin embargo, un estudio mas reciente no ha conseguido demostrar diferencias en

los valores del pH del EBC obtenidos en no fumadores con rinitis alérgica y controles

sanos™®’.
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I. 3. d. 1. Relacion entre los marcadores de inflamacion e hiperreactividad
bronquial y el pH del condensado del aire exhalado:

Los productos del estrés oxidativo y la acidificacion del pH contribuyen a las
alteraciones inflamatorias presentes en la via aérea de los pacientes con asma. En
particular, la disminucién del pH produce un dafio sobre el epitelio bronquial y una
disminucién de la motilidad ciliar. Estas alteraciones estan involucradas en las
manifestaciones clinicas de diferentes procesos patolégicos y por ello se ha sugerido
que la determinacion del pH en las muestras del condensado pudiera tener utilidad para

el diagnéstico y control evolutivo del asma™®,

La relacion entre los valores del pH de las muestras de condensado y el grado de
inflamacion bronquial ha sido estudiada durante los dltimos afios. En pacientes con
asma, Kostikas y colaboradores han encontrado una correlacion significativa y negativa
entre el pH de las muestras del condensado del aire exhalado y el nimero de eosinéfilos
en esputo inducido™?. Por el contrario, Jackson et al no pudieron detectar correlacion

entre los biomarcadores en condensado y en muestras de lavado broncoalveolar™®.
En nuestro conocimiento no existen datos publicados acerca de la relacion entre

los marcadores de inflamacion y el pH de las muestras del condensado del aire exhalado

en pacientes no asmaticos con rinitis.
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Las investigaciones disponibles en sujetos con asma bronquial no han objetivado
relacion estadistica alguna entre los diferentes parametros de la curva dosis-respuesta

tras la provocacién bronquial con metacolina o con AMP vy los niveles de pH del

condensado del aire exhalado**%41°,

En cuanto a la asociacion entre los valores de ENO y de pH del condensado, se
ha sugerido que el incremento de los nitritos enddgenos en asmaticos es el responsable
del incremento en los niveles de NO y de la disminucién del pH de las vias aéreas.

Ambas determinaciones se han considerado marcadores no invasivos de la actividad

14
|8

inflamatoria bronquial™™. A pesar de esto, los resultados de diferentes estudios han sido

contradictorios. Algunos investigadores encontraron una correlacion negativa

significativa entre los niveles de ENO y el pH del condensado*®

44,160,162

, mientras que otros no

han podido confirmarlo

Por tanto, se podria concluir que las modificaciones del pH del condensado del
aire exhalado obedecen, al menos en parte, a cambios en la intensidad del proceso
inflamatorio bronquial, en los pacientes con asma. Sin embargo, la importancia clinica

de esta determinacion no esta definitivamente establecida.
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I. 3. d. 2. Efecto del tratamiento con corticosteroides sobre la determinacion
del pH del condensado del aire exhalado:

Multiples investigaciones han demostrado que el efecto antiinflamatorio del
tratamiento con corticosteroides en pacientes con asma bronquial genera
modificaciones en el pH del condensado. Diferentes autores han constatado que los
asmaticos tratados con corticoides presentan valores de pH mas altos que los que no
reciben dichos farmacos. Ademds, estos Ultimos pacientes experimentan
normalizaciones de su pH tras un periodo de tratamiento con dichos farmacos (figura
30)48:192161 | o5 resultados de estos estudios sugieren que la determinacion del pH de
las muestras de condensado pudiera ser un método util para la dosificacion de los
corticoides inhalados en el asma. Sin embargo, los resultados de estos estudios

preliminares deben confirmarse en futuras investigaciones.
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Figura 30. Influencia del tratamiento con corticoides sobre el pH del condensado del aire exhalado

(tomada de Carraro et al'®*).
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I. 3. d. 3. Influencia de la sensibilizacion alérgica sobre los valores del pH del
condensado del aire exhalado:

La exposicion alergénica produce modificaciones en los diferentes marcadores
de inflamacion bronquial, y se ha propuesto que estas modificaciones podrian ser
monitorizadas mediante la evaluacion de los productos del estrés oxidativo en el
condensado del aire exhalado. Ono y sus colaboradores® estudiaron diversos
componentes del condensado del aire exhalado en pacientes con asma alérgica y
comprobaron que, tras la exposicion alergénica, los niveles de leucotrienos y de
prostaglandinas aumentaban. Sin embargo no se objetivaron cambios en los valores del
pH del condensado del aire exhalado. Estos resultados han sido confirmados por otros

investigadores®*.

En pacientes adultos con asma ocupacional, Ferrazzoni y sus colaboradores
encontraron que la exposicion a isocianatos se asociaba con incrementos del pH de las

muestras de EBC'®®. Evidentemente, estos resultados son absolutamente paradéjicos.

Mas recientemente Wan et al*®®, investigaron las modificaciones del pH del
condensado del aire exhalado en nifios alérgicos a acaros con rinitis aislada o asociada a
asma, durante periodos de mayor y menor exposicion a dichos alérgenos, circunstancia
que se determiné mediante la cuantificacion de endotoxinas de los acaros del polvo
doméstico en los domicilios de los pacientes. Objetivaron que durante el periodo de
méaxima exposicion, los valores del pH del condensado del aire exhalado, en los
pacientes con rinitis alérgica, disminuian mientras que se alcalinizaban en los periodos
de menor exposicion. Resultados semejantes se obtuvieron en aquellos individuos que

presentaban asma asociada.

A la vista de la escasez de la informacidn al respecto de los efectos de la
exposicion alergénica sobre el pH del condensado en los pacientes con asma y con

rinitis alérgica, parecen necesarios estudios que aclaren ambos aspectos*®*%.
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Conceptos clave: pH del EBC

v

La interpretacion del pH del condensado del aire exhalado es
controvertida debido fundamentalmente a elementos técnicos como
la falta de estandarizacion del factor de dilucion de la muestra,

condiciones 6ptimas de recogida y almacenamiento, y otros.

Debido a esto, los resultados de la determinacion del pH de las
muestras del condensado del aire exhalado en el asma bronquial y en
otras enfermedades respiratorias deben interpretarse con precaucion
y conjuntamente con los obtenidos mediante los métodos

convencionales de control.
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I1. Hipotesis de trabajo
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Los pacientes con asma polinica son un buen modelo para estudiar los efectos de
la exposicion alergénica sobre la hiperrespuesta bronquial y sobre los marcadores de
inflamacion bronquial, pues este grupo de pacientes pueden estudiarse durante periodos
en los que estdn y no estan expuestos a los alérgenos sensibilizantes. Utilizando este
modelo, estudios previos de nuestro grupo han constatado que, tanto en asméaticos®’
como en pacientes con rinitis alérgica sin asma’, la exposicién natural al alérgeno se
asocia con un incremento de la sensibilidad y de la respuesta maxima a metacolina.
Utilizando este mismo modelo, otros estudios han demostrado también incrementos de
las concentraciones de ENO durante el periodo de exposicion alergénica, tanto en
pacientes con asma™?® como en individuos con rinitis alérgica®®. Finalmente ha podido
constatarse que, en este mismo modelo, la exposicién natural al alérgeno se asocia con

reducciones significativas de la PC,y AMP 812

y del pH del condensado del aire
exhalado™®*'®. Sin embargo, los efectos de la exposicién alergénica sobre el grado
méaximo de broncoconstriccion (plateau) inducido por AMP y sobre el atrapamiento
aereo inducido por metacolina y AMP no se han estudiado hasta la actualidad. El
estudio de estos aspectos puede ser relevante para comprender los mecanismos
mediante los que los alérgenos inhalados inducen las modificaciones fisiopatologicas,
inflamatorias y estructurales en las vias aéreas de los pacientes sensibilizados a los

mismos.

Para el disefio del presente estudio, nuestra hipotesis de trabajo ha sido que, en
los pacientes sensibilizados al polen, la exposicion natural al alérgeno debe asociarse
con incrementos del nivel de plateau en respuesta a la inhalacion de AMP, asi como con
un incremento de la concentracion de ENO y con una acidificacion del pH del
condensado del aire exhalado. Ademas, estos incrementos del nivel del plateau en

respuesta a AMP deberian ser mas intensos que los observados con metacolina.
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I11. Objetivos del estudio
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De acuerdo con la hipotesis anterior, el presente estudio se disefid con el objetivo
principal de identificar el efecto de la exposicion natural al alérgeno sobre la respuesta

maxima (plateau) a AMP en pacientes con alergia al polen.

Los objetivos secundarios fueron:
e Determinar los efectos de la exposicion natural al alérgeno sobre la respuesta

méxima a metacolina.

e Comparar la intensidad y determinar la relacién entre los efectos de la
exposicion alergénica sobre la PC, y meseta de la respuesta maxima para AMP

y para metacolina.

e Comparar la intensidad y determinar la relacion entre los efectos de la
exposicion alergenica sobre el grado de atrapamiento aéreo inducido por AMP y

por metacolina.

e Determinar el efecto de la exposicion alergenica sobre la CAno y J’awno, asi
como sobre el pH del EBC e identificar la relacion entre las modificaciones de

estos parametros.

e Identificar la relacion entre las modificaciones de la hiperrespuesta bronquial a

cada uno de los agonistas y los cambios en la CAno, J’awno Y pH del EBC.

e Comparar el grado de hiperrespuesta bronquial, las concentraciones de 6xido
nitrico (CAno y J’awno) Y el pH del EBC entre pacientes con alergia al polen

(durante y fuera del periodo de exposicion) e individuos sanos.
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V. Pacientes y Meéetodos
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IV.1. Seleccion de pacientes

Los pacientes fueron seleccionados de entre aquellos que acudieron a la
Consulta Externa de Alergologia del Hospital Universitario Doctor Peset, siendo
incluidos individuos mayores de 18 afos, de ambos sexos y con diagnéstico de
rinoconjuntivitis asociada o no a asma bronquial intermitente. Algunos participantes
estaban sensibilizados exclusivamente a polenes relevantes en nuestro medio (olivo,
gramineas y/o parietaria); mientras que otros presentaban sensibilizacién concomitante
a otros alérgenos. Estos individuos sensibilizados también a alérgenos diferentes de los
polenes presentaban sintomas Unicamente durante la estacién polinica. Todos los
pacientes seleccionados presentaban un FEV; basal igual o mayor del 70% del valor
teorico y una relacion FEV1/FVC mayor del 60% cuando fueron seleccionados.

Fueron excluidos los pacientes sometidos a cirugia mayor las 4 semanas previas
a la primera visita o a las sucesivas, las mujeres embarazadas o en periodo de lactancia,
y aquellos sujetos incapaces de realizar correctamente los procedimientos de la
investigacion. Los sujetos incapaces de realizar maniobras de FVC correctas se
mantuvieron en el estudio, pero en ellos no se evalué la capacidad de los
broncoconstrictores para producir atrapamiento aéreo. Se excluyeron también los
pacientes fumadores activos y aquellos sometidos a tratamiento con corticosteroides
sistémicos. En los individuos que habian presentado infecciones respiratorias, la
exploracion con cada uno de los broncoconstrictores se retrasé un minimo de 4
semanas. Asimismo no se incluyeron en el estudio los sujetos con otra enfermedad
activa y clinicamente significativa (cardiovascular, neuroldgica, gastrointestinal,

psiquidtrica, etcétera) y los que estaban recibiendo tratamiento con B-bloqueantes.
Como grupo control fueron estudiados voluntarios mayores de 18 afios, no

fumadores y sin manifestaciones clinicas de rinoconjuntivitis, asma bronquial, eccema

atdpico u otros procesos morbosos relevantes.
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IV. 2. Disefio del estudio

El presente estudio se realizd entre los meses de enero y junio del afio 2009. La
estacion polinica se identificé a partir de los datos del recuento atmosférico de granos de
polen en el aire de Valencia'®. Como puede observarse en la figura 31, los recuentos de
granos de polen de gramineas y de Olea europea estuvieron elevados entre los meses de
mayo Yy junio, mientras que los granos de polen de Urticaceas (Parietaria judaica)
estuvieron altos desde los dias finales de marzo hasta el comienzo de julio. Estos datos

nos fueron facilitados por la Regiduria de Sanidad (seccion de Programas de Salud) del

Ayuntamiento de Valencia.
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Figura 31. Recuento de granos de polen durante el periodo del estudio.

Los individuos con alergia al polen fueron estudiados en dos ocasiones distintas

(figura 32):

v Durante un periodo de ausencia de exposicion al polen (periodo preestacional)

entre los meses de enero y febrero.

v Durante un periodo de exposicion natural al polen (periodo estacional) entre los

meses de abril a junio.

Los individuos sanos se estudiaron en un unico periodo.
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Se realizaron pruebas cutdneas con los alérgenos inhalantes mas relevantes en
nuestro medio (en caso de no haberse realizado en los 24 meses previos), determinacion
de las concentraciones de NO alveolar y bronquial, espirometria, determinacion del pH
del condensado del aire exhalado y prueba de provocacion bronquial con
concentraciones altas de metacolina y de AMP. La exploracion con cada uno de los
agonistas broncoconstrictores se realizé en dos dias diferentes y aleatorizadamente.

Preestacional Estacional
< > prd .
sy -~
Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio

Provocacion con Provocacion con
AMP v metacolina AMP v metacolina
CAyo v Nawyge CAyo v lawyg
pH del EBC pH del EBC

Figura 32. Representacion del disefio del estudio.

Se retiraron los antihistaminicos orales y topicos nasales desde 3 dias y 1 dia
antes de cada visita respectivamente. Los esteroides nasales e inhalados se suspendieron
2 semanas antes de cada visita, mientras que los B-adrenérgicos de accion corta y larga

se retiraron desde al menos 6 horas y 24 horas antes de cada visita del estudio.
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IV. 3. Aspectos éticos

La parte experimental de la presente tesis se llevo a cabo cumpliendo con las
Normas de Buena Préactica Clinica y con los principios éticos que tienen su origen en la
declaracion de Helsinki.

Los pacientes fueron informados acerca de los objetivos del estudio, asi como de
las caracteristicas de las exploraciones y de los posibles riesgos e inconvenientes
asociados con las mismas. Todos ellos otorgaron su consentimiento para participar en el

estudio.
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V. 4. Métodos

IV. 4. a. Pruebas cutaneas:

La presencia de atopia se determind mediante la realizaciébn de pruebas
cuténeas en prick con alérgenos comerciales adquiridos a ALK-Abello (Horsholm,
Dinamarca) o a BIAL-Aristegui (Bilbao, Espafia). Los extractos alergenicos
empleados fueron los habituales en el area de Valencia. Incluian D.pteronyssinus,
D.farinae, epitelio de perro y gato, polen de platanus orientalis, ciprés arizénica, olea
europea, mezcla de gramineas, cynodon, phragmites, chenopodium album, salsola kali,
parietaria judaica, artemisia vulgaris, plantago lanceolota, profilina, y esporas de
alternaria alternata, aspergilus, cladosporium herbarum y penicilium. El clorhidrato de

histamina se utiliz6 como control positivo, y como control negativo suero salino.

El personal responsable de la realizacion de las pruebas en prick colocaba los
extractos alergénicos sobre la piel de la superficie volar de los antebrazos,
correctamente identificados y separados entre si al menos por 2 cm, para posteriormente
introducir cada extracto en la epidermis del paciente mediante la puncion con lancetas
(Prick Lancet, Stallergenes; Antony, Francia), utilizando tantas lancetas como
alérgenos. La lectura se realizo al cabo de 15 a 20 minutos y se consideraron positivas

las pruebas que generaban una papula de diametro > 3 mm.
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IV. 4. b. Pruebas de funcidn respiratoria:

La espirometria se realizé utilizando un neumotacémetro (Jaeger MasterScope;
Erich Jaeger, GmbH; Wirzburg, Alemania), que cumplia con los requerimientos
técnicos y de linealidad recomendados por la American Thoracic Society'’®*"*. El
equipo se calibro diariamente y el resultado de la calibracién se almacené en soporte

electronico. Se utiliz6 pinza nasal.

Inicialmente se verificO que el paciente era capaz de realizar maniobras
técnicamente correctas''? y repetibles (variaciones del FEV; y de la FVC < 5% y < 100
ml entre las tres mejores). Para el andlisis se eligié aquella maniobra que mostraba una
mayor suma FEV; + FVC. Como valores de referencia se utilizaron los de la
Comunidad Europea del Carbén y del Acero (CECA)*".

Durante la exploracion se hizo énfasis en la necesidad de realizar maniobras de
FVC correctas, manteniendo un esfuerzo espiratorio de al menos 6 segundos. Los
pacientes incapaces de realizar maniobras de FVC correctas no se incluyeron en el
andlisis de la capacidad del broncoconstrictor para generar atrapamiento, pero se

mantuvieron en el estudio analizandose las restantes determinaciones realizadas.
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IV. 4. c. Provocacién bronquial con agonistas broncoconstrictores:

IV. 4. c. 1. Provocacion bronquial con metacolina:

La exploracion se realizd de acuerdo con el método dosimétrico descrito por
Chai et al®, con algunas modificaciones. Tanto la solucién salina como las diferentes
concentraciones de metacolina (Sigma-Aldrich Corp; St. Louis, MO, USA) se
generaron mediante un nebulizador Mefar calibrado (tabla 3), activado por un
dosimetro MEFAR MB3 (Mefar; Brescia, Italia) (fotografia 1). Las caracteristicas
técnicas del dosimetro se modificaron para conseguir una presion de activacion de 2 bar,
un tiempo de activacién de 1 segundo y un tiempo de pausa de 6 segundos. En estas
condiciones y con 1 ml de cada concentracion en el depdsito, el nebulizador muestra un

débito de 10 ul + 10% tras cada activacion de un segundo.

Fotografia 1. Dosimetro MEFAR MB3, nebulizador Mefar y broncoconstrictor a concentraciones
dobles.
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Tabla 3. Protocolo para la calibracion del nebulizador.

1. Se pesa el nebulizador con 1 ml de agua destilada en la cAmara de
nebulizacion (peso 1).

Se conecta el nebulizador al dosimetro y se realizan 10 inhalaciones.
Se pesa de nuevo el nebulizador (peso 2).

Se repiten los pasos 1 a 3 (peso 3).

o > W

Se calcula el volumen liberado en cada inhalacion:
(Peso 1-Peso 2)/10 = ml/inhalacién
(Peso 2-Peso 3)/10 = ml/inhalacién

6. Y se obtiene la media de los dos débitos anteriores.

Antes de iniciar la exploracion y utilizando suero salino, se procedio al
adiestramiento del paciente hasta conseguir que fuese capaz de realizar las maniobras
de inhalacion correctamente. En primer lugar, el paciente realizaba una espiracion hasta
capacidad residual funcional y, tras adaptar la boca a la boquilla del nebulizador,
realizaba una inspiracion lenta y profunda hasta capacidad inspiratoria. A continuacion,
se retiraba el nebulizador de la boca y respiraba aire ambiental normalmente. Este
periodo de adiestramiento se utilizé también para ajustar la sensibilidad del termistor
del dosimetro, con el fin de que se disparase al inicio de la inspiracién. Durante el

periodo de inhalacion, el paciente mantuvo la nariz ocluida mediante una pinza nasal.

Tras realizar 5 inhalaciones de salino, se nebulizaron concentraciones dobles (5
inhalaciones) de metacolina entre 0,39 y 100 mg/ml (tabla 4). Después de la inhalacion
de salino y de cada concentracion de metacolina se realizaba una Unica espirometria, a
no ser que la maniobra se considerase técnicamente incorrecta o que el paciente sufriese
tos durante los dos primeros segundos de la espiracion. De esta manera se palio el efecto

de las maniobras inspiratorias profundas repetidas sobre el FEV,*"*

La exploracion se suspendia tras administrar la concentracion de 100 mg/ml o
cuando se detectaron deterioros del FEV; > 40% tras alguna concentracion. En este

momento se administraban 200 mcg de salbutamol (Ventolin®) por via inhalada y se
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confirmaba que el FEV; habia revertido a valores > 90% del basal al cabo de 15 a 20
minutos.

La cronologia de la prueba de provocacion bronquial se detalla en la figura 33.

Tabla 4. Preparacion de las concentraciones de metacolina.

1. Se preparan 10 tubos de laboratorio y se rotulan como: S (suero
fisioldgico), 0,39, 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 mg/ml.

2. Elvial original de metacolina se diluye a 100 mg/ml y se depositan 2
ml de esta dilucion en el vial rotulado como 100 mg/ml.

3. Enelresto de los tubos se coloca 1 ml de suero fisiolégico.

4. Se realizan diluciones progresivas %2 a partir de la concentracion de
100 mg/ml trasladando 1 ml de cada vial al de la concentracion
inmediatamente inferior.

5. Queda 1 ml restante en el tubo de 0,39 mg/ml que se desecha.

*Las concentraciones se preparan el mismo dia en que se realiza la prueba.
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Espirometria basal correcta

No

Nebulizar suero fisiologico y
tras 60-90 segundos realizar
una espirometria

e

| FEV; yFVC |
| dereferencia |

e

Nebulizar la primera
concentraciéon del agonista

Si

A\ 4

Nebulizar  la
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Si
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i Caida FEV;>40% !

lNo

¢Se ha nebulizado la dltima
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200 pg de salbutamol
y  comprobar la
reversibilidad del

. Caida FEV;> 10% |
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Fin del estudio
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A

Figura 33. Secuencia de provocacién bronquial con agonistas broncoconstrictores (modificada de la

referencia 16).
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IV. 4. c. 2. Provocacion bronquial con adenosina 5’-monofosfato:

La exploracion se realizd mediante una técnica similar a la descrita para
metacolina. Tanto la solucion salina como las diferentes concentraciones de AMP
(adenosine 5’-monophosphate, Sodium Salt; Sigma Chem, St Louis, MO, USA) se
generaron mediante un nebulizador Mefar calibrado (tabla 3), activado por un
dosimetro MEFAR MB3 (Mefar, Brescia, Italia). Las condiciones técnicas de
activacion del dosimetro se modificaron de manera idéntica a la detallada para
metacolina. De esta manera, se consiguié que el nebulizador calibrado mostrase un

débito de 10 ul + 10% tras cada activacion de un segundo.

Antes de iniciar la exploracion y utilizando suero salino, se adiestré al paciente
hasta que fue capaz de realizar correctamente las maniobras de inhalacion, de manera

idéntica a la detallada para metacolina.

Una vez completada la inhalacion de salino, los pacientes realizaaban 5
inhalaciones de cada concentracion doble de AMP entre 6,25 y 1600 mg/ml (tabla 5).
Como en el caso de metacolina tras inhalar salino y cada dosis de AMP se realizaba una

Unica espirometria, a no ser que la misma se considerase técnicamente incorrecta.

Se suspendia la exploracion tras administrar la concentracion de 1600 mg/ml o
cuando se detectaron deterioros del FEV1 > 40% con respecto al valor postsalino tras
alguna de las concentraciones. En este momento, se administraban 200 mcg de
salbutamol (Ventolin®) por via inhalada y se confirmaba que el FEV; habia revertido a

valores > 90% del basal al cabo de 15 a 20 minutos.

La secuencia de la prueba de provocacion bronquial con AMP se detalla en la

figura 33.
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Tabla 5. Preparacién de las concentraciones de AMP.

1. Se preparan 9 tubos de laboratorio y se rotulan como: S (suero
fisiolégico), 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 y 800** mg/ml.

2. El vial original de AMP tiene 1600 mg y se diluye afiadiendo 2 ml
de suero fisioldgico con lo que se obtienen 800 mg/ml. Se depositan
2 ml de esta dilucién en el vial rotulado como 800 mg/ml,
interponiendo un filtro millipore de 0,22 p, para asegurar la
esterilidad de la materia prima.

3. Enelresto de los tubos se coloca 1 ml de suero fisioldgico.

4. Se realizan diluciones progresivas %2 a partir de la concentracion de
800 mg/ml trasladando 1 ml de cada vial al de la concentracion
inmediatamente inferior.

5. El ml retirado del tubo de 6,25 mg/ml es desechado.
*Las concentraciones se preparan el mismo dia que se realiza la prueba.

**_a concentracion de 1600 mg/ml se administra mediante 10 inhalaciones

de la dilucion de 800 mg/ml.
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IV. 4. c. 3. Expresion de la respuesta:

La respuesta a metacolina y a AMP se caracterizd mediante los siguientes

parametros:

v Sensibilidad bronquial: este parametro viene expresado por la PCy
(concentracion de agonista necesaria para inducir un deterioro del FEV; del

20%). Se calculé mediante interpolacion logaritmica, utilizando la formula’>:

(logC; — logCs) (20-Ry)

PCx = Antilog logC; +

(R2—Ry)

Donde:

o C; = Concentracion de agonista que induce una caida del FEV;
inmediatamente inferior al 20%.

o C, = Concentracién de agonista que induce una caida del FEV;
inmediatamente superior al 20%.

o R; = Porcentaje de caida del FEV; observado tras la concentracion
Ci.

o R, = Porcentaje de caida del FEV; observado tras la concentracion
Co.

v' Respuesta maxima o plateau: se considerd que las curvas concentracion-
respuesta obtenidas con cada agonista presentaban plateau cuando los deterioros
del FEV; inducidos por al menos 3 de las concentraciones mas altas del agonista
se encontraban en un rango del 5%. El grado de obstruccién al que se detectaba
respuesta maxima (nivel de plateau) se calculé mediante la media aritmética del

porcentaje de caida del FEV; en los puntos que integran el mismo*’®.

v' Grado de atrapamiento aéreo: este parametro se identificé mediante el calculo
de la pendiente de la regresion entre los deterioros del FEV; y los de la FVC

(figura 2) mediante el método de minimos cuadrados*’”.
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IV. 4. d. Oxido nitrico exhalado:

La determinacion de ENO se realiz6 mediante un trazador de
guimioluminiscencia (NiOX, Aerocrine; Solna, Sweden) (fotografia 2), utilizando el
método de registro on-line y siguiendo las recomendaciones de la American Thoracic

Society 808

. El'sistema proporciona un cierto grado de resistencia a la espiracion con
el fin de que el paciente eleve el velo del paladar, lo que evita la contaminacion del aire
exhalado por NO procedente de la via aérea superior, donde las concentraciones son

mucho mas altas.

Fotografia 2. Trazador de quimioluminiscencia NiOx.

La maniobra se iniciaba con una exhalacion hasta volumen residual fuera del
sistema. A continuacion el sujeto inhalaba desde el equipo aire libre de NO hasta
capacidad pulmonar total, con lo que se consiguia un lavado de NO de vias aéreas
proximales y distales, de manera que el NO detectado en el aire exhalado era
exclusivamente el procedente de la difusion del mismo desde los alveolos o pared
bronquial hacia la luz. A continuacion y sin periodo de apnea, el paciente realizaba una

exhalacion a un flujo constante, para lo que se ayudaba de un feedback visual.
En primer lugar se realizaron al menos 3 determinaciones técnicamente correctas

y aceptables a un flujo de 50 ml/s. La fraccién de 6xido nitrico exhalado (FEno) se

calculé mediante la media de estas tres determinaciones.
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Para la compartimentalizacion del NO se utiliz6 el método de Tsoukias y
George™. Se obtuvieron al menos dos determinaciones técnicamente correctas y
repetibles a tres diferentes flujos (100, 200 y 300 ml/s). A partir de estas
determinaciones se calculd el débito de NO en pl/s a cada uno de los tres flujos de
muestreo. Mediante la representacion en un eje de ordenadas del débito de ENO versus
el flujo de muestreo se obtuvo una recta de regresion, procediéndose al anlisis de la
misma mediante el método de minimos cuadrados. La pendiente de esta recta identifica
el CAno, mientras que la intercepcion en el eje Y define el J’awno (figura 15). Los
valores de CAno se corrigieron para tener en cuenta la morfologia en trompeta y la
difusion axial de acuerdo con el método propuesto por Condorelli et al*!, para nuestros

flujos de muestreo:

CAno corregido = CAno — (J’awno / 860)

La correccion para los valores de J’awno Se realizd multiplicando los valores

iniciales por 1,78,

Las determinaciones de NO se realizaron antes de la espirometria y de las

pruebas de provocacién con broncoconstrictores®#’.
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1V. 4. e. Condensado del aire exhalado:

Las muestras del condensado del aire exhalado se obtuvieron mediante el
sistema R-Tube (Respiratory Research, Inc; Charlottesville, Virginia, USA) (fotografia
3). El enfriamiento del aire exhalado se conseguia mediante un cilindro de aluminio que
se habia mantenido durante al menos 1 hora en un congelador a una temperatura de -
20°C.

Fotografia 3. Dispositivo R-Tube para la recoleccion de condensado del aire exhalado, microdetector de
pH y pH-metro.

Los pacientes respiraban normalmente dentro del sistema sin oclusion nasal y
durante un periodo de 10 minutos. Se explicd a los pacientes la posibilidad de
interrumpir el procedimiento para eliminar la saliva acumulada en la boca o para toser.

Mediante este método se obtiene un volumen de condensado de aproximadamente 1 ml.

El pH del condensado del aire exhalado se determiné utilizando una aliquota del
mismo de 0,2 ml, tras deaireacion con argon durante 8 minutos. EI pH se midio
utilizando un pHmetro calibrado que incorpora un sensor con compensacion de
temperatura (modelo pH-900) con un microelectrodo (Matrohm, AG; Herisau,

Switzerland). El sistema muestra una precision de 0,01.
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La muestra del condensado del aire exhalado para determinacion de pH se
obtuvo antes de la espirometria y de las pruebas de provocacion bronquial con

broncoconstrictores*®’.
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IV. 5. Andlisis estadistico

La variable principal del estudio fue la modificacion del nivel del plateau con
AMP durante el periodo de exposicion alergénica, comparado con la situacion durante
el periodo de ausencia de exposicién alergénica.

Las variables secundarias incluian la funcion pulmonar (FEV: y FVC)
registrada en cada visita, la PCy y pendiente de la relacién entre FEV; y FVC, el nivel
del plateau con metacolina, el NO en aire exhalado (FEno, CAno, J’awno) Y el pH del

condensado del aire exhalado.

Cuando se disefio el presente estudio, no existian datos en la literatura al
respecto de la variabilidad del nivel del plateau en respuesta a AMP. Por este motivo, el
tamano de muestra se calculo teniendo en cuenta la variabilidad del nivel de plateau
para metacolina obtenida en estudios previos®®**"°. No obstante, la idoneidad del
calculo del tamafio de muestra se confirmo cuando dispusimos de los resultados del
primer estudio en el que se identificd plateau con AMP**. Aceptando como relevantes
cambios en el nivel del plateau obtenido con AMP del 7% e incluyendo 21 pacientes

analizables, el estudio tiene un poder del 90% con un error o del 5%.

Algunas variables numéricas como la PC,y metacolina, PC,o AMP y FEno o
mostraron distribucion normal y fueron transformadas logaritmicamente antes de
proceder al analisis. En consecuencia, los valores de estas variables se expresaron como
media geométrica e intervalo de confianza del 95% (95% CI). Todas las restantes
variables numeéricas seguian distribucion normal y se expresaron como media aritmética
y 95% CI. Los cambios en la PC20 se expresaron como concentraciones dobles, que se
calcularon mediante el cociente entre el incremento en el logaritmo de la PCy V el

logaritmo de 2.

Las diferencias en variables numéricas entre los dos grupos de sujetos estudiados
(pacientes con alergia al polen e individuos sanos) se analizaron mediante la prueba t de
Student para muestras independientes. Las modificaciones de las mismas durante el

periodo de exposicion al polen respecto al periodo preestacional, en los pacientes con
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alergia al polen, se analizaron mediante la prueba t de Student para observaciones
pareadas.

Las variables categodricas se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher.

Las correlaciones entre las diferentes variables numéricas se expresaron
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. La comparacion de los valores del
FEV: y de la FVC en litros antes de la exploracion con cada agonista, en cada uno de
los dos periodos de estudio, se realizd6 mediante analisis de la varianza (ANOVA) para

determinaciones repetidas.

La presencia de respuesta maxima plateau en respuesta a AMP pudo
identificarse en 29 pacientes polinicos durante el periodo preestacional, en 27 pacientes
durante el periodo estacional y en los 11 sujetos sanos. Sin embargo, no se consiguio
inducir deterioros significativos (> 5%) del FEV; en 13 pacientes preestacionalmente,
en 9 durante la estacion y en 9 controles sanos. En estos individuos, el nivel de plateau
se establecio en un 5%. Un total de 2 pacientes polinicos durante el periodo
preestacional y 4 durante el periodo estacional experimentaron caidas del FEV; > 40%
sin que pudiese identificarse respuesta maxima. En esta situacion, el nivel de plateau se
hizo equivalente al maximo deterioro del FEV; tras la concentracion mas alta

administrada del agonista.

Por otra parte, fue posible identificar con precision plateau en las curvas
concentracion-respuesta obtenidas con metacolina de 26 polinicos durante el periodo
preestacional, de 21 durante el periodo estacional y de 10 individuos sanos, si bien en 3
preestacionalmente, 1 estacionalmente y 3 controles sanos no se observaron deterioros
del FEV; > 5% durante la exploracion. En estos casos, el nivel del plateau se fijo en un
5%. Ademas en un total de 5 pacientes polinicos preestacionalmente, 9 estacionalmente
y 1 sujeto sano, se observaron deterioros del FEV1 > 40% sin evidencia de respuesta
méaxima. En estos casos, el nivel de plateau se hizo equivalente al deterioro del FEV;

observado tras la concentracién mas alta del agonista.

En 22 polinicos durante el periodo preestacional, 15 durante el estacional y 10

individuos sanos no se observaron deterioros del FEV>20% tras la administracién de
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alguna de las dosis de AMP. Esto ocurrié también en 13 polinicos preestacionalmente,
11 durante la estacién y 7 sujetos sanos tras la administracion de alguna de las dosis de
metacolina. En estas situaciones, el valor de la PCy AMP y PCy, metacolina se asignd
a 1600 mg/ml y 100 mg/ml, respectivamente (valores censurados).

No pudo identificarse una relacion lineal entre el débito de NO vy los tres flujos
de muestreo (100, 200 y 300 ml/s) en 3 polinicos durante el periodo preestacional y 2
durante el estacional. En consecuencia, la CAno Yy J’awno Se compararon en 28
pacientes polinicos preestacionalmente, 29 estacionalmente y 11 sujetos sanos. Ademas,
se identificaron valores negativos para la CAno en 6 polinicos preestacionalmente, 8

estacionalmente y 1 individuo sano. Estos valores se sustituyeron por cero.

Finalmente, un total de 25 pacientes con alergia al polen y 10 sujetos sanos
fueron capaces de realizar maniobras de FVC correctas y repetibles. Las diferencias en
el grado de atrapamiento inducido por los broncoconstrictores y las modificaciones del
mismo como consecuencia de la exposicion alergénica se analizaron solamente en estos

individuos.
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V. 1. Descripcion de la muestra

Inicialmente se incluyeron en el estudio 36 pacientes con alergia al polen y 11
individuos sanos. No obstante, 5 pacientes alérgicos al polen fueron eliminados del
estudio debido a retirada del consentimiento informado (2 pacientes), sintomas
asmaticos y naso-oculares intensos durante el periodo estacional que obligaron a iniciar
tratamiento con esteroides inhalados y topicos nasales (1 paciente), sintomas durante el
periodo preestacional probablemente achacables a la coexistencia de sensibilizacion a
acaros del polvo doméstico que hasta aquel momento carecia de relevancia clinica (1
paciente) o incapacidad para realizar maniobras espirométricas técnicamente correctas
(1 paciente). En consecuencia, se incluyeron en el andlisis 31 pacientes con alergia al

polen y 11 controles sanos.

Las caracteristicas basales de las dos poblaciones estudiadas se detallan en la
tabla 6. Como puede observarse, los pacientes con alergia al polen presentaban una edad
y un indice de masa corporal significativamente méas altos que los controles sanos. No
se observaron diferencias entre las dos poblaciones en lo que se refiere a otras variables

como el género o la funcién pulmonar basal.
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Tabla 6. Caracteristicas antropométricas, clinicas y funcionales de los participantes.

NuUmero de sujetos

Género

(Masculino/Femenino), n
Edad (afios)

Indice de Masa Corporal
(kg/m?)

Duracion de sintomas

(afios)

Manifestaciones clinicas:
v Rinitis aislada, n
v" Rinitisy asma, n

FEV, basal (% del

tedrico)

FVC basal (% del

tedrico)

Pacientes

31

13/18

48 (44-52)

26,7 (25,3-28,2)

15 (11-18)

20

11

107,1 (101,4-112,7)

120,9(116,3-125,6)

Controles sanos

11

5/6

31 (22-40)

23,4 (21,2-25,7)

108,0 (99,4-116,5)

114,0 (101,4-126,8)

Datos presentados como media aritmética (95%Cl), excepto cuando se indica.

100

0,99

0,0002

0,017

0,86

0,28
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V. 2. Modificacion de los pardmetros durante la estacion polinica y comparacion

con los controles sanos

V. 2. a. Valores de funcion pulmonar antes de la exploracion con cada agonista:

La capacidad de metacolina (y probablemente también la de AMP) para inducir
broncoconstriccion se ve decisivamente influenciada por la funcion pulmonar basal. Por
tanto, parecia conveniente constatar que la exploracion con cada uno de los
broncoconstrictores se habia realizado partiendo de una situacion funcional basal
similar. En la tabla 7 se detallan los valores basales de FEV; y FVC antes de la
exploracion con cada agonista en los pacientes polinicos. Los valores de FEV;y FVC
antes de cada prueba de provocacion bronquial y en ambos periodos de estudio no

fueron significativamente diferentes (p=0,07).

Tabla 7. Funcion pulmonar previa a la exploracion con agonistas en polinicos.

No exposicion

Metacolina AMP
3,09 3,07
FEV; (L)
(2,75-3,42) (2,74-3,40)
4,15 4,17
FVC (L)
(3,76-4,55) (3,79-4,54)

Valores expresados como media aritmética (95% IC).
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En la tabla 8 se indican los valores de FEV;y FVC antes de la exploracion con
metacolina y con AMP en los individuos sanos. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de estos parametros (p=0,19 para el FEV1y
p=0,41 para el FVC).

Tabla 8. Funcion pulmonar previa a la exploracién con cada agonista en individuos sanos.

Metacolina AMP
FEV; (L) 3,79 (3,14-4,45) 3,84 (3,17-4,52)
FVC (L) 4,73 (3,94-5,52) 4,77 (3,91-5,63)

Valores expresados como media aritmética (95% IC).
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V. 2. b. Respuesta a la provocacion bronquial con metacolina:

El grado de deterioro del FEV; al que se detectaba respuesta maxima (nivel del
plateau) aumentaba significativamente durante la estacion polinica, comparado con el
identificado antes de la estacion (p<0,0001, tabla 9, figura 34). El grado de deterioro del
FEV: al que se detectaba plateau en los pacientes con alergia al polen durante el
periodo estacional era significativamente més alto que el observado en individuos sanos
(p=0,02, tabla 9, figura 35). Sin embargo, las diferencias en el nivel del plateau entre
los valores preestacionales de los pacientes polinicos y los controles sanos no
alcanzaban la significacidn estadistica (p=0,09, tabla 9, figura 35)

Los valores de PC,y metacolina de los pacientes con alergia al polen disminuian
significativamente durante la estacion polinica, comparado con los identificados antes
de la misma (p=0,008, tabla 9, figura 36). Ademas, los valores de PC,, metacolina
obtenidos en los pacientes polinicos eran menores que los identificados en sujetos sanos
(tabla 9, figura 37), tanto en la exploracion realizada durante la estacion polinica
(p<0,0001) como fuera de la misma (p=0,001).

El grado de atrapamiento aéreo (pendiente de la regresion de FVC frente a
FEV,) inducido por metacolina, en los pacientes con alergia al polen (n=25), no se
modificaba significativamente como consecuencia de la exposicion alergénica (p=0,89,
tabla 9, figura 38). No obstante, el grado de atrapamiento aéreo inducido por el
broncoconstrictor era significativamente mayor en los pacientes con alergia al polen que
en los controles sanos (n=10), tanto en lo que se refiere a determinaciones realizadas
fuera de la estacion (p=0,001) como a las obtenidas durante la estacion polinica
(p=0,0004, tabla 9, figura 39).
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Tabla 9. Estimacion de nivel de plateau, PCy, y pendiente de FVC frente a FEV; para metacolina en los
pacientes alérgicos a polen y controles sanos.

Pacientes Controles sanos
No exposicion Exposicion
Nivel de plateau 22,8 (17,9-27,7) 28,7 (22,7-34,7) 15,1 (7,6-22,6)
(%) *
PCa (mg/ml)** 23,0 (12,5-42,2) 13,9 (6,9-27,9) 72,9 (53,0-100,0)

Pendiente FVC vs 1,00 (0,84-1,16) = 0,98 (0,85-1,12) = 0,52 (0,29-0,75)
FEV,*

Datos presentados como * media aritmética (95% CI) y ** media geométrica (95% CI).
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Figura 34. Caida del FEV; a la que se observaba respuesta maxima (nivel de plateau) a metacolina en
pacientes sensibilizados a polen durante ambos periodos. Las lineas harizontales representan la media

aritmética.
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Figura 35. Caida del FEV; a la que se observaba respuesta méaxima (nivel de plateau) a metacolina en

pacientes polinicos y sujetos sanos. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 36. Valores individuales y media geométrica (lineas horizontales) de la PC,, metacolina fuera del

periodo de exposicion y durante el periodo de exposicion al polen.
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Figura 37. Valores individuales y media geométrica (lineas horizontales) de la PC,q metacolina en los

pacientes polinicos y en los controles sanos.
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Pendiente FVC vs FEV,
metacolina

No exposicion Exposicion

Figura 38. Pendiente de la regresion entre FVC y FEV; de metacolina en los pacientes polinicos en

periodo de exposicion y de ausencia de exposicion al polen. Las lineas horizontales representan la media

aritmética.
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Figura 39. Pendiente de la regresion entre FVC y FEV; de metacolina en los pacientes polinicos y en los

individuos sanos. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Unicamente con fines exploratorios, hemos comparado los efectos de la
exposicion alergénica sobre la respuesta a metacolina en los 20 individuos con
rinoconjuntivitis aislada y en los 11 que presentaban rinoconjuntivitis asociada a asma.
En ambos grupos de pacientes, se observaron incrementos significativos del nivel de
plateau para metacolina durante la estacion polinica (p=0,002 en asmaticos y p=0,01 en
rinoconjuntivitis, tabla 10, figura 40). No obstante, los cambios en ambos grupos no
fueron significativamente distintos; la media (95% CI) de las diferencias entre el cambio
en el nivel de plateau en los asmaticos y el cambio en los pacientes con

rinoconjuntivitis aislada era de 3,9% (-1,4 a 9,2, p=0,14).

En el grupo de pacientes con rinioconjuntivitis asociada a asma, los valores de
PC,o metacolina se reducian significativamente durante la estacion polinica (p=0,03,
tabla 10, figura 41). Algo similar se observaba en los pacientes con rinoconjuntivitis
aislada, aunque, en este grupo, las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica
(p=0,11). No obstante, los cambios en ambos grupos no fueron significativamente
distintos; la media (95% CI) de las diferencias entre el cambio de la PC, en asmaticos y
el cambio en los pacientes con rinoconjuntivitis aislada era de -0.59 concentraciones
dobles (-1,69 a 0,5, p=0,28).

Por el contrario el grado de atrapamiento aéreo, expresado mediante la
pendiente de la regresion entre los valores de la FVC y del FEV3, no se modificd
significativamente durante el periodo de exposicion al polen, ni en los pacientes con
asma (n=10, p=0,99) ni en los individuos con rinoconjuntivitis aislada (n=15, p=0,46,
tabla 10, figura 42). Los cambios en ambos grupos no fueron significativamente
diferentes; la media (95% CI) de las diferencias entre el cambio en asmaticos y en los

pacientes con rinoconjuntivitis aislada era de -0,10 (-0,48 a 0,28, p=0,59).
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Tabla 10. Respuesta a metacolina en pacientes con rinoconjuntivitis asociada a asma y en individuos con

rinoconjuntivitis sola durante el periodo de exposicion y en ausencia de exposicion al polen.

Asma Rinitis
No Exposicién  Exposicion No exposicion  Exposicion
Nivel de 31,8 40,2 17,9 22,4
plateau (%)* (24,1-39,4) (31,9-48,4) (12,3-23,5) (15,3-29,5)
PC2 6,9 3,2 44,6 31,3
(mg/ml)** (2,0-24,0) (1,0-9,9) (26,9-74,1) (15,5-62,9)
Pendiente
1,16 1,16 0,77 0,87
FVC vs
(0,99-1,33) (1,02-1,30) (0,54-1,00) (0,70-1,03)
FEV,*

Datos presentados como * media aritmética (95% CI) y ** media geométrica (95% Cl).
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Figura 40. Cambios en el nivel de plateau con metacolina en los pacientes polinicos con asma y en

aquellos con rinitis alérgica aislada. La linea horizontal representa la media aritmética.
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Figura 41. Cambios en la PC,, metacolina durante el periodo de exposicion al polen en los pacientes con

asmay en aquellos con rinoconjuntivitis aislada. La linea horizontal representa la media geométrica.
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Figura 42. Grado de atrapamiento aéreo inducido por metacolina, expresado mediante la pendiente de la
regresion entre los valores de la FVC y del FEV; en los pacientes con asma y en los individuos con

rinoconjuntivitis aislada. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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V. 2. c. Respuesta a la provocacion bronquial con adenosina 5’-monofosfato:

El porcentaje de deterioro del FEV; que fue necesario inducir para detectar
respuesta maxima (nivel del plateau) aumentaba significativamente durante la estacion
polinica, comparado con el identificado antes de la estacion (p=0,0006, tabla 11, figura
43). Ademas, el grado de deterioro del FEV; al que se detectaba plateau en los
pacientes con alergia al polen durante ambos periodos del estudio era significativamente
mayor que el identificado en los controles sanos (p<0,0001 para el periodo de

exposicion y p=0,01 para el periodo de ausencia de exposicion, tabla 11, figura 44).

Los valores de PCy AMP de los pacientes con alergia al polen disminuian
significativamente durante la estacion polinica, comparado con los observados antes de
la misma (p=0,002, tabla 11, figura 45). Ademaés, los valores de PC,; AMP obtenidos en
los pacientes polinicos eran menores que los identificados en sujetos sanos (tabla 11,
figura 46), tanto en la exploracion realizada durante la estacion polinica (p<0,0001)
como fuera de la misma (p=0,01).

El grado de atrapamiento aéreo (pendiente de la regresion de FVC frente a
FEV;) inducido por AMP, en los pacientes con alergia a polen (n=25), no se modificaba
significativamente como consecuencia de la exposicion alergénica (p=0,74, tabla 11,
figura 47). No obstante, el grado de atrapamiento aéreo inducido por el
broncoconstrictor era significativamente mayor en los pacientes con alergia al polen que
en los controles sanos (n=10), tanto en lo que se refiere a las determinaciones realizadas
fuera de la estacion (p=0,047) como a las obtenidas durante la estacion polinica
(p=0,03) (tabla 11, figura 48).
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Tabla 11. Estimacion de nivel de plateau, PC, y pendiente de FVC frente a FEV, para AMP en los

pacientes alérgicos al polen y los controles sanos.

Pacientes Controles sanos
No exposicion Exposicion

Nivel de 15,2 22,9 7,4
plateau (%)* (10,1-20,3) (16,9-28,9) (3,7-11,1)
PCo (ma/miy*=* 769,1 298,5 1479,1

(472,1-1253,1) (147,6-602,6) (1241,7-1762,0)
Pendiente FVC 0,75 0,72 0,44
vs FEV; * (0,59-0,92) (0,59-0,85) (0,15-0,72)

Valores expresados como * media aritmética (95% CI) y como ** media geométrica (95%Cl).

113



Tesis doctoral Resultados

70| p = 0,0006
60
50 1
401
304

10

Nivel de plateau AMP (%)

101

0
No exposicion Exposicion

Figura 43. Caida del FEV; para identificar respuesta maxima a AMP en los pacientes polinicos durante

ambos periodos. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 44. Caida del FEV; para identificar plateau en los pacientes polinicos y en los controles sanos.

Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 45. Valores individuales y media geométrica (lineas horizontales) de la PC,y AMP fuera del

periodo de exposicion y durante el periodo de exposicion al polen.
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Figura 46. Valores individuales y media geométrica (lineas horizontales) de la PC,y AMP en los

pacientes polinicos y en los controles sanos.
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Figura 47. Pendiente de la regresion entre FVC y FEV,; AMP en los pacientes polinicos en el periodo de

exposicién y de ausencia de exposicion al polen. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 48. Pendiente de la regresion entre FVC y FEV; AMP en los pacientes polinicos y en los

individuos sanos. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Con fines exclusivamente exploratorios, como en el caso de la respuesta a
metacolina, hemos comparado los efectos de la exposicion alergénica sobre la respuesta
a AMP en los 20 individuos que presentaban rinoconjuntivitis aislada y en los 11 que
presentaban rinoconjuntivitis asociada a asma. En ambos grupos de pacientes, se
observaron incrementos significativos del nivel de plateau para AMP durante la
estacion polinica (p=0,01 en asmaéticos y p=0,02 en pacientes con rinoconjuntivitis,
tabla 12, figura 49). No obstante, los cambios en ambos grupos no fueron
significativamente distintos; la media (95% CI) de las diferencias entre el cambio en el
nivel del plateau en los asmaticos y el cambio en los pacientes con rinococonjuntivitis
aislada era de 7,5% (-2,5 a 17,4, p=0,12).

En el grupo de pacientes con rinoconjuntivitis asociada a asma, los valores de
PC, AMP se reducian significativamente durante la estacion polinica (p=0,006, tabla
12, figura 50). Algo similar se observaba en los pacientes con rinoconjuntivitis aislada,
pero las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p=0,12). Ademas, los
cambios de la PCyo AMP en el grupo con asma fueron significativamente mayores que
los observados en el grupo con rinoconjuntivitis aislada; la media (95% CI) de las
diferencias entre el cambio de la PC,, en asmaticos y el cambio en los pacientes con

rinoconjuntivitis sin asma era de -1,87 (-3,57 a -0,23, p=0,03).

Por el contrario, el grado de atrapamiento aéreo inducido por AMP, expresado
mediante la pendiente de la regresion entre los valores de la FVC y del FEV3, no se
modificaron significativamente durante el periodo de exposicion al polen ni en los
pacientes con asma (n=10, p=0,71), ni en los individuos con rinoconjuntivitis aislada
(n=15, p=0,80, tabla 12, figura 51). Los cambios en ambos grupos no fueron
significativamente diferentes; la media (95% CI) de las diferencias entre el cambio en
asmaticos y en los pacientes con rinoconjuntivitis sin asma era de 0,09 (-0,31 a 0,49,
p=0,63).
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Tabla 12. Respuesta a AMP en pacientes con rinoconjuntivitis asociada a asma y en individuos con

rinoconjuntivitis sin asma durante el periodo de exposicién y en ausencia de exposicion al polen.

Asma Rinitis
No exposicion  Exposicion No exposicion Exposicion
Nivel de 21,2 33,8 11,9 17,0
plateau (%)* (9,5-32,9) (23,2-44,4) (6,9-16,9) (10,6-23,4)
PCz 479,7 80,9 995,4 610,9

(mg/ml)** (151,4-1524,1) | (21,7-301,3) (618,0-1600,0) | (302,0-1235,4)
Pendiente

FVC vs

FEV, *

0,80 0,86 0,64 0,61
(0,49-1,12) (0,67-1,05) (0,44-0,84) (0,44-0,77)

Los datos se presentan como * media aritmética (95% CI) y como **media geométrica (95% CI).
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Figura 49. Cambios en el nivel de plateau con AMP en los pacientes polinicos con asma y en aquellos

con rinitis alérgica aislada. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 50. Cambios en la PC,, AMP durante el periodo de exposicién al polen en los pacientes con asma

y en aquellos con rinoconjuntivitis aislada. Las lineas horizontales representan la media geométrica.
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Figura 51. Grado de atrapamiento aéreo inducido por AMP, expresado mediante la pendiente de la
regresion entre los valores de la FVC y del FEV; en los pacientes con asma y en los individuos con

rinoconjuntivitis aislada. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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V. 3. Comparacién del efecto de la exposicion natural al polen sobre la respuesta

bronquial a AMP y a metacolina

Los cambios en la PCy, nivel de plateau y pendiente de la regresion entre la FVC y el
FEV: observados con metacolina y con AMP se indican en la tabla 13. No se
observaron diferencias significativas en los efectos de la exposicion alergénica sobre la
respuesta a cada uno de los broncoconstrictores.

Tabla 13. Cambios en la respuesta a cada broncoconstrictor durante la estacion polinica en los pacientes
con alergia al polen

Metacolina AMP p
Nivel de plateau 5,90 7,75 0.42
(%) (3,31-8,48) (3,64-11,86)
PCy 0,73 0,41
(concentraciones (0,20-1,25) (0,16-0,66) 0,25
dobles)
Pendiente FVC vs -0,01 -0,03 0.90
FEV, (-0,19-0,17) (-0,20-0,14)

Valores expresados como media (95% CI).

121



Tesis doctoral Resultados

V. 4. Oxido nitrico exhalado

En la tabla 14 estan detallados los valores de J’awno Y CAno €en todos los
pacientes en que estos parametros pudieron calcularse. No obstante, solamente en 27 de
los individuos con alergia al polen pudimos calcular J’awno Y CAno en el periodo de

ausencia de exposicion y durante el periodo de exposicion al polen.

En esta poblacion, la media (95% CI) de los valores de J’awno era de 1975 pl/s
(1327-2623) durante el periodo de ausencia de exposicion y de 2685 pl/s (1965-3405,
p= 0,003, figura 52) durante el periodo de exposicién al polen. Los correspondientes
valores para CAno eran de 0,95 ppb (0,58-1,32) durante el periodo de ausencia de
exposicion y de 0,73 (0,41-1,66, p=0,12, figura 54) durante el periodo de exposicion al
polen. Las concentraciones de J’awno identificadas fuera de la estacion y durante la
estacion polinica eran significativamente mas altas en los pacientes con alergia al polen
que en los controles sanos (p=0,0001 para el periodo de ausencia de exposicion y
p<0,0001 para el periodo de exposicion, tabla 14, figura 53). Por el contrario, los
valores de CAno eran similares en los polinicos durante ambos periodos de estudio y en
los individuos sanos (p=0,50 para el periodo de ausencia de exposicion y p=0,17 para el

periodo de exposicion, tabla 14, figura 55).

Tabla 14. Valores para J’awno ¥ CAno en polinicos fuera del periodo de exposicion y durante la

exposicién al polen y en individuos sanos.

Pacientes Controles sanos
No exposicion Exposicion (n=11)
(n=28) (n=29)
J’awno 2004,5 2528,2 599,09
(pl/s) (1378,1-2630,9) (1825,2-3231,2) (406,9-791,3)
0,95 0,73 1,19
CAo (ppb) (0,58-1,31) (0,41-1,05) (0,42-1,96)

Datos mostrados como media aritmética e intervalo de confianza del 95%.
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Figura 52. Valores individuales de J’awyo en los pacientes polinicos fuera de la exposicion y durante el

periodo de exposicion natural al polen. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 53. Concentracion de J’awyo en los pacientes con alergia al polen durante un periodo de ausencia
de exposicion y durante la exposicion alergénica y en sujetos sanos. Las lineas horizontales representan la

media aritmética.
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Figura 54. Valores individuales de CAno en los pacientes polinicos fuera de la exposicion y durante un

periodo de exposicion natural al polen. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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Figura 55. Valores para la CAyo en los pacientes polinicos durante los dos periodos de estudio y en los

controles sanos. Las lineas horizontales representan la media aritmética.
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En la tabla 15 se detallan los valores de J’awno Y CAno durante ambos periodos
de estudio en los 9 asmaticos y 18 pacientes con rinoconjuntivitis en los que pudieron
calcularse ambos pardmetros durante los dos periodos de estudio. En el grupo de
pacientes con rinoconjuntivitis, los valores de J’awyno aumentaban significativamente
durante el periodo de exposicion al polen (p=0,02, tabla 15, figura 56). Algo similar se
observaba para los valores de J’awno en los asmaticos, pero las diferencias no
alcanzaban la significacion estadistica (p=0,07). No obstante, los cambios de J’awno
fueron cuantitativamente similares en ambos grupos; la media (95% CI) de las
diferencias era de 201 pl/s (-753 a 1155, p=0,66).

Los valores de CAno no se modificaron significativamente durante el periodo
de exposicion al polen, ni en los pacientes asmaticos (p=0,24) ni en los individuos con
rinitis alérgica aislada (p=0,36, tabla 15 y figura 57). Ademas, los cambios en la CAno
fueron cuantitativamente similares en ambos grupos; la media (95%CIl) de las
diferencias era de -0,36 ppb (0,55 a -1,26, p=0,42).

Tabla 15. Valores de J’awno Y CAno en los pacientes polinicos con asma y en los que presentaban

rinoconjuntivitis aislada durante ambos periodos de estudio.

Asma (n=9) Rinitis (n=18)
No exposicion Exposicion No exposicion Exposicion
J’awno 2266,8 2847,3 1880,3 2360,3
(pl/s) (1005,1-3528,4) = (1412,1-4282,5) @ (1093,4-2667,3) (1495,8-3224,8)
CAno 1,28 0,82 0,79 0,69
(ppb) (0,26-2,30) (-0,005-1,64) (0,46-1,13) (0,37-1,01)

Datos presentados como media aritmética (95% CI).
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Figura 56. Concentracion de I’awyo en los asmaticos y en los pacientes con rinoconjuntivitis aislada

durante ambos periodos de estudio. La linea horizontal representa la media aritmética.
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Figura 57. Concentracion de CAno en los asmaticos y en los pacientes con rinoconjuntivitis aislada

durante ambos periodos de estudio. La linea horizontal representa la media aritmética.
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V. 5. pH del condensado del aire exhalado

En los pacientes con alergia al polen, y de manera paraddjica, el pH del
condensado del aire exhalado aumentaba significativamente durante el periodo de
exposicion natural a los alérgenos (p=0,03, tabla 16, figura 58). Sin embargo, los
valores del pH del condensado no fueron diferentes en los individuos sanos y en los
pacientes con alergia al polen (tabla 16, figura 59) tanto en la exploracién realizada
durante el periodo de exposicion (p=0,17) como en la efectuada fuera del periodo de
exposicion al polen (p=0,97).

Tabla 16. pH del condensado del aire exhalado en los pacientes con alergia al polen durante los dos

periodos del estudio y en los controles sanos.

Pacientes Controles sanos
No exposicion Exposicion
pH deaireado 7,58 (7,34-7,81) 7,90 (7,63-8,17) 7,57 (7,23-7,90)

Valores expresados como media aritmética (95% Cl).
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Figura 58. pH del condensado del aire exhalado en los pacientes con alergia al polen durante ambos
periodos del estudio. La linea horizontal representa la media aritmética.
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Figura 59. pH del condensado del aire exhalado en los pacientes polinicos durante los dos periodos del
estudio y en los individuos sanos. La linea horizontal representa la media aritmética.
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Cuando, a titulo exploratorio, se compararon los efectos de la exposicion
alergénica sobre el pH del condensado del aire exhalado en los pacientes con alergia al
polen y sintomas de asma y en aquellos que presentaban manifestaciones aisladas de
rinoconjuntivitis, pudo observarse que el incremento del pH durante el periodo de
exposicion alergénica alcanzaba la significacion estadistica en los asmaticos (p=0,01,
tabla 17, figura 60), pero no en los pacientes con rinoconjuntivitis sin asma (p=0,87).
No obstante, las diferencias en las modificaciones del pH entre ambos grupos de
pacientes no fueron significativas; la media (95% CI) de las diferencias era de 0,55 (-
0,21 a 1,30, p=0,15).

Tabla 17. Valores del pH del condensado del aire exhalado deaireado en pacientes con alergia al polen y

sintomas de asma y en los que presentaban sintomas de rinoconjuntivitis aislada.

Asma Rinitis
No exposicion Exposicion | No exposicion Exposicion
pH 7,58(7,20-7,94) | 8,17(7,88-8,46) 7,61(7,20-8,03) @ 7,67(7,18-8,16)

Valores expresados como media aritmética (95% CI).

10 1 p=0,01 10 4 p=0,87

pH del condensado de aire
exhalado
exhalado

pH del condensadode aire

No exposicion  Exposicion No exposicion Exposicion

PACIENTES CON ASMA PACIENTES CON RINITIS

Figura 60. pH del condensado del aire exhalado en los polinicos con asma y en los polinicos con
rinoconjuntivitis aislada. La linea horizontal representa la media.
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V. 6. Correlaciones

V. 6. a. Correlaciones entre la respuesta a metacolinay a AMP:

En los pacientes con alergia al polen se encontré una correlacion significativa
entre los valores de la PCy metacolina y PCy AMP, tanto durante el periodo
preestacional (r=0,54, p=0,002), como durante el periodo de exposicidn al polen, si bien
la relacion entre estos parametros era claramente superior durante este Gltimo periodo
(r=0,64, p<0,0001) (figura 61). Se observd también una correlacion entre el deterioro
del FEV; al que se identificaba plateau con uno y otro agonista (r=0,53, p=0,002
durante el periodo preestacional y r=0,55, p=0,001 durante el periodo estacional, figura
62). Sin embargo, en los 25 pacientes con alergia a polen que fueron capaces de realizar
maniobra de FVC técnicamente correcta, no pudo detectarse correlacion entre el grado
de atrapamiento (pendiente de la relacion FVC vs FEV;) inducido por los dos agonistas
ni durante el periodo preestacional (r=-0,02, p=0,93) ni durante la estacion polinica
(r=0,02, p=0,94). Por otra parte, no pudo identificarse correlacion significativa entre los
cambios inducidos por la exposicion alergénica sobre cada uno de los parametros

anteriores en respuesta a cada uno de los dos agonistas (tabla 18).

Tabla 18. Correlacion entre las modificaciones inducidas por la exposicién alergénica sobre la respuesta

a cada agonista.

r p
A PCy
. 0,12 0,53
(concentraciones dobles)
A Nivel plateau (%0) 0,08 0,67
A Pendiente FVC vs FEV; -0,27 0,19
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Figura 61. Correlacién entre los valores de PC,, metacolina y PC,, AMP (a) durante el periodo

preestacional y (b) el periodo estacional en los pacientes con alergia al polen.
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Figura 62. Correlacion entre el grado de deterioro del FEV; al que se detectaba plateau con cada uno de

los agonistas broncoconstrictores en los pacientes alérgicos al polen durante (a) el periodo preestacional y

(b) el periodo estacional.
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V. 6. b. Correlacion entre la respuesta a los broncoconstrictores y el 6xido nitrico
exhalado:

En la tabla 19 se indican las correlaciones entre los pardmetros que definen la
respuesta a cada agonista broncoconstrictor y los valores de J’awno Y CAno en los
pacientes con alergia al polen. Puede observarse que las Unicas correlaciones observadas
fueron las referidas a la sensibilidad (PCy) 0 a la respuesta maxima a AMP y los

valores de J’awno (figuras 63 y 64).

Tabla 19. Correlacion entre la respuesta a ambos agonistas y los valores de J’awyo Y CAno en los

pacientes con alergia al polen.

J’aWNo CANO
No exposicion Exposicion | No exposicion Exposicion
r=-0,28 r=-0,22 r=-0,04 r=0,12
PC20
p=0,16 p= 0,27 p= 0,82 p= 0,54
Nivel de r=0,17 r=0,19 r=-0,02 r=0,02
Metacolina | pjateau p=0,37 p=0,33 p=0,92 p=0,93
Pendient
endiente r=0,10 = -0,12 r=0,16 r=0,32
FVews =0,63 = 0,56 =0,45 =0,13
FEV, P=" =5 p=9, p=0,
r=-0,56 r=-0,50 r=0,16 r=0,17
p= 0,003 p= 0,008 p=0,41 p= 0,37
Nivel de r=0,54 r=0,42 r=-0,20 r=-0,01
AMP plateau p= 0,003 p= 0,03 p=0,31 p= 0,98
Pendient
endiente r=0,32 r= 0,33 r= 0,05 r= 0,06
Vs =0,12 =0,11 =0,83 =0,78
FEVl p_ ] p_ ] p_ I p_ l
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Figura 63. Correlacion entre los valores de J’awyo Y la PCyy AMP en los pacientes con alergia al polen

(a) durante el periodo preestacional y (b) la estacion polinica.
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Figura 64. Correlacidn entre los valores de J’awyo Y el deterioro del FEV; al que se detectaba respuesta

méaxima (nivel de plateau) en los pacientes con alergia al polen (a) durante el periodo preestacional y (b)

la estacion polinica.
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Por otra parte, en la tabla 20 se indican las correlaciones entre las
modificaciones de la respuesta a los agonistas broncoconstrictores y los cambios en las
concentraciones de 6xido nitrico exhalado inducidos por la exposicion alergénica en los

pacientes con asma polinica.

Tabla 20. Correlacién entre las modificaciones de la respuesta a ambos agonistas y las modificaciones de
J awno yCANO.

A Pawno A CAno
r=0,28 r=0,33
A PCy
p=0,16 p= 0,09
. A Nivel de r=0,19 r=0,34
Metacolina
plateau p=0,33 p= 0,09
A Pendiente r=0,41 r=0,12
FVC vs FEV, p= 0,06 p= 0,58
r=0,42 r=0,02
A PCy
p=0,03 p=0,91
A Nivel de r=0,48 r=-0,06
AMP
plateau p= 0,01 p=0,75
A Pendiente r=0,16 r=0,22
FVC vs FEV, p= 0,46 p=0,31

Unicamente pudo detectarse correlacion significativa entre las modificaciones de
la PCy 0 el nivel de plateau para AMP y las modificaciones correspondientes de

J’awno (figuras 65 y 66).
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Figura 65. Correlacién entre las modificaciones de la PC,, AMP y de los valores de J’awyo inducidas por

la exposicion alergénica en los pacientes con alergia al polen.
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Figura 66. Relacidn entre las modificaciones del nivel de plateau y de los valores de J’awyo inducidas

por la exposicion alergénica en los pacientes con alergia al polen.
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V. 6. c. Correlacion entre la respuesta a los broncoconstrictores y el pH del
condensado del aire exhalado:

No pudo detectarse correlacion significativa entre los valores de la PCy
metacolina o PCyy AMP y el pH del condensado del aire exhalado tanto durante el
periodo preestacional (r=0,24, p=0,18 para metacolina y r=0,19, p=0,29 para AMP),
como durante la estacion polinica (r=-0,22, p=0,23 para metacolina 'y r=-0,18 y p=0,33
para AMP). Tampoco pudo identificarse relacion entre el nivel de plateau para
metacolina o para AMP y el pH del condensado, tanto durante el periodo preestacional
(r= -0,06, p=0,75 para metacolina y r= -0,12, p=0,52 para AMP) como durante la
estacion polinica (r=0,27, p=0,13 para metacolina y r=0,21, p=0,25 para AMP).

En el estudio realizado durante la estacion polinica, pudo detectarse una
correlacion significativa entre la pendiente de la regresion FVC frente a FEV; obtenida
con metacolina y el pH del condensado (r=0,66, p=0,0003) aunque la misma era de
signo contrario al esperado (figura 67). Los valores de la pendiente de la regresion FVC
frente a FEV; y del pH durante el periodo preestacional no se correlacionaron
significativamente (r=0,08, p=0,68). Tampoco pudo detectarse correlacion entre la
pendiente de la regresion FVC frente a FEV; para AMP y el pH del condensado del
aire exhalado tanto durante el periodo preestacional (r= -0,13, p=0,53) como durante la

estacion polinica (r=0,16, p=0,46).
En la tabla 21 se detalla la relacion entre las modificaciones de la respuesta a

cada agonista broncoconstrictor y los cambios en el pH del condensado del aire

exhalado durante la estacién polinica.
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Tabla 21. Relacién entre los cambios en la respuesta a cada agonista y las modificaciones del pH del
condensado del aire exhalado inducidos por la exposicién alergénica en pacientes con alergia al polen.

A pH del condensado del aire exhalado

r=0,03
A PCy
p= 0,87
. ) r=0,01
Metacolina | A Nivel de plateau
p=0,99
] r=-0,42
A Pendiente FVC vs FEV;
p= 0,04
r=-0,16
A PCy
p=0,39
] r=-0,14
AMP A Nivel de plateau
p= 0,45
] r=0,11
A Pendiente FVC vs FEV;
p= 0,60
r=0,66,p=0,0003
101
2
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Pendiente FVC vs FEV,; metacolina

Figura 67. Correlacién entre la pendiente de la regresién de FVC frente a FEV; para metacolina y el pH
del condensado del aire exhalado durante la estacion polinica en individuos con alergia al polen.
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Unicamente pudo identificarse una débil correlacion entre las modificaciones de
la pendiente de la regresion FVC frente a FEV; para metacolina y los cambios en el pH
del condensado del aire exhalado (figura 68).
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Figura 68. Correlacion entre las modificaciones de la pendiente de la regresién de FVC frente a FEV,
para metacolina y los cambios en el pH del condensado del aire exhalado como consecuencia de la

exposicion alergénica en los pacientes con alergia al polen.
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V1. Discusion
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Los resultados del presente estudio demuestran que los individuos sensibilizados
al polen, con manifestaciones clinicas de rinoconjuntivitis aislada o con sintomas de
rinoconjuntivitis asociada a asma, presentan un grado de hiperrespuesta bronquial
(sensibilidad y grado maximo de obstruccién) frente a agonistas broncoconstrictores
directos e indirectos significativamente més alto que los individuos sanos. Ademas, el
estudio demuestra que en el curso de la broncoconstriccion inducida
experimentalmente, los pacientes alérgicos al polen manifiestan un grado de

atrapamiento aéreo significativamente mayor que el observado en los individuos sanos.

Por otra parte, el presente estudio aporta observaciones originales acerca de los
efectos de la exposicion alergénica sobre la hiperrespuesta bronquial y sobre los
marcadores no invasivos de inflamacion bronquial en los pacientes con alergia a
inhalantes. En concreto, la exposicion a los alérgenos sensibilizantes se asocia con
incrementos de la sensibilidad bronquial y del grado de respuesta maxima inducido por
agonistas broncoconstrictores directos e indirectos, sin modificaciones del grado de
atrapamiento aereo inducido por estos agentes. Ademas, la exposicion alergénica induce
incrementos  significativos del o6xido nitrico bronquial, sin modificaciones
concomitantes del 6xido nitrico alveolar. Estas observaciones amplian nuestro
conocimiento de los mecanismos que generan los efectos pro-inflamatorios de los
alérgenos inhalados y permiten una mejor comprension de la interrelacion entre

inflamacion bronquial e hiperreactividad.

Todos los resultados anteriores sugieren que la sensibilizacion alérgica se asocia
con inflamacion bronquial e hiperreactividad, incluso durante periodos de ausencia de
exposicion alergénica y que los alérgenos inhalados inducen, en los pacientes
sensibilizados a los mismos, inflamacién localizada en vias aéreas proximales con el
consiguiente incremento de la hiperrespuesta bronquial, pero sin modificaciones de la

inflamacion ni de los mecanismos que generan el cierre de las vias aéreas distales.
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VI. 1. Hiperrespuesta bronquial en polinicos y sujetos sanos

VI. 1. a. Sensibilidad bronquial:

Tanto con fines diagndsticos como en estudios de investigacion, la
hiperrespuesta bronquial se ha simplificado a la identificacion de la PCy (concentracion
de agonista necesaria para inducir un deterioro del FEV; del 20%)*°. No obstante parece
evidente actualmente que utilizar exclusivamente la PCy para identificar el grado de

hiperreactividad bronquial es una simplificacion excesiva.

En realidad, la hiperreactividad bronquial se define como la tendencia de las vias
aereas para estrecharse demasiado facilmente y en excesiva cuantia en respuesta a una
amplia variedad de estimulos broncoconstrictores. La facilidad con la que ocurre la
broncoconstriccion se identifica, a partir de las curvas concentracion-respuesta
obtenidas con broncoconstrictores, mediante la cantidad de agonista necesario para

inducir el 50% de la méxima respuesta posible (la denominada ECsg)*".

La informacién aportada por la PCy se acerca a la obtenida mediante la ECso,
aungue no puede aceptarse que ambos parametros sean equivalentes. No obstante,
mediante la utilizacion de la PCy se evitan los riesgos derivados de la
broncoconstriccion excesiva, que pudiera ocurrir cuando se obtienen curvas completas y
seguramente por este motivo se ha aceptado generalmente que la PCy identifica la
sensibilidad bronquial. No obstante, esta claro que la determinacion de la PCy no ofrece
informacion alguna acerca de la intensidad o cuantia de la broncoconstriccion. Por
tanto, esta caracteristica de la hiperrespuesta bronquial debe estudiarse a partir de curvas
concentracion-respuesta completas, que requieren grados de obstruccién superiores a los

convencionales.

Mediante el andlisis de la meseta maxima de respuesta (el denominado plateau)
puede determinarse la intensidad de la broncoconstriccion que el agonista puede inducir
en cada individuo'"®'"®. Sin embargo, para obtener estas curvas concentracién-respuesta
completas es necesario inducir deterioros del FEV; superiores a los convencionales.
Incluso alcanzando deterioros de este parametro mayores del 50% a 60% no se

43,44

identifica meseta de respuesta maxima en muchos pacientes con asma™"", aunque si en

una importante proporcién de pacientes no asmaticos con rinitis alérgica*®?**°.
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Por este motivo, en nuestro estudio hemos seleccionado pacientes con rinitis
alérgica aislada y pacientes con rinitis alérgica asociada a asma leve, pues solo asi
resulta factible identificar modificaciones y diferencias en el nivel de plateau en los
sujetos estudiados. De esta manera, ha sido posible identificar respuesta maxima-
plateau a metacolina y a AMP, durante al menos uno de los dos periodos del estudio, en
26 y 29 de nuestros 31 pacientes respectivamente, lo que nos ha permitido comparar el
nivel de plateau de nuestros pacientes alérgicos con el observado en sujetos sanos, con
suficiente garantia y sin excesivo riesgo de generar un grado peligroso de
broncoconstriccion durante la exploracion. Ademas, las caracteristicas de los pacientes
seleccionados para nuestro estudio permiten comparar con garantia las modificaciones
en la meseta de respuesta maxima, como consecuencia de los efectos pro-inflamatorios
de los alérgenos, pues en una importante proporcion de individuos pudimos identificar
el nivel de plateau en al menos uno de los periodos, evitando los valores doblemente
censurados (plateau con caidas del FEV; superiores al maximo grado de obstruccion

generada).

Evidentemente, esta importante ventaja practica supone también una importante
limitacion para la generalizacion de los resultados de nuestro estudio. En concreto, los
resultados obtenidos en nuestro estudio pueden aplicarse a la poblacion general de
pacientes con rinitis alérgica asociada 0 no a asma de intensidad leve, pero no puede
asumirse que nuestras conclusiones puedan hacerse extensivas a pacientes con asma de

mayor severidad.

En nuestro grupo de pacientes con alergia al polen, la sensibilidad bronquial
(valores de PCy) a metacolina era significativamente mas alta que la identificada en los
controles sanos, independientemente de que los pacientes fueran estudiados o no
durante el periodo de exposicidbn natural al polen. Esto confirma resultados
perfectamente conocidos desde hace afios*, algunos de los cuales proceden de estudios

previos realizados por nuestro grupo?.

Menos informacidn existe acerca de las diferencias en la sensibilidad bronquial a
AMP entre individuos con alergia a inhalantes y sujetos sanos, pero los resultados de
diferentes estudios publicados hasta la actualidad sugieren que tanto los pacientes con

asma*® como los individuos con rinitis alérgica aislada® presentan un grado de
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sensibilidad bronquial a AMP significativamente mayor que los individuos sanos. En un

estudio realizado por Toyran et al'®

en 56 nifios y adolescentes asmaticos se
compararon los valores de PCyo AMP en estos individuos con los obtenidos en un grupo
control de 21 individuos sanos. Encontraron que la PCy,y AMP era menor en los
pacientes que en los controles sanos, y de forma més evidente en aquellos pacientes con
asma persistente. De manera similar nuestro grupo investigé la respuesta a AMP en 28

adultos con rinitis alérgica no asociada a asma bronquial®’

y comparo6 los resultados con
los obtenidos en 10 controles sanos. Se objetivd que 10 de los 28 sujetos con rinitis
alérgica manifestaron valores de PCyp AMP < 400 mg/ml mientras que ninguno de los

controles sanos experimento hiperrespuesta bronquial a este agonista broncoconstrictor.

En consecuencia, los resultados de nuestro estudio, en lo que se refiere a
diferencias en la sensibilidad bronquial a metacolina entre pacientes con alergia a
inhalantes y sujetos sanos, son concordantes con los publicados por otros autores en
pacientes con rinoconjuntivitis o asma. Sin embargo, nuestros resultados aportan la
observacion adicional de que la sensibilidad bronquial a cada uno de los dos agonistas
broncoconstrictores estaba incrementada en los pacientes alérgicos incluso cuando los

mismos no estaban expuestos a los alérgenos sensibilizantes.

Estos resultados demuestran claramente que los efectos de la exposicion
alergénica sobre la sensibilidad bronquial son permanentes y pueden detectarse meses
después de cesar la misma. Ademas, si se acepta que la sensibilidad a metacolina induce
alteraciones estructurales persistentes en las vias aéreas, mientras que la sensibilidad a
AMP es consecuencia de procesos inflamatorios agudos en la pared bronquial®®>*%,
nuestros resultados sugieren que la exposicidén alergénica induce tanto inflamacién
persistente como cambios estructurales en la pared bronquial, que podrian facilitar la

broncoconstriccion incluso durante periodos de ausencia de exposicion.

En nuestra opinion, los resultados comentados previamente contradicen algunas
afirmaciones axiomaticas. Por ejemplo, utilizando un modelo de exposicion alergénica
en el laboratorio (la denominada prueba de provocacion bronquial con alérgenos),
Cockceroft y colaboradores'®, asi como otros autores’®, comunicaron incrementos
transitorios de la sensibilidad bronquial a metacolina e histamina exclusivamente en

aquellos pacientes asmaticos que presentaban una respuesta dual a la provocacion
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alergénica (respuesta inmediata y tardia), pero no en aquellos que experimentaban una
respuesta inmediata aislada. No obstante, muchos de nuestros pacientes sufrian
Unicamente rinoconjuntivitis y, en esta poblacidn, las respuestas duales a la provocacion
alergénica se observan menos frecuentemente que en el asma. A pesar de ello, nuestros
pacientes, como grupo, presentaban un incremento de la sensibilidad a metacolina,
incluso tras un periodo prolongado de ausencia de exposicion alergénica. Una probable
explicacion para esta aparente discordancia pudiera ser que la prueba de provocacion
con el alérgeno en el laboratorio se parece muy poco a la exposicion natural. Durante la
prueba de provocacién bronquial en el laboratorio, el paciente se expone a altas
concentraciones alergénicas liberadas directamente a la boca mediante un nebulizador.
Por el contrario, durante el periodo de exposicion natural al alérgeno, el paciente se
expone a concentraciones mas pequefias, pero reiteradas, del estimulo pro-inflamatorio.
No debe resultar extrafo, por tanto, que los efectos de la exposicidn alergenica sobre la
hiperrespuesta bronquial puedan ser distintos cuando el paciente se expone naturalmente
a estos agentes y cuando lo hace de manera artificiosa en el laboratorio durante la
prueba de provocacion bronquial. La aceptacion de la equivalencia de ambas situaciones

puede conducir a conclusiones erroneas.

Por ejemplo, los resultados de algunos estudios demostraron que, en los
pacientes con asma alérgica, el tratamiento con salmeterol durante un periodo corto de
tiempo (6 dias) se asociaba con un incremento significativo de la respuesta bronquial a

la inhalacion del alérgeno en el laboratorio®®

. Ademas, en otro estudio realizado por el
mismo grupo de investigadores, se encontrd que el tratamiento regular con salbutamol
incrementaba la respuesta asmatica tardia a la prueba de provocacion bronquial con el
alérgeno inhalado en el laboratorio y los aumentos asociados en la reactividad bronquial
a agonistas broncoconstrictores directos'®*. Como consecuencia de esto, se postuld la
hipdtesis de que, en los pacientes con asma alérgica, la utilizacién de B-adrenérgicos
inhalados durante los periodos de exposicion alergénica podria asociarse con

|185.

incrementos de la hiperrespuesta bronguia Sin embargo, estudios posteriores

126

demostraron que ni el tratamiento con salmeterol solo™ ni con el farmaco asociado a

fluticasona inhalada’® inducfa incrementos relevantes de la hiperrespuesta bronquial a
agonistas directos o indirectos, durante los periodos de exposicion natural a los

alérgenos sensibilizantes. Estos resultados demuestran claramente que el modelo de
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exposicion alergénica en el laboratorio, durante la prueba de provocacion bronquial, no

puede utilizarse para predecir las consecuencias de la exposicion natural a estos agentes.

Nuestra observacion de que los pacientes con alergia a inhalantes con
rinoconjuntivitis asociada 0 no a asma presentan un incremento de la respuesta
bronquial a metacolina y a AMP, no solo durante los periodos de exposicion alergénica
sino incluso al cabo de méas de 6 meses sin exposicion a estos agentes, demuestra
claramente que los efectos pro-inflamatorios de los alérgenos inhalados son persistentes
Yy NO necesariamente se asocian con sintomas respiratorios ni con obstruccion al flujo
aereo. Esto permite dudar de la pertinencia de una segunda afirmacion universalmente
aceptada acerca del papel de los alérgenos en el asma. Se acepta que Unicamente
aquellos alérgenos cuya presencia se asocia con sintomas de asma, en los pacientes
sensibilizados, y con deterioros significativos de la funcion pulmonar pueden
considerarse relevantes en la génesis del proceso en estos individuos. No obstante, ni
nuestros pacientes con rinoconjuntivitis aislada ni aquellos que presentaban también
asma manifestaban sintomas o deterioro de la funcion pulmonar durante el periodo de
ausencia de exposicion alergénica. Sin embargo, incluso en este periodo de ausencia de
exposicion alergénica podian identificarse incrementos de la respuesta bronquial a
agonistas directos e indirectos en muchos de estos individuos. Esto sugiere que la
capacidad de los alérgenos inhalados para inducir sintomas de asma y obstruccion al
flujo aéreo no tiene relacion con los efectos de estos agentes sobre la hiperrespuesta
bronquial. Puede dudarse, por tanto, de que la sensibilizacion alérgica a productos no
relacionados con la génesis de sintomas o con el deterioro funcional pueda catalogarse

como clinicamente irrelevante.

Las diferencias encontradas en este estudio en la intensidad de la sensibilidad
bronquial a metacolina y a AMP entre pacientes con alergia al polen e individuos sanos
parecen contradecir los resultados de un estudio previo realizado por nuestro grupo. En
el mismo®, se compararon los valores de PCy, obtenidos con metacolina y con AMP en
14 pacientes polinicos testados durante un periodo de exposicion alergénica y durante
un periodo de ausencia de exposicion, con los obtenidos en 10 individuos sanos. Los
resultados demostraban que la sensibilidad a metacolina y a AMP fuera de la estacion
polinica era similar en los pacientes con alergia al polen y en los controles sanos. Las

causas de las diferencias entre los resultados obtenidos en este estudio previo® y los
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identificados en la presente tesis no son evidentes, pero pudieran deberse en gran
medida a las diferencias en las caracteristicas de las poblaciones estudiadas. En nuestro
estudio previo se seleccionaron pacientes con rinitis alérgica polinica que presentaban
valores de PC,, metacolina < 25 mg/ml y de PC,y AMP < 400 mg/ml en la exploracién
realizada durante el periodo de exposicion alergénica. Por el contrario, en la presente
investigacion se seleccionaron pacientes con alergia al polen, independientemente de la
presencia e intensidad de la respuesta broncoconstrictora a los dos agonistas y de las
consecuencias clinicas de la sensibilizacion (rinoconjuntivitis sola o bien
rinoconjuntivitis asociada a asma). Al menos teéricamente, el comportamiento de las
poblaciones de pacientes alérgicos seleccionados en cada uno de los estudios pudiera no
ser idéntico, pues el incremento de la sensibilidad bronquial en el grupo de pacientes
con rinoconjuntivitis asociada a asma pudiera ser mas persistente que el identificado en

los pacientes con solo rinoconjuntivitis.

Deliberadamente no hemos comparado los valores de PCy, obtenidos en nuestros
pacientes con rinoconjuntivitis asociada a asma y en el grupo control sano, pues el
namero de pacientes con estas caracteristicas es demasiado pequefio. No obstante,
algunos de nuestros resultados no parecen apoyar la hipdtesis de una menor reduccion
del grado de sensibilidad bronquial a los agonistas en el grupo con rinitis asociada a
asma, una vez cesa la exposicion alergénica. Cuando hemos comparado la intensidad de
la reduccién de la sensibilidad bronquial a metacolina en el grupo de pacientes con
rinoconjuntivitis aislada y en aquellos en los que la afectacion naso-ocular se asociaba a
asma (tabla 10 y figura 41), no hemos podido identificar diferencias de comportamiento
entre los dos grupos de pacientes. Sin embargo, el incremento de los valores de PCy
AMP (reduccién de la sensibilidad bronquial) tras cesar la exposicion alergénica era
significativamente mayor en el grupo de pacientes con rinoconjuntivitis alérgica
asociada a asma que en aquellos que presentaban rinoonjuntivitis aislada (tabla 12 y
figura 50). Indirectamente, estas observaciones sugieren que los efectos de la exposicion
alergénica sobre la hiperrespuesta bronquial a agonistas broncoconstrictores directos
son mas persistentes que los observados sobre la respuesta a agonistas indirectos. Este
hallazgo es perfectamente concordante con el concepto de que el incremento de la
respuesta bronquial a metacolina (un broncoconstrictor directo) es consecuencia de

alteraciones persistentes de la estructura bronquial, mientras que la respuesta a AMP

147



Tesis doctoral Discusién

estd generada por cambios inflamatorios mas agudos y menos persistentes a lo largo del
tiempo.
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V1. 1. b. Respuesta maxima:

Las diferencias en el grado de respuesta méxima a metacolina entre pacientes
sensibilizados a inhalantes e individuos sanos se identificaron hace ya algunos afios.
Diferentes estudios demostraron que los pacientes asmaticos solo excepcionalmente
muestran meseta de respuesta maxima (plateau) cuando son estimulados con
concentraciones altas de metacolina inhalada*®"®*®’ 1#8 por el contrario, esta meseta de
respuesta maxima se detecta méas frecuentemente, aunque no sistematicamente, en los
individuos no asmaticos con rinitis alérgica®'®. Ademas, en los pacientes no asméticos
con rinitis alérgica, el grado de obstruccién que es necesario inducir para identificar
plateau es intermedio entre el que se observa en los asmaticos y en los sujetos

sanos?®®°,

Nuestros resultados confirman todos estos hallazgos. Adicionalmente, en
nuestros pacientes alérgicos al polen, estas diferencias en el nivel de plateau en
respuesta a metacolina con respecto a los sujetos sanos, eran evidentes durante el
periodo de exposicion alergénica, pero no alcanzaban la significacion estadistica
(p=0,09) fuera de la exposicion alergénica. Este hallazgo puede ser consecuencia de un
error estadistico tipo Il (pequefio numero de sujetos estudiados), pues el tamafio de
muestra se calculé para que el estudio tuviese suficiente poder para identificar
modificaciones en el nivel de plateau durante el periodo de exposicion alergénica, pero
no para detectar diferencias en el nivel de plateau entre diferentes poblaciones de

sujetos.

No obstante, independientemente de la causa para explicar esta ausencia de
diferencias en el nivel de plateau entre controles sanos y sujetos alérgicos estudiados
durante un periodo de ausencia de exposicion alergénica, nuestros resultados sugieren
que la meseta de respuesta maxima, obtenida mediante la inhalacién de agonistas
broncoconstrictores directos, tiende a normalizarse tras cesar la exposicion alergénica

en mayor medida que la sensibilidad.
Los mecanismos que incrementan la sensibilidad bronquial (pre-yuncionales) y

los que aumentan el nivel de respuesta maxima (post-yuncionales) no estan

definitivamente establecidos'’®. No obstante, independientemente de los mecanismos
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que generan cada uno de estos dos tipos de alteraciones de la hiperrespuesta bronquial,

nuestros resultados sugieren que los mismos son al menos parcialmente independientes.

Ademas, parece evidente que los efectos pro-inflamatorios y las alteraciones
estructurales generadas por los alérgenos inhalados se traducen en modificaciones de los
mecanismos pre y post-yuncionales involucrados en la génesis de la hiperrespuesta
bronquial, pero que los cambios en las alteraciones post-yuncionales son menos
persistentes. Sin embargo, nuestro estudio no fue disefiado para investigar los
mecanismos que generan cada uno de estos componentes de la hiperrespuesta bronquial
y la interpretacion del origen de estas diferencias en su comportamiento, tras cesar el

estimulo pro-inflamatorio deben confirmarse en futuros estudios.

Las caracteristicas de la meseta de respuesta maxima a los agonistas
broncoconstrictores indirectos, en los pacientes con alergia a inhalantes, han recibido
una menor atencion. En nuestro estudio, hemos demostrado que puede identificarse
plateau en las curvas concentracion-respuesta obtenidas con AMP en una proporcion de
pacientes alérgicos a inhalantes similar a la detectada con metacolina. Sin embargo,
algunos pacientes presentaban plateau en las curvas dosis-respuesta obtenidas con un
agonista, pero no en las generadas con el otro. Estos hallazgos confirman observaciones
previas de nuestro grupo que constataban que el plateau en respuesta a metacolina y a

AMP no se identificaba exactamente en los mismos pacientes**.

En nuestros pacientes con alergia a inhalantes, el grado de deterioro del FEV;
necesario para identificar plateau con AMP era significativamente mayor que el
requerido en los controles sanos, tanto en la exploracion realizada durante el periodo de
exposicion alergénica como fuera del periodo de exposicién. La posibilidad de
identificar plateau en las curvas concentracion-respuesta obtenidas con AMP ha sido
descrita previamente*, pero este es el primer estudio en el que se ha comparado el
grado de obstruccion al que se detecta plateau en pacientes alérgicos testados durante
un periodo de exposicion alergénica y al finalizar el mismo, con el requerido para
identificar esta meseta de respuesta maxima en los sujetos sanos. Nuestros resultados
claramente demuestran diferencias en el nivel de plateau entre las dos poblaciones,

independientemente de la exposicion alergénica.
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Ademas, estas diferencias en el plateau obtenido con AMP entre poblacion
alérgica e individuos sanos parecian méas persistentes que las observadas con metacolina

pues eran evidentes durante el periodo de ausencia de exposicion alergénica.

Todo esto parece sugerir que los mecanismos que generan la respuesta maxima a
cada uno de los dos agonistas no necesariamente son idénticos. Més concretamente, la
respuesta broncoconstrictora a metacolina estd mediada por un efecto directo del
agonista sobre los receptores muscarinicos localizados en el musculo liso bronquial®®?,
mientras que la respuesta broncoconstrictora a AMP es consecuencia de los efectos del
agonista sobre receptores A2b localizados en mastocitos, con la consiguiente activacion
de dichas células y la liberacion de agonistas broncoconstrictores, como histamina,

prostaglandinas y leucotrienos, que generan la broncoconstriccion®>*°°,

El comportamiento parcialmente diferente de las modificaciones de la respuesta
méxima inducidas por cada uno de los dos agonistas, tras cesar el estimulo pro-
inflamatorio, sugiere que los dos broncoconstrictores no estan necesariamente
identificando alteraciones idénticas en la pared bronquial. Sin embargo, esto debe
estudiarse mediante estudios que bloqueen la respuesta a AMP a diferentes niveles,
desde la estimulacion mastocitaria (B-adrenérgicos inhalados) hasta los efectos de los
diversos broncoconstrictores liberados (antihistaminicos, antagonistas del receptor para

cisteinil-leucotrienos).
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VI. 1. c. Atrapamiento aéreo:

Como se ha indicado previamente, los agonistas broncoconstrictores inducen
obstruccién al flujo aéreo progresivamente creciente y, como consecuencia de la misma,
se generan incrementos del volumen residual®. Este incremento del volumen residual
ocurre como consecuencia del cierre de las vias aéreas distales’’’ y se denomina

atrapamiento aéreo.

Evidentemente, los incrementos del volumen residual, en el curso de la
broncoconstriccion aguda, se asocian con reducciones proporcionales de la FVC v,
asumiendo que durante la broncoconstriccion inducida experimentalmente en el

177

laboratorio la capacidad pulmonar permanece constante™"’, el atrapamiento aéreo puede

estimarse cuantitativamente mediante los descensos de la FVC.

Se ha postulado que los cambios en la FVC pueden representar un método

indirecto para identificar la meseta de respuesta maxima®*??

, pero los resultados de un
estudio reciente no han podido confirmarlo®®. Independientemente de la relacién entre
los deterioros de la FVC inducidos por los broncoconstrictores inhalados y el nivel del
plateau obtenido con los mismos, parece claro que la identificacion de la capacidad de
los broncoconstrictores para inducir atrapamiento aéreo puede aportar informacion
complementaria a la obtenida midiendo exclusivamente los deterioros del FEV;
inducidos por estos agentes®. Por este motivo, en el presente estudio no solo hemos
estudiado los efectos de cada uno de los agonistas sobre el FEV1, sino también sobre la

FVC.

Nuestros resultados demuestran que, como era de esperar, los dos agonistas
inhalados inducian un mayor grado de atrapamiento aéreo en los pacientes
sensibilizados a inhalantes que en los sujetos sanos. Ademas, estas diferencias en el
grado de atrapamiento aéreo inducido por los dos agentes eran significativas tanto para
la exploracién realizada durante el periodo de exposicion alergénica como en la
practicada durante el periodo de ausencia de exposicidn a los alérgenos. Como se ha
indicado, estas diferencias se observaban con cada uno de los dos agonistas, pero eran
mas evidentes en el caso de la metacolina. Indudablemente, esto puede deberse a que la
metacolina inducia una obstruccién (deterioro del FEV;) significativamente mayor que

AMP en los pacientes polinicos.
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VI. 2. Modificaciones de la hiperrespuesta bronquial inducidas por la exposicién

alergénica

Una de las mayores dificultades metodoldgicas para atribuir las modificaciones
de la hiperrespuesta bronquial a una intervencion concreta reside en la necesidad de que
la funcion pulmonar basal sea similar en cada uno de los momentos en que se realiza la
exploracion con el agonista broncoconstrictor. De otra manera, los cambios atribuidos a
la intervencion pudieran deberse, al menos en parte, a las modificaciones de la funcion

pulmonar®®1%*,

Este aspecto se ha cuidado especialmente en nuestro estudio y ha sido uno de los
motivos fundamentales para seleccionar pacientes no asmaticos o individuos con asma
muy leve. De esta manera hemos conseguido que los dos parametros funcionales
utilizados para evaluar la respuesta a los broncoconstrictores en nuestros pacientes

(FEV: y FVC) fueran similares durante los dos periodos de estudio.

Sin duda, este es uno de los puntos mas cruciales del disefio del presente estudio,
pues permite afirmar que las diferencias en la respuesta a los agonistas, encontradas en
los dos periodos de estudio, son consecuencia de la intervencion (en nuestro caso, la
exposicion alergénica) y no se deben a factores de confusion como los cambios en los
valores basales del FEV; u otros mas facilmente controlables, como las infecciones
respiratorias o los cambios en el tratamiento de la enfermedad. Estos ultimos factores de
confusién tampoco estuvieron presentes en la poblacion de pacientes alérgicos

estudiada.
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VI. 2. a. Modificaciones de la sensibilidad bronquial:

Los efectos de la exposicion natural a los alérgenos sobre la sensibilidad
bronquial a metacolina y a AMP se conocen con bastante detalle. Diferentes estudios
han demostrado que, en pacientes con rinitis alérgica asociada o no a asma, la
exposicion natural al alérgeno se asocia con incrementos significativos de la
sensibilidad bronquial a metacolina® y a AMP®*%, Nuestros resultados confirman todas
estas observaciones y aportan informacion original acerca de las diferencias en la
modificacion de este parametro entre pacientes con Unicamente rinoconjuntivitis y

aquellos que presentan asma asociada.

En nuestros pacientes con rinoconjuntivitis asociada a asma, la exposicion
natural al alérgeno inducia incrementos significativos de la sensibilidad bronquial a
metacolina, mientras que los cambios no alcanzaban la significacion estadistica en el
grupo de pacientes con rinoconjuntivitis alérgica sin asma. Sin embargo, las
modificaciones de la sensibilidad bronquial a metacolina no fueron significativamente
diferentes en ambos grupos de pacientes, lo que parece sugerir que el menor grado de
incremento de la sensibilidad en el grupo de pacientes con rinoconjuntivitis aislada
pudiera ser consecuencia del alto numero de individuos de esta poblacion que
presentaba valores censurados de PCy en ambos periodos. Esta interpretacion se ve
apoyada experimentalmente por los resultados de un estudio previo que demostraba que
los pacientes con rinoconjuntivitis polinica sin asma, que no presentaban valores
censurados de PCy en la exploracion realizada durante la estacion del polen,
presentaban incrementos significativos de la sensibilidad bronquial a metacolina durante

el periodo de exposicion alergénica®.

Por otra parte, y de manera similar a lo observado con metacolina, nuestros
pacientes asmaticos con rinoconjuntivitis asociada presentaban incrementos
significativos de la sensibilidad bronquial a AMP durante el periodo de exposicion
alergénica, mientras que los mismos no alcanzaban la significacion estadistica en el
grupo de pacientes que presentaba rinoconjuntivitis pero no asma. Como en el caso de
la metacolina, estos resultados pueden deberse a un error estadistico tipo Il o a la
importante proporcion de pacientes con rinoconjuntivitis aislada que presentaba valores
censurados para la PC,o AMP. Con este broncoconstrictor al contrario de lo observado

con metacolina, las modificaciones de la sensibilidad bronquial eran significativamente
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mayores en los pacientes asmaticos que en los individuos con rinoconjuntivitis aislada.
Estos resultados son concordantes con observaciones previas que sugerian una mayor
capacidad de AMP para identificar incrementos de la inflamacion bronquial

aguda58,59,60

, pero los mismos deben confirmarse mediante estudios similares al nuestro,
comparando los efectos de la exposicion alergénica en una poblacion de pacientes con
asma asociada a rinoconjuntivitis y en otra con rinoconjuntivitis sin asma, pero con

incrementos de la sensibilidad bronquial.
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VI. 2. b. Modificaciones de la respuesta maxima:

Como se ha indicado previamente, los mecanismos que generan los incrementos
de la sensibilidad bronqguial a los agonistas broncoconstrictores (pre-yuncionales) y los
que inducen los aumentos de la meseta de respuesta maxima a los mismos agentes
(post-yuncionales) son, al menos parcialmente, diferentes. Por este motivo resulta
especialmente interesante identificar las alteraciones post-yuncionales inducidas por los

estimulos pro-inflamatorios, como la exposicion alergénica.

En nuestros pacientes alérgicos al polen, el grado de deterioro del FEV; que era
necesario inducir para identificar plateau era significativamente mayor durante el
periodo de exposicion alergénica que en ausencia de exposicion ambiental a los
alérgenos. Ademas, estos incrementos en el nivel de plateau se observaban tanto para
metacolina como para AMP. Estos resultados sugieren que la exposicion alergénica
induce modificaciones significativas de las alteraciones estructurales relacionadas con la

generacion de los cambios post-yuncionales de la hiperrespuesta bronquial.

Los incrementos en el nivel de plateau a metacolina durante la exposicion
alergénica, observados en el presente estudio, confirman los obtenidos en estudios
previos realizados en nuestro centro. Tanto en pacientes con asma®® como en individuos

con rinitis alérgica®"®

por polen, la exposicidn natural a estos alérgenos se asociaba con
incrementos significativos del grado de deterioro del FEV; que era necesario inducir

para identificar respuesta maxima.

Sin embargo, no existe informacion en la literatura acerca de los efectos de la
exposicion alergénica sobre la meseta de respuesta maxima a AMP. Nuestros resultados
demuestran que las modificaciones del nivel de plateau observadas para este Gltimo
agonista broncoconstrictor son similares a las identificadas para metacolina. Estos
hallazgos parecen bastante coherentes con el concepto generalmente aceptado de que las
alteraciones post-yuncionales (modificaciones de la interrelacion entre vias aéreas y
parénquima circundante) dependen de la accion directa de mediadores
broncoconstrictores (histamina, leucotrienos) sobre receptores especificos localizados

en el masculo liso bronquial, pero no de la estimulacién de células inflamatorias.
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Por otra parte, los cambios en el nivel de plateau detectados con metacolina y
con AMP eran de magnitud similar en los asmaticos y en los pacientes con
rinoconjuntivitis sin asma. Esta observacion es concordante con la hipotesis de que los
mecanismos que regulan la intensidad de esta respuesta maxima dependen mas de la
inflamacion activa y de las alteraciones estructurales presentes en las vias aéreas de
cada paciente (con el consiguiente desequilibrio en la interrelacion pared bronquial-
parénquima) que de mecanismos pre-yuncionales, como la capacidad del
broncoconstrictor para alcanzar los lugares de accidn o de la permeabilidad selectiva del

epitelio bronquial para cada agonista.
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VI. 2. c. Modificaciones del atrapamiento aéreo:

En el presente estudio se ha analizado el efecto de la exposicion natural al
alérgeno sobre el grado de atrapamiento aéreo inducido por cada agonista
broncoconstrictor. Nuestros resultados demuestran claramente que la exposicion natural
a los alérgenos no se asocia con modificaciones del grado de atrapamiento aéreo
inducido por metacolina o por AMP. Estos hallazgos confirman y amplian los obtenidos
en investigaciones previas que demostraron que, en pacientes con rinitis alérgica
estacional, el cambio medio en la relacién FEV1/FVC con la concentracion més alta de
metacolina no era significativamente diferente durante la estacion polinica y fuera de la

estacion?.

Sin embargo, este es el primer estudio en el que se ha investigado el efecto de la
exposicion alergénica sobre el atrapamiento aéreo inducido por AMP. Nuestros
resultados demuestran que, de manera similar a lo que se observa con metacolina, la
exposicion natural a los alérgenos no se asocia con modificaciones significativas en el

atrapamiento aéreo inducido por AMP.

Los mecanismos que regulan el grado de atrapamiento aéreo inducido por los
broncoconstrictores inhalados no estdn definitivamente establecidos. No obstante,
parece logico aceptar que los efectos de la exposicion alergénica sobre el atrapamiento
inducido por metacolina y por AMP ocurren como consecuencia del incremento del
grado de inflamacién inducido por estos agentes. En consecuencia, cabria esperar que la
exposicion alergénica se asociase con aumentos significativos del grado de atrapamiento
aéreo inducido por los agonistas broncoconstrictores, de manera similar a lo que se
observa con el grado de sensibilidad bronquial y con el grado de obstruccion que es
necesario inducir para identificar respuesta maxima. Esta creencia viene apoyada
ademas por los resultados de estudios previos que demostraban que los farmacos
antiinflamatorios, como los esteroides inhalados, inducian reducciones significativas en
el grado de atrapamiento aéreo inducido por metacolina*’’ y que los pacientes asméticos
tratados con esteroides inhalados presentaban un grado de atrapamiento en respuesta a
metacolina significativamente menor que el observado en los asmaticos no tratados con

estos farmacos®,
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¢Como puede explicarse que la exposicion natural a los alérgenos se asocie con
incrementos significativos de la sensibilidad bronquial y del nivel de plateau en
respuesta a agonistas broncoconstrictores directos e indirectos, sin cambios
concomitantes en el grado de atrapamiento aéreo inducido por cada agonista? La
respuesta a esta pregunta no es evidente, pero pueden proponerse algunas hipotesis. Se
ha postulado que los cambios inflamatorios en las vias aéreas son mas importantes en la

192 Ademas, en los

modulacion del calibre de las vias aéreas distales que de las centrales
individuos con funcién pulmonar normal, como los incluidos en el presente estudio, el
FEV; refleja el flujo espiratorio a volimenes pulmonares altos o intermedios, que estan
probablemente determinados por el calibre de las vias aéreas relativamente grandes,
mientras que el RV (y la reduccion consiguiente de la FVC) estd probablemente
determinado por el cierre de las vias aéreas distales'’’. Si estos postulados son correctos,
los resultados del presente estudio parecen sugerir que las consecuencias de la
exposicion natural a los alérgenos se expresan predominantemente en las vias aéreas
grandes. Esta conclusion es concordante con los cambios identificados en el Oxido
nitrico exhalado (como marcador de inflamacién) en los pacientes estudiados. Como se
analizara posteriormente, nuestros pacientes sensibilizados a alérgenos polinicos
experimentaban incrementos significativos del 6xido nitrico bronquial durante el
periodo de exposicion alergénica, pero no mostraban modificaciones del 6xido nitrico
alveolar durante el mismo periodo. Todo esto es concordante con un efecto pro-

inflamatorio selectivo de los alérgenos sobre las vias aéreas proximales.

Indudablemente, el efecto pro-inflamatorio selectivamente proximal de la
exposicion alergénica, identificada en los pacientes polinicos, pudiera no ser
generalizable para otros alérgenos como los procedentes de acaros o de epitelios
animales o para otros alérgenos perennes. En todas estas situaciones, la exposicién
alergénica es mucho mas prolongada que en el caso del polen y el tamafio de las
particulas alergénicas inhaladas puede ser mas pequefio. Por tanto, no es posible
descartar que alérgenos diferentes de los po6lenes puedan inducir alteraciones en vias
aéreas distales, con el consiguiente cierre precoz de las mismas e incremento del grado
de atrapamiento aéreo inducido por los agonistas broncoconstrictores. Estos aspectos

deben aclararse en futuros estudios.

159



Tesis doctoral Discusién

Por otra parte, se ha sugerido que los cambios en la FVC pueden representar un

método indirecto para identificar la respuesta maxima®-?>%

, Sin el riesgo inherente a la
necesidad de inducir los grados intensos de obstruccion requeridos a menudo para medir
directamente la misma. El fundamento tedrico de esta relacion entre el deterioro de la
FVC vy la respuesta maxima a los agonistas broncoconstrictores reside en la observacion
de que el volumen pulmonar al que se mide la broncoconstriccién afecta de manera
decisiva a la curva dosis-respuesta obtenida con metacolina. Mas concretamente, el
estrechamiento de la via aérea es mayor a volimenes pulmonares bajos, mientras que a
volumenes pulmonares altos, el estrechamiento de la via aérea es menor que el valor

correspondiente a la capacidad residual funcional*®*.

Por otra parte, el fundamento experimental de la capacidad de los cambios en la
FVC para determinar de manera indirecta el nivel del plateau proviene de un estudio
realizado en nifios con asma, en el que los autores encontraron una relacion significativa
entre el nivel del plateau identificado con metacolina y la reduccion de la FVC inducida
por el agente broncoconstrictor'®. Sin embargo, los resultados de un estudio reciente
parecen contradecir esta postulada relacion entre los deterioros de la FVC inducidos por
los agonistas broncoconstrictores y el nivel al que se identifica plateau en respuesta a
los mismos. En este estudio™’, se analiz la relacion entre la respuesta maxima a
metacolina 0 a AMP y el grado de atrapamiento aéreo inducido por cada agonista,
identificado mediante los deterioros de la FVC, en un grupo de 41 pacientes con asma
intermitente y 26 pacientes no asmaticos con rinitis alérgica. Ademas se estudio el
efecto de la exposicion natural al alérgeno sobre el atrapamiento aéreo y sobre el nivel
del plateau a metacolina y a AMP en 18 pacientes con sensibilizacion alérgica a polenes
y manifestaciones de rinitis asociada o no a asma. Los resultados demostraban
claramente que los cambios en la FVC inducidos por metacolina o por AMP no se
correlacionaban significativamente con el nivel del plateau identificado con cada
agonista. Ademas, y de manera similar a lo que se observé en la presente tesis doctoral,
la exposicion natural al alérgeno inducia incrementos significativos en el nivel del
plateau, sin modificaciones concomitantes del grado de atrapamiento aéreo inducido

por el agonista.

Los resultados del presente estudio confirman los obtenidos previamente por

nuestro grupo™®® y sugieren que los cambios en la FVC inducidos por un agonista
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broncoconstrictor directo o indirecto no pueden utilizarse con garantias para identificar

la presencia o el grado de obstruccion al que se detecta la respuesta maxima.

Estos resultados contradicen los obtenidos previamente por Yu vy
colaboradores'® 'y pueden aportarse varias explicaciones para explicar esta
discordancia. Una de ellas pudiera ser la diferencia en las caracteristicas de los pacientes
estudiados. En nuestro estudio se seleccionaron pacientes adultos con rinitis alérgica
asociada o no a asma intermitente y, como se ha indicado previamente, estos criterios de
seleccidn se utilizaron con la finalidad de facilitar la identificacion de respuesta maxima
en una proporcion alta de los pacientes estudiados y de obtener suficiente variacion de
los valores del nivel del plateau. Por el contrario, Yu et al'® estudiaron nifios con asma.
Sin embargo, no parece que este aspecto pueda ser relevante para explicar las
diferencias entre los resultados obtenidos en cada uno de los estudios, pues los
hallazgos fueron idénticos cuando Unicamente analizamos los obtenidos en nuestros
pacientes con asma. Otras razones para explicar las discrepancias entre los resultados
obtenidos por Yu et al'® y los nuestros pudieran ser las diferencias en el grado de
actividad de la enfermedad en los pacientes estudiados. Nuestros pacientes parecian

tener asma de menor severidad que los estudiados por Yu et al*®.

Independientemente de los motivos para explicar estos resultados discordantes,
nuestro estudio aporta hallazgos similares para la relacion entre el deterioro de la FVC y
el nivel del plateau tanto para metacolina como para AMP. Esto confiere mayor
consistencia a nuestros datos y demuestra claramente que esta diferencia en el
comportamiento del atrapamiento aéreo y del nivel del plateau en respuesta a un
estimulo pro-inflamatorio es una caracteristica de la poblacion de pacientes con alergia
a inhalantes y no una consecuencia del mecanismo mediante el que cada uno de los
agonistas induce broncoconstriccion. Sin embargo, para poder generalizar las
conclusiones del presente estudio al respecto de los mecanismos que generan el
atrapamiento aéreo y su relacién con la respuesta maxima, los resultados del presente
estudio deben confirmarse en pacientes sensibilizados a alérgenos diferentes de los

polenes.
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VI. 2. d. Diferencias en los efectos de la exposicion alergénica sobre la respuesta a
cada broncoconstrictor:

En nuestro grupo de pacientes con alergia al polen, hemos comparado los efectos
de la exposicién natural a los alérgenos sobre la respuesta a metacolina con los

observados sobre la respuesta a AMP.

Los resultados demuestran, por primera vez, que los cambios en la respuesta a
los dos agonistas, inducidos por la exposicion alergénica, son de magnitud similar tanto
en lo que se refiere a la sensibilidad bronquial como al atrapamiento aéreo y a la meseta
de respuesta maxima. Estos resultados sugieren que los dos broncoconstrictores son
similarmente sensibles a los efectos de un estimulo pro-inflamatorio agudo y parecen
sugerir que ambos tienen una sensibilidad similar para identificar inflamacion aguda.
Aparentemente esto parece discordante con la creencia de que AMP es un
broncoconstrictor méas sensible para identificar inflamacion aguda que metacolina®®>°.
Sin embargo, nuestro estudio no fue disefiado para identificar diferencias en el
comportamiento de la respuesta a cada agonista tras el estimulo alergénico vy, por este

motivo, estos hallazgos no deben considerarse como definitivamente establecidos.

Por otra parte, otros datos obtenidos en el presente estudio sugieren que los dos
broncoconstrictores no identifican exactamente las mismas alteraciones en las vias
aéreas 0 en la relacion entre las mismas y el parénquima pulmonar. Tanto en la
exploracion realizada durante la estacion polinica como en la llevada a cabo en ausencia
de exposicion alergénica, se ha encontrado una correlacion significativa entre los
valores de PCy y de la meseta de respuesta maxima, obtenidos con cada agonista. Sin
embargo, no pudo detectarse relacion entre los deterioros de la FVC inducidos por cada
broncoconstrictor en ninguno de los dos periodos del estudio. Ademas, los efectos de la
exposicion alergénica sobre la PCy, nivel del plateau y valores de la pendiente de la
FVC vs FEV;, obtenidos con cada agonista, no estaban relacionados. Estos resultados
sugieren que los cambios inducidos por el estimulo inflamatorio en la sensibilidad
bronquial, limite para la broncoconstriccion y atrapamiento en respuesta a agonistas
directos son diferentes a los observados con un broncoconstrictor indirecto. En
consecuencia, la informacion aportada por ambos tipos de broncoconstrictores no es

redundante y puede ser complementaria.
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V1. 3. Oxido nitrico exhalado

La identificacion de alteraciones en los valores de éxido nitrico exhalado en
diferentes procesos respiratorios representd una revolucion y desde hace afios se ha
recomendado utilizar este pardmetro para ampliar la informacion obtenida por otros
métodos en pacientes con diferentes patologias respiratorias'®*'%. En el caso del asma,
diferentes estudios han encontrado concentraciones de Oxido nitrico exhalado

significativamente mas altas que las obtenidas en poblacion sana™®*%.

Los estudios iniciales se realizaron utilizando un flujo espiratorio de 50
ml/segundo, lo que aportaba informacion acerca de la concentracion total de Oxido
nitrico generado en las vias aéreas intrapulmonares, pero no permitia identificar si este
marcador en el aire exhalado procedia de los segmentos proximales del pulmon (vias
aereas proximales) o de la porcion mas distal del mismo (alveolos). Utilizando un
modelo bicompartimental y calculos matematicos relativamente complejos es posible
obtener una estimacion de la concentracion de 6xido nitrico bronquial (J’awno) Yy del

6xido nitrico alveolar (CAno) #8384,

Algunos datos experimentales sugieren que el 6xido nitrico es un marcador de

inflamacién bronquial®®*® 120

, mientras que otros no han podido confirmarlo™". A pesar de
esta discordancia, generalmente se acepta que la concentracion de oxido nitrico en el
aire exhalado es un reflejo directo del grado de inflamacion bronquial. Al menos
tedricamente, la determinacidn de la concentracion de 6xido nitrico bronquial y alveolar

permitiria conocer la localizacion del proceso inflamatorio.

Estudios previos han encontrado que tanto los pacientes no asmaticos con rinitis
alérgica polinica, como los individuos con rinitis polinica asociada a asma presentan
concentraciones de Oxido nitrico exhalado significativamente mas elevadas que los
sujetos sanos, cuando las determinaciones se realizan durante un periodo de exposicion

HL1Z8I98197 o hien en ausencia de exposicion a los alérgenos™'*. Nuestros

alergénica
resultados confirman estas observaciones. Ademas, nuestro estudio aporta la
observacion original de que los incrementos de 6xido nitrico exhalado en esta poblacién

de pacientes polinicos ocurren como consecuencia del éxido nitrico generado en las vias
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aereas proximales, sin contribucion del generado en las vias aéreas mas distales y en los

alveolos.

La presencia de concentraciones elevadas de 6xido nitrico bronquial en nuestros
pacientes con alergia al polen, incluso durante periodos de ausencia de exposicion
alergénica, sugiere que la informacion bronquial estd presente incluso cuando los
pacientes no estan expuestos a los alérgenos relevantes. No obstante, nuestro estudio
tiene algunas limitaciones que es necesario tener en cuenta. En primer lugar, nuestros
pacientes con alergia al polen tenian una edad significativamente mayor que los

controles sanos. Recientemente se ha comunicado®®®

que la concentracion de oOxido
nitrico exhalado medido a 50 ml/segundo y la concentracion alveolar de 6xido nitrico,
pero no el oxido nitrico bronquial, aumentan a partir de la edad de 60 afios en los
individuos sanos. Por tanto, las diferencias en la concentracion de oxido nitrico
bronquial entre pacientes con alergia al polen y controles sanos no parecen deberse a las
diferencias en la edad de las dos poblaciones. En segundo lugar, nuestro grupo control
estaba integrado por individuos sanos. Es posible que la inclusion de un grupo control
de sujetos no atépicos con asma o rinitis pudiera haber aumentado la relevancia de
nuestras observaciones. Esto debe investigarse en futuros estudios. Finalmente, nuestros
individuos sanos fueron estudiados en una Unica ocasion y, por este motivo, la

reproductibilidad de nuestros resultados en esta poblacion es desconocida.

La informacion obtenida en el presente estudio acerca de los efectos de la
exposicion natural a los alergenos sobre el éxido nitrico bronquial y alveolar es
absolutamente original y demuestra que la exposicion natural a los alérgenos se asocia
con un aumento selectivo en el 6xido nitrico de origen bronquial. Ademas, aunque los
cambios en la concentracién de éxido nitrico bronquial se detectaban tanto en los
pacientes con rinitis alérgica aislada como en aquellos que presentaban también asma,
solo alcanzaron la significacion estadistica en el primer grupo de pacientes.
Indudablemente, este resultado puede explicarse por un error tipo 11, pues el grupo de
pacientes con rinitis alérgica asociada a asma estuvo integrado por solo 9 individuos.
Independientemente de esto, puesto que se ha hipotetizado que el 6xido nitrico exhalado
puede ser un marcador de inflamacién bronquial*®, el aumento del 6xido nitrico
bronquial inducido por la exposicion alergénica puede deberse al incremento de

mediadores inflamatorios asociados con el aumento de la expresion de la sintasa del
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6xido nitrico inducible. Por tanto, los resultados de nuestro estudio sugieren que el
efecto pro-inflamatorio de la exposicion alergénica en los pacientes sensibilizados se
expresa predominantemente en las vias aéreas y que los aumentos de la intensidad de la
inflamacion bronquial inducidos por el alérgeno no son suficientes por si mismos para

inducir sintomas de asma.

Por otra parte, se ha sugerido que el modelo bicompartimental original
desarrollado por Tsoukias y George™ para identificar el origen alveolar y bronquial del
Oxido nitrico exhalado puede llevar a una sobreestimacion de los valores de Oxido
nitrico alveolar. Por este motivo, los valores de Oxido nitrico alveolar obtenidos en
nuestro estudio se corrigieron utilizando el factor de correccion recomendado por

Condorelli et al®

para los flujos utilizados. No obstante, durante el periodo de
exposicion al polen, el factor de correccion para la difusion axial retrograda del 6xido
nitrico puede ser mas pequefio debido a la broncoconstriccion inducida por la
exposicion alergénica®® con la consiguiente reduccion del &rea transversal disponible
para la difusion retrograda de Oxido nitrico. Esto pudiera asociarse con una
subestimacion de las concentraciones de Oxido nitrico alveolar durante la estacion
polinica y en consecuencia, con una mayor diferencia entre los dos periodos de estudio.
Sin embargo, no creemos que nuestros hallazgos puedan haberse visto influidos por este
factor técnico, pues los valores basales del FEV; en nuestros pacientes fueron similares

durante los dos periodos de estudio.

Por otra parte, el analisis de la relacion entre las concentraciones de 6xido nitrico
alveolar o bronquial y los diferentes parametros que constituyen la hiperrespuesta
bronquial, ha aportado algunos hallazgos particularmente relevantes y la posibilidad de
aventurar algunas hipétesis. En el caso de metacolina, no ha podido identificarse
ninguna relacién entre la concentracion de Oxido nitrico bronguial ni alveolar y la
sensibilidad bronquial, meseta de respuesta maxima o grado de atrapamiento aéreo
inducido por el broncoconstrictor. Similares hallazgos se han obtenido cuando se ha
analizado la relacién entre el 6xido nitrico alveolar y las caracteristicas de la
hiperrespuesta bronquial a AMP enumeradas previamente. Sin embargo, la
concentracion de Oxido nitrico bronquial se correlacionaba negativamente con los
valores de PC,y AMP y positivamente con el grado de obstruccion al que se identificaba

respuesta maxima, pero no con la intensidad del atrapamiento aéreo inducido por el
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agonista. Estas correlaciones eran ademés (tabla 19, figuras 63 y 64) de magnitud
similar en los dos periodos de estudio.

La relacion significativa entre el 6xido nitrico bronquial y la sensibilidad
bronquial a AMP sugiere que este agonista identifica mas fielmente que metacolina las
alteraciones inflamatorias agudas. Esto confirma resultados comunicados previamente
por otros autores®®*2% Sin embargo, la observacién de una relacién directa entre el
6xido nitrico bronquial y el nivel de plateau obtenido con AMP es absolutamente
original y aporta un argumento adicional para apoyar la hipétesis de que la respuesta a
AMP esta mas directamente relacionada con la intensidad de la inflamacién aguda que

la respuesta a metacolina®*°**®.

La ausencia de relacion entre el oOxido nitrico bronquial y el grado de
atrapamiento aéreo inducido por AMP parece consistente con el mecanismo que induce
las alteraciones fisiopatologicas que conducen a este ultimo y que fundamentalmente
consiste en un cierre precoz de las vias aéreas distales. Parece por tanto logico que la
intensidad de la inflamacion de las vias aéreas proximales (identificadas mediante la
concentracion de oOxido nitrico bronquial) tenga poco que ver con el grado de
atrapamiento aéreo inducido por el agonista broncoconstrictor. Por el contrario, si la
concentracion de oxido nitrico alveolar es un reflejo de la intensidad de la inflamacion
localizada en las vias aéreas distales, pareceria l6gico esperar una correlacion
significativa entre los valores de 0xido nitrico alveolar y el grado de atrapamiento aéreo
inducido por AMP. Nuestro estudio demuestra que ambos pardmetros no estan
relacionados y por tanto, parece razonable postular que la magnitud del atrapamiento
aéreo inducido por los broncoconstrictores directos e indirectos no depende de la
intensidad del proceso inflamatorio, sino que pudiera ser una caracteristica intrinseca de

las vias aéreas de cada paciente, sin relacion con influencias ambientales evidentes.

Los resultados obtenidos del andlisis de la relacion entre las modificaciones del
oxido nitrico y de la respuesta a los broncoconstrictores, inducidas por la exposicion
natural a los alérgenos, confirman la hipotesis de que la respuesta a AMP se relaciona
mas estrechamente con la intensidad de la inflamacion bronquial que la respuesta a
metacolina. En nuestros pacientes con alergia al polen se observé una correlacién

significativa entre los cambios inducidos por la exposicion alergénica en el 6xido nitrico

166



Tesis doctoral Discusién

bronquial y en la sensibilidad bronquial y respuesta maxima a AMP. Por el contrario,

ninguna de estas correlaciones era estadisticamente significativa para metacolina.

Ademas, y de forma parecida a lo que se observaba en el anlisis transversal, no
pudo demostrarse relacion alguna entre las modificaciones del éxido nitrico alveolar o
bronquial inducidas por la exposicion alergénica y los cambios en la intensidad del

atrapamiento aéreo inducido por los agonistas.

167



Tesis doctoral Discusién

VI. 4. pH del condensado del aire exhalado

La determinacion del pH de las muestras de condensado del aire exhalado se ha
considerado también un marcador indirecto de la intensidad de la inflamacion
bronquial®®, pues este parametro se correlaciona con el grado de inflamacion

eosinofilica de los pacientes con asma™.

En el presente estudio, no se ha conseguido identificar diferencias en el pH de
las muestras de condensado del aire exhalado entre pacientes alérgicos al polen y
sujetos sanos. Estos resultados son concordantes con los comunicados previamente por
otros autores que indicaban que los individuos con asma leve presentaban valores del
pH del condensado del aire exhalado similares a los detectados en individuos
sanos™ 82 Por el contrario, el pH del condensado del aire exhalado obtenido en
pacientes asmaticos que sufrian una exacerbacion era significativamente mas acidotico
que el encontrado en los controles sanos™*®. Parece por tanto, que la acidificacion del pH
del condensado del aire exhalado se observa durante las exacerbaciones del asma, pero
que esta acidificacion del pH no es una caracteristica del asma en situacion estable ni de

la sensibilizaciéon a inhalantes.

Diferentes estudios han comunicado que, en los individuos con asma alérgica,
las concentraciones de cisteinil-leucotrienos, prostaglandina D, y 8-isoprostano en el
condensado del aire exhalado aumentan significativamente como consecuencia de la
exposicién alergénica en el laboratorio (prueba de provocacion bronquial)'®®?%2. Muy

recientemente Wan y colaboradores®®

objetivaron reducciones en los valores del pH del
condensado del aire exhalado durante periodos de maxima exposicion natural a acaros

del polvo doméstico, en pacientes sensibilizados a los mismos.

La identificacion del pH del condensado del aire exhalado se ha propuesto como

un marcador de inflamacién bronquial™*®**2

. Ademas, los individuos alérgicos a
inhalantes presentan incrementos del grado de inflamacién bronquial cuando se
encuentran expuestos a los alérgenos responsables?®*?%*. En consecuencia, parecia
l6gico postular que, en nuestros pacientes con alergia al polen, la exposicién a los
alérgenos responsables deberia asociarse con una reduccion significativa de los valores

del pH del condensado del aire exhalado, como consecuencia del incremento del grado
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de inflamacion bronquial. Sin embargo, los resultados de dos estudios han coincidido en
la observacién de que, en pacientes con asma alérgica, la exposicién al alérgeno
relevante en el laboratorio (prueba de provocacién bronquial) no inducia una
acidificacién significativa de los muestras de condensado del aire exhalado®**®*. En
nuestro estudio hemos encontrado que, en los pacientes sensibilizados a inhalantes, la
exposicion natural a los alérgenos responsables se asociaba con incrementos
significativos del pH del condensado del aire exhalado. Ademas, este incremento del pH
del condensado como consecuencia de la exposicién alergénica se observaba en los
pacientes asmaticos, pero no en los individuos con rinitis alérgica sin asma. Estos
resultados parecen evidentemente paraddjicos, pero son concordantes con los
encontrados por otros autores. En un grupo de pacientes con sospecha de asma
ocupacional, Ferrazzoni y colaboradores'®®, encontraron que el pH de las muestras de
condensado del aire exhalado aumentaba significativamente durante la prueba de
provocacion bronquial con el alérgeno responsable (isocianatos); similares aumentos se
observaron también tras una prueba de provocacion simulada con aire. Indudablemente,
estos hallazgos sugieren que los cambios en el pH del condensado del aire exhalado
pudieran ser consecuencia de factores técnicos no controlados. Ademas, debe recordarse
que los mecanismos que regulan el pH bronquial no estan definitivamente claros y que
la interpretacion de los valores del pH de las muestras de condensado del aire exhalado
es controvertida debido a dificultades técnicas?®>?°°. Més concretamente, existe un serio
debate acerca de la posibilidad de que el pH del condensado del aire exhalado refleje el
grado de acidificacion de los bronquios o pueda estar decisivamente influido por las

concentraciones de acidos volatiles en la boca®,

Resultados paradojicos fueron observados también en otro estudio realizado en
nuestro centro y cuyos resultados se publicaron recientemente'®. En un grupo de
pacientes con rinitis alérgica asociada o no a asma, sensibilizados al alérgeno mayor de
Alternaria alternata (Alt al), la inmunoterapia subcutanea con este alérgeno mayor se
asociaba, al contrario de lo esperado, con una acidificacién significativa de las muestras
del condensado del aire exhalado, unicamente en el grupo tratado activamente. Ademas
estos descensos significativos del pH de las muestras de condensado se observaban solo
al cabo de 6 meses de tratamiento activo, pero no se mantenian al cabo de un afio. Estos
resultados parecen orientar también hacia factores técnicos (tiempo de procesado de las

muestras, temperatura ambiental, contaminacién por acidos volatiles provenientes de la
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boca o algln otro) no controlados que pueden estar influyendo decisivamente en el pH
de las muestras. En el mismo sentido parecen hablar también algunas relaciones
paraddjicas o inconsistentes, que se han observado en nuestro estudio, entre el pH de las
muestras o su modificacion como consecuencia de la exposicion alergénica y los
cambios en los parametros que identifican la hiperrespuesta bronquial a los agonistas
directos o indirectos.
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1. Los resultados de la presente tesis doctoral confirman que los pacientes con
rinoconjuntivitis alérgica polinica asociada o no a asma presentan un incremento
de la sensibilidad bronquial y de la respuesta maxima a agonistas directos e
indirectos, cuando se comparan con individuos sanos. Ademas, el estudio aporta
la observaciéon original de un incremento del grado de atrapamiento aéreo

inducido por ambos agonistas en los pacientes alérgicos.

2. Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que la exposicion natural a los
alérgenos inhalados, en los pacientes sensibilizados a los mismos, se asocia no
solo con incrementos significativos de la sensibilidad bronquial a metacolina 'y a
AMP, sino también con similares incrementos del limite para la

broncoconstriccion excesiva.

3. La exposicion natural a los alergenos inhalados no induce incrementos del grado
de atrapamiento aéreo generado por los agonistas broncoconstrictores. Esto
sugiere que los mecanismos que regulan la intensidad del atrapamiento aéreo en
el curso de la broncoconstriccion aguda son independientes de la inflamacion

generada por la exposicion a los alérgenos inhalados.

4. La exposicion natural a los alérgenos induce, en los pacientes sensibilizados a
los mismos, una inflamacion aguda localizada predominantemente en las vias
aéreas proximales, mas que en las vias aéreas distales del pulmon y zonas de

intercambio gaseo0so.

5. Los efectos de la exposicion alergénica sobre el pH de las muestras de
condensado del aire exhalado son inconsistentes y probablemente debidas, en
gran medida, a la influencia de factores técnicos poco conocidos y mal

controlados.
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