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Il Interleuquinas

T Inmunoterapia

KDa......ooviiiiiiie, kilodalton

PBS....ooei Tampon fosfato salino (del inglés saline buffer phosphate)
Pl Punto isoeléctrico

RAST....ccoiiii, Radioallergosorbent test (prueba de deteccién de

anticuerpos IgE)

RQLQ.....ccooiiiiiiiee, Cuestionario de calidad de vida en rinoconjuntivitis (del
inglés Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire)

SCIT Inmunoterapia subcutanea

SDS-PAGE..................... Electroforesis en geles de poliacrilamida (del inglés
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

SEAIC......ccoii Sociedad Espafola de Alergologia e Inmunologia Clinica



INDICE GENERAL

INTRODUCCION ... e e e e e e e e e e e e, 9

1. QUENOPODIACEAE

1.1.

1.2.

1.3.

Clasificacion boténica, distribucion y especies mas

FEPIESENTALIVAS ..ottt i e e e e e e e 11
Aerobiologia
1.2.1. Morfologia del grano de polen............cooveiii i, 13
1.2.2. Polinizacién y niveles de polen...........ccccocvi i, 14
Alergenicidad y composicion alergénica...........cccoovvvevennnnnnn. 15
1.3.1. Alergenos en chenopodidceas...........cccceevvviiiini i nenn. 16
1.3.2. Identificacion de Sal K1.........ccooiiiiiiiiii e, 18
1.3.3. Reactividad Cruzada...........cceovviuiie i e e 22

1.3.4. Patrones de reconocimiento en distintas areas

0E0QIrafiCaS. .. i 24

2. FORMAS CLINICAS DE LA ALERGIA RESPIRATORIA:

RINITIS Y ASMA BRONQUIAL

2.1

2.2

2.3

Fisiopatologia......ccovve i 25
Asmabronquial..........oooiii i 29
2.2.1. Diagnéstico de asma bronquial.............coooiiiiiin. 29
2.2.2. Gravedad del asma.........cccouieiieiiiiii i 32
2.2.3. Tratamiento farmacoldgico del asma bronquial........... 34
RINITIS . e 36
2.3.1. Diagnostico de rinitiS......ccooviii it e, 36
2.3.2. Gravedad de larinitiS.......ccovuvii i 37
2.3.3. Tratamiento farmacolégico de larinitis...................... 37



3. TRATAMIENTO ESPECIFICO DE LA ALERGIA RESPIRATORIA............. 38
3.1. Medidas de control ambiental inespecificas.............cccooeveiennen 38
3.2. Medidas de control ambiental especificas.............ccovviieninnen. 38
3.3. Inmunoterapia con extractos alergénicos
3.3 1 CONCEPLO et e e 39

3.3.2. Mecanismos de accién de la inmunoterapia con

AlBIgENOS .. et 39
3.3.3. Estandarizacidon de extractos alergénicos.................. 44
3.3.4. Tipos de extractos alergénicos..........ccceceveivvniecninnnn. 46
3.3.5. Eficaciaclinica de lainmunoterapia.................c.c..eeu 47
3.3.6. Seguridad de lainmunoterapia............cccoovieiiineinnnn. 50

3.3.7. Pautas de administracion de los extractos
AlEIgENICOS ... ittt e 53
3.3.8. Indicaciones y contraindicaciones de
@ INMUNOTEraPIa. .. .o e 57

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS. ..o 58

Il. MATERIAL Y METODOS . ... oot e et et e e e e e en 00002

1. DISENO DEL ESTUDIO.......ciuut ittt e et 63

2. EXTRACTOS ALERGENICOS DE S.KALL......oiiiiiiicee e 63
2.1. Produccion de los extractos

2. 1.1 EXracto NatiVo.......oooviie i e e e 64

2.1.2.Extracto despigmentado..........cocoeviiiiiii i 65

2.1.3.Extracto despigmentado y polimerizado........................ 66

2.2. Caracterizaciéon y Estandarizacion de los extractos..................... 66

2.3. Extracto para tratamiento..........couie v e 68

2.4. Extracto para pruebas CUtAneas............ccoviiiii i i e 69



INMUNOTERAPIA . e 70

3.1. Protocolo de administracién de inmunoterapia................c..cc.ne.e. 70
3.2. Reacciones adversas de lainmunoterapia.............ccoeeveiieinnnnnn. 71
3.3. Tratamiento de las reacciones adversas.............coveveiiieinnieninnnns 72
RECUENTO DE POLENES ... e e e 74
VALORACION CLINICA ...t 74
5.1. RegisStro de SiNtOMAS ... . .o iiriii et e e 75
5.2. Registro de consumo de medicacion............ccceeviiiiiiiin e e, 76
5.3. Escala analogicavisual..........oocooiii i 77
5.4. Cuestionarios de calidad de vida para rinitis.............c.covevie e, 77

PRUEBAS IN VIVO
6.1. Pruebas CULANEAS.......c.oiiitie it e e e e e e e 78
6.2. Pruebade provocacion nasal..............ccooii i i, 80

PRUEBAS IN VITRO

7.1. Determinacion de IgE especificafrente a S. kali e IgG4................. 81
CRONOGRAMA DEL ESTUDIO... ... e e 81
METODOLOGIA ESTADISTICA .....cuiiiiiiiiiiiiieieie et e e e e 82

RESUL TAD O S . ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e et eaens 84
CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES ... civvt it e 85
NIVELES DE POLENES DE LAS QUENOPODIACEAS........c.ccoeeiieiiiiiiiinnns 86
VALORACION CLINICA ..ot oo e e 86

3.1. Puntuaciones de SiNtOMas..........oovieiiiiii i e e 86

3.2. Puntuaciones de mediCacion ...........cooviiiiniiiiiiiiiiie e 90

3.3. Puntuaciones de sintomas+medicacion................cccoceiiiiiiee e 94

3.4, Escalaanaldgicavisual..........ccooiiiiiiiiiiiiii 98

3.5. Cuestionarios de calidad de vida pararinitis......................ooone 99



VI.

VII.

VIII.

EVOLUCION GLOBAL DE SINTOMAS Y MEDICACION

4.1 Evolucion global de sintomas..........ccccooovee i, 102
4.2 Evolucién global de medicacion............c.cooveiiii e, 102
4.3 Evolucion global de sintomas+medicaciéon....................... 103

PRUEBAS IN VIVO
5.1 Pruebas CUtANEAS.......cooviiiiii i e e 104
5.2 Pruebas de provocacion nasal............cccooo i 105

PRUEBAS IN VITRO

6.1 Determinacién de IgE especificafrentea S.kali........................... 106
6.2 Determinacién de IlgG4 especificafrentea S.kali........................ 107
TOLERANCIA DE LOS EXTRACTOS...co i i e et e e 108

DISCUSION ... coe e e e e e e e e 12

CONCLUSIONES . .. oottt et et e et e e e e et e e e e e e e e e e en s 119
AN EX O S . .. ittt 122
BIBLIOGRA A .ottt e e e e 142




. INTRODUCCION



La eficacia de las vacunas alergénicas administradas por via subcutanea ha
sido demostrada en varios estudios doble ciego controlados con placebo y en
ensayos clinicos abiertos 12 El factor que limita en gran parte el empleo de
inmunoterapia es la seguridad. Las propiedades intrinsecas de los alergenos
(epitopos que unen IgE) y la susceptibilidad del paciente alérgico son las
responsables de los efectos secundarios observados en el paciente alérgico tras
la administracion de inmunoterapia . Existen diferentes métodos para
administrar los extractos alergénicos disponibles, de forma que resulten mas
seguros y comodos que la inmunoterapia subcutanea (SCIT) convencional,
manteniendo la eficacia de la inmunoterapia. Uno de estos métodos actualmente
en uso y extensamente estudiado es la polimerizacion de los extractos
alergénicos con glutaraldehido, para que tengan menor capacidad de union a
IgE4‘5. La introduccion del proceso de despigmentacién previo al de
polimerizacion del extracto también ha resultado ser una alternativa segura y
cémoda a la SCIT convencional, manteniendo su eficacia. Extractos obtenidos
empleando este procedimiento han demostrado eficacia y seguridad en estudios
abiertos y doble ciego controlados con placebo de un afio o menos de duracion.

La inhalacion de polen de S.kali es una de las causas mas importantes de
enfermedad alérgica respiratoria en Zaragoza. Sin embargo, los estudios sobre
inmunoterapia con extracto de S.kali son escasos. Tampoco hay estudios que
comparen eficacia y seguridad de dos extractos de S. kali, depot y
polimerizado. EIl objetivo de este estudio fue comparar la eficacia y seguridad

de la inmunoterapia con un extracto polimerizado, despigmentado de S.kali

frente a un extracto depot convencional. Este trabajo forma parte de un estudio
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iniciado en 1998 cuyos resultados iniciales ya fueron presentados®.

Presentamos los resultados finales de este estudio.

1. QUENOPODIACEAS
1.1. Clasificacion botanica, distribuciobn 'y especies mas

representativas

Las quenopodiaceae constituyen una familia de plantas herbaceas o
arbustivas, perennes, que incluyen mas de 2500 especies. Desde el punto de
vista taxondmico las Quenopodiaceas pertenecen al orden Caryophyllales. Se
dividen en dos subfamilias: Quenopodiodeas y Salsoloideas ’. Estas plantas se
distribuyen por zonas templadas y calidas, con clima deseértico, ocupando
generalmente suelos salinos (marismas, saladares) o terrenos alterados ricos en
derivados de nitrogeno (escombreras, basureros, barbechos, bordes de
caminos, etc.). Son plantas con gran resistencia a la sequia®. La sensibilizacién
a estos polenes se ha extendido al centro y area mediterranea de Espafia:
Albacete, Zaragoza, Murcia y Alicante, probablemente debido a la desertizacion
del Sur de Europa. El uso de estas malezas como plantas ornamentales también
ha promovido el aumento de la relevancia alergénica de estas especies °.

Las Amarantaceas pertenecen al mismo orden que las quenopodiaceas,
pero a diferente familia. El grano de polen de estas dos familias es indistinguible
a su vision oOptica. Las plantas pertenecientes a esta familia apenas tienen
importancia alergoldgica, pero si econdmica (Tabla 1). Son la espinaca
(Spinacia oleracea), la acelga (Beta vulgaris cilca) o la remolacha (Beta

vulgaris).
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Tabla 1. Especies de interés alergoldgico del orden Caryophyllales

ORDEN

FAMILIA

GENERO

ESPECIE

Caryophyllales

Chenopodiaceae

Chenopodium

album

ambrosioides

berlandieri
Salsola pestifer (kali)
soda
Kochia scoparia
Bassia hyssopifolia
Sacobatus vermiculatus
Atiplex canescens
polycarpa
letiformis
wrighti
patula
cofertifolia
Eurotia (Ceratoides) lanata
Suaeda maritima
Dondia suffrutescens
Allenrolfia occidentales
Axyris amaranthoides
Beta vulgaris
Spinacia oleracea
Amaranthaceae Amaranthus retroflexus
palmeri
spinosa
blitoides
albus
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Entre las Amarantaceas la especie mas abundante en toda la Peninsula es la
Amaranthus retroflexus, que florece en mayo y de agosto a septiembre” '

Salsola kali o Salsola pestifer es una maleza denominada comunmente

Salsola, capitana, pincho, espinardo, barrilla pinchosa, salicor, hierba del cristal,
etc.
Hierba anual de tallo erecto, ramificada desde la base con tallos y ramas con
estrias purpureas o verdosas, sus hojas son finas, rigidas y terminan en una fina
espina. Las flores tienen cinco sépalos, cuatro de ellos libres. Las antenas miden
0,5-1,1 mm y las semillas 2-2,5 mm. Morfolégicamente son arbustos de tamafio
variable, esféricos y que tras florecer adquieren un tono marrén grisaceo. En
otofio la planta se seca y el tallo se rompe a ras del suelo, convirtiéndose en una
planta rodadora que es empujada por el viento dispersando las semillas en su
recorrido”% ™,

Chenopodium album es una maleza anual denominada comunmente
quenopodio, cenizo, céfigo salado, sayén, armuelle blanco o bledo. Planta de
tallo erguido irregularmente ramificado, con estrias verdes, a veces rojizo y de
altura muy variable (desde 20 cm hasta 250 cm). Las hojas son irregulares,

ovales, ovoides o lanceoladas. Las flores son hermafroditas, con cinco sépalos

verdes libres, cinco estambres y semillas negras, lisas y brillantes”'".

1.2. Aerobiologia
1.2.1.  Morfologia del grano de polen”*?
El polen de las Chenopodiaceas y las Amarantaceas es indistinguible a
Su vision oOptica, hasta el punto de que en los registros polinicos los polenes de

ambas familias se contabilizan juntos al no poderse identificar por separado con
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las técnicas habituales de microscopia 6ptica. Morfolégicamente es un polen
pantoporado, con granulos irregularmente dispuestos en toda su superficie,
dando una imagen tipica de “pelota de golf’.

El numero de poros varia desde 15 en la H. thamnoides hasta 80-90 que tiene la
K. scoparia y la S. oleracea. Los poros estan delimitados por bandas de exina
que subdividen la superficie en zonas hexagonales y pentagonales. La exina de
estos podlenes tiene un téctum continuo con microespiculas o pequefias
granulaciones que cubren toda la superficie y son visibles al microscopio. El
grosor medio de la exina es de 1,8 micras en el C. album y algo mas gruesa en

S. kali.

1.2.2. Polinizacion y niveles de polen

Las quenopodiaceas producen, en general, una gran cantidad de podlenes,
lo que, junto a su ubicuidad y gran abundancia en ciertas areas, contribuye a su
importante representacion en los recuentos de pélenes de la atmodsfera en
ciertas regiones.
Son plantas que presentan polinizacion a través del viento (anemdfilas),
pudiendo transportar el grano de polen a larga distancia. Florecen de Abril a
Diciembre y poseen un periodo de polinizacion muy amplio, teniendo dos
maximos en abril y a finales de agosto, principio de septiembre™.
En zonas como la costa levantina y Murcia los niveles pueden llegar a
representar el 18% de la totalidad de los pdlenes recogidos, aunque los valores
medios suelen situarse en torno al 5%. Los niveles de polen obtenidos en el
recuento polinico no suelen ser muy elevados (valores medios en torno a 50

granos/m3, aunque se pueden alcanzar maximos de 180 granos/m®). Asi pues,
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si los comparamos con los polenes de arboles y gramineas, las Quenopodiaceas
tienen una presencia aerobiolégica bastante reducida.

En el caso de la Peninsula Ibérica, la sensibilizacion al polen de quenopodio,
medida por prueba cutanea, es mas frecuente en la zona Mediterranea y zona
Sur™, donde puede llegar a afectar hasta a un 34,5 % de la poblacién. En el
resto del pais el porcentaje varia desde un 0% en las Islas Canarias a un 9,1%
en Castilla-La Mancha.

En Zaragoza, el polen de Salsola kali constituye una de las principales
fuentes de sensibilizacion', ocupando el tercer lugar en importancia (40% de
los polinicos) a diferencia del resto del resto de Espafia donde no llega al 10% '°.
También este polen predomina en areas semidesérticas con una frecuencia baja
de lluvias: el Valle del Ebro y el area de confluencia entre Albacete, Almeria y
Murcia.

Fuera de la Peninsula Ibérica, en paises como Kuwait, Arabia Saudi, Iran,
algunas zonas de ltalia y el Oeste de los Estados Unidos, el polen de

qguenopodiaceas es considerado como la fuente alergénica mas relevante.

1.3. Alergenicidad y composicién alergénica

Es bien sabido que los pdlenes de la familia Chenopodiaceae son una fuente
importante de polinosis en algunas zonas secas'’. En Espafia, las especies mas
relevantes desde un punto de vista alergoldgico son el Chenopodium album y
la Salsola kali.

La caracterizacion de los alergenos sensibilizantes de esta familia no se ha
estudiado en profundidad, probablemente por su concomitancia con otras

polinosis. Sin embargo, la incidencia de polinosis por estas malezas se ha
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incrementado ultimamente debido al aumento de la desertizacion en todo el

mundo °.

1.3.1. Alergenos en chenopodiaceas

En 1981, Shafiee y cols'® aislaron en el polen de Salsola Kali, por
cromatografia de intercambio idnico e isoelectroforesis, dos glicoproteinas (RT1y
RT2) de 39 kDa y 42 kDa, respectivamente, pero con la misma composicion de
aminoacidos.

Lombardero y cols'® observaron bandas que fijaban IgE en el inmunoblotting
de un extracto de S. kali, una de ellas de 14 kDa y otra de 35 kDa. Estas dos
bandas se encontraban también en el extracto de C. album y B. vulgaris. No
obstante, los patrones de las quenopodiaceas son diferentes, sugiriendo que los
determinantes alergénicos comunes estan presentes en bandas proteicas con
diferente peso molecular o punto isoeléctrico.

En 1989 ?°, detectaron hasta 20 bandas que fijaban IgE e IgG en otro
inmunoblotting de extracto de S. kali. EI peso molecular de estos alergenos se
encontraba entre 12,2 y 85 kD con un punto isoeléctrico (PIl) entre 3,95y 7,7,
presentando los pacientes alérgicos diferentes bandas de reconocimiento de
proteinas.

De la Hoz ?' tras la separacion de los componentes proteicos de un extracto
de S. kali identifico 28 bandas diferentes de polipéptidos de pesos moleculares
entre 106 kD y 13,22 kDa. El patron de reconocimiento para IgE era
heterogéneo; sin embargo un 64% de pacientes presentaban fijacién de IgE
frente a una banda e peso molecular de 54,4 kDa y un 44% de los pacientes

frente a una banda de 36,6 kDa.
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Wiirtzen et al #* , detectaron bandas proteicas de 15, 25 y 55 kDa.

En los ultimos afios, tres alergenos de C. alboum (Che a 1, Che a 2 y Che a
3) y uno de S. kali (Sal k 1) han sido aislados y caracterizados.  El grupo del
departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid, aislé en 2001 ?* el Che a
1, glicoproteina de 18,8 kDa y 143 residuos aminoacidos, cuya secuencia
muestra una identidad del 27-45% con Ole e 1. A pesar de ello encuentran
escasa reactividad cruzada in vitro entre los mismos, probablemente debido a
diferencias significativas en la secuencia polipeptidica®*. Aunque la prevalencia
de Che a 1 varia dependiendo del area geografica, en practicamente todas las
poblaciones es considerado un alergeno principal, atendiendo a su incidencia
en la poblacion alérgica que suele ser superior al 50%. Un alergeno principal es,
desde un punto de vista alergolégico, aquel que es reconocido por mas del 50 %
de los pacientes que se han sensibilizado a esa fuente biolégica. Pero no cabe
duda que ademas de una alta prevalencia, para que el alergeno sea realmente
relevante es necesario que tenga un titulo alto de IgE especifica. Esta potencia
inmunoldgica suele ir asociada con el hecho de ser proteinas mayoritarias en el
contenido proteico de los extractos. En este caso, Che a 1 en el extracto de
quenopodio se encuentra en muy baja concentracion a diferencia de su
homologo Ole e 1 y los niveles de IgE dirigidas a esta proteina son muy bajos
luego podemos aventurar que Che a 1 es un alergeno principal con capacidad
inmunogénica alta capaz de desencadenar la uniéon de IgE pero con poca
relevancia clinica. Este mismo grupo, ha descrito y caracterizado posteriormente
otros dos alergenos del polen de Chenopodium album, Che a 2 (profilina) y Che

a 3 (polcalcina) ??°. Che a 2 y Che a 3 son panalergenos con una prevalencia
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variable segun el area geografica de la que proceden los pacientes, homoélogos
a proteinas de origen vegetal, bien pdlenes o alimentos. Las profilinas son
moléculas muy ubicuas encontradas en un gran numero de especies vegetales y
animales. La profilina aislada a partir de quenopodio es una proteina acida (P!
5.2) que posee una masa molecular de 12.6 a 15.2 kDa, lo que parece estar de
acuerdo con su caracter polimoérfico. Che a 2 esta compuesto por una cadena
polipeptidica de 131 residuos aminoacidicos. Che a 3 es una proteina que une
calcio mediante dos sitios de union. Es una proteina pequeia con un peso
molecular aparente de 9.8 kDa y un punto isoeléctrico acido (Pl 4.4). Posee una
cadena polipeptidica de 86 residuos, con una gran similitud con proteinas
homodlogas de otros pdlenes. Estos autores afirman que aunque Che a 1 haya
mostrado una alta prevalencia, los niveles de IgE especifica frente al mismo son
bajos, y en cambio los niveles de IgE especifica frente a Che a 2 y Che a 3 son
los principales anticuerpos contribuyentes a toda la alergenicidad de las
proteinas de quenopodio?®.

Posteriormente, Carnés y cols 2’.

caracterizaron el alergeno principal de S.
kali, inscrito en el banco de alergenos con el nombre de Sal k 1. Es una proteina
de 43 kDa y no encontraron aparente homologia con otras proteinas del banco

de alergenos.

1.3.2. Identificacion de Sal k 1%’
Finalmente se ha logrado identificar el alergeno mayor de S. kali, siendo dado
de alta en el Swiss Prot data bank con el numero p 83181 y nombrado como Sal
k 1 en el banco de datos de alergenos. Carnés y colaboradores prepararon un

extracto de S. kali y realizaron la caracterizacién del mismo empleando sueros
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de pacientes del area de Zaragoza. A continuacion seleccionaron la proteina
mayoritaria, la purificaron, caracterizaron in vitro e in vivo la secuenciaron y por

ultimo estudiaron su homologia con otras proteinas del banco de datos.

Fabricaciéon del extracto

Para fabricar el extracto se utilizd polen de S. kali (Biopol Laboratory Inc.,
Washington, USA) con una riqueza superior al 95%. Cincuenta gramos de polen
fueron diluidos en PBS 0.01 M (pH 7.4) en una proporcion 1:10 y extraidos
durante 4 horas a 4°C. Transcurrido el tiempo, el extracto fue centrifugado a
10,000 r.p.m. durante 30 minutos, y el sobrenadante recogido. El precipitado fue
resuspendido nuevamente en PBS 0.01 M (pH 7.4) en una proporcion 1:10
peso/volumen y extraido durante 16 horas. Transcurrido el tiempo fue
centrifugado a 10,000 r.p.m y el sobrenadante recogido y mezclado con el de la

primera extraccion. El extracto fue filtrado, dializado, congelado y liofilizado.

Caracterizacion antigénica

El perfil antigénico fue analizado mediante SDS-PAGE e IEF. Atendiendo al
punto isoeléctrico, en el extracto aparecian bandas con un rango desde 3,5 a 9,
predominando las proteinas de caracter acido. En funcion del tamano molecular,

se encontraron bandas con pesos moleculares entre 7 y 98 kDa.

Caracterizacion alergénica

Las muestras separadas por electroforesis fueron transferidas a una
membrana de P-Immobilon, que posteriormente fue secada durante 4 horas e

incubada toda la noche con un pool de sueros perteneciente a nuestro estudio.
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Se utilizaron ademas 3 muestras como controles negativos. La unidén especifica
antigeno-anticuerpo fue detectada mediante anticuerpo monoclonal IgE marcado
con peroxidasa previamente. El perfil alergénico mostré que en el extracto
existen varias bandas de entre 26 y 90 kDa (36, 43, 57, 69, 81) con capacidad

de reconocimiento de IgE.

Purificacién de la proteina

El extracto nativo se purific6 mediante cromatografia de filtracion en gel,
donde las fracciones proteicas se juntaron y los pigmentos fueron desechados.
Para el siguiente paso de purificacion se utilizé un sistema de electroforesis
continua. El estudio mediante SDS-PAGE e inmunoblot en gel bidimensional
demostré que aparecia una unica banda de alrededor de 43 kDa con 6
isoformas diferentes con punto isoeléctrico entre 5,5 y 7, que presentaba
capacidad de union a IgE. Esta proteina fue seleccionada, dializada frente a

agua bidestilada, filtrada, congelada vy liofilizada.

ELISA directo frente al extracto nativo vy a la proteina purificada

Tras diluir el suero e incubarlo durante 2 horas en las placas, se lavaron e
incubaron nuevamente con IgE marcada con peroxidasa. Ademas se colocaron
3 muestras que se utilizaron como controles negativos. Los resultados de los
sueros fueron considerados positivos cuando se obtuvo una densidad Optica
superior a 4 veces la media de los controles. El 59,1% presentaba IgE especifica

frene al extracto completo y el 66% frente a la proteina purificada.
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ELISA inhibicién

Se realizé ELISA inhibicion del extracto completo y de la proteina para valorar su
actividad bioldgica in vivo. Para ello se tapizé una placa con extracto completo.
Con cada muestra se realizaron varias diluciones a fin de obtener una recta. Las
muestras fueron incubadas con suero durante 2 horas y a continuacién
depositadas en la placa previamente tapizada con el extracto nativo e incubadas
toda la noche.

Después de lavar la placa se incub6é con anti IgE humana marcada con
peroxidasa durante 2 horas y transcurrido el tiempo la muestra fue desarrollada.
La actividad alergénica de ambas muestras fue evaluada calculando el 50% de
inhibicion, usando como control un pool de sueros no inhibido previamente.

Las curvas obtenidas mostraron un coeficiente de regresion superior a 0.95 y
ambas cumplieron el test de paralelismo. Un total de 1.12 ug de proteina fueron
necesarios para alcanzar el 50% de inhibicion en el extracto completo, mientras

que 2.08 ug de proteina fueron necesarias en el caso de la proteina purificada.

Pruebas cutaneas

Los 20 pacientes positivos testados presentaron prueba cutanea positiva a la
proteina purificada y al extracto completo mientras que ninguno de ellos
reconocio el extracto fabricado a partir de los pigmentos desechados. La media
geométrica de las papulas fue de 44,9 mm2 (7-127) para el extracto nativo y de
70,9 mm2 (17-195) para la fraccion purificada. El coeficiente de correlaciéon
obtenido entre ambos pricks fue de 0,73. Ninguno de los controles negativos

utilizados dio papula frente a ninguno de las 3 concentraciones del extracto®’.
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Secuenciacion parcial de la proteina

Después de la digestion con tripsina, se obtuvieron 4 péptidos internos que
fueron secuenciados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF vy
denominados IP1, IP2, IP3 e IP4 y hasta el momento no se ha encontrado
homologia con otras proteinas descritas.

La proteina ha sido dada de alta en el Swiss Prot data bank con el numero

P83181 y nombrada como Sal k 1 en el banco de datos de alergenos?’.

1.3.3. Reactividad cruzada

La reactividad cruzada dentro de la familia Chenopodiaceae y Amarantaceas
esta bien documentada’®?* 2.

En 1931 Lamson 2, utilizando pruebas cutaneas observd una importante
reactividad cruzada entre el polen de A. retroflexus y polenes de varias especies
de quenopodiales. Sellers, en 1932 ?° demostré utilizando la técnica de
transferencia pasiva, que los extractos de S. kali y C. album poseian alergenos
comunes con polenes de amarantaceas, pero que existian en estos ultimos
polenes, alergenos que no se encontraban en las quenopodiales.

Weber * realizd pruebas cutaneas a 200 pacientes alérgicos con polen de 9
especies de Chenopodiaceae de los seis géneros y 3 especies de
Amaranthaceae, encontrando la mayor asociacion entre los polenes de S. kali y
C. album. Mediante inmunodifusion, observd que todas las especies tenian
antigenos comunes, siendo los mas similares los de S. kali y C. album.

Lombardero ° estudio a 20 pacientes con pruebas cutaneas positivas frente

a C album. Todos los pacientes presentaban pruebas cutaneas positivas frente a

S. kali, B. vulgaris, A. latifolia y A. retroflexus, siendo el extracto de S. kali el mas
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potente. Con antisueros de conejo frente a C. album vy técnicas de
inmunoelectroforesis, describié un alergeno anddico del polen de C. album que
se encuentra en el polen de otras Chenopodiaceae (S. kali y B. vulgaris) y
Amaranthaceae (A. retroflexus). Ademas las tres chenopodiaceae presentaban
al menos una banda comun en el polo catddico que une IgE.

21 encontr6 en un estudio realizado con pacientes

De la Hoz
monosensibilizados a S. kali que un 96,4% de los pacientes presentabas test
cutaneos positivos a Salsola kali y Chenopodium album, mientras que el RAST
era positivo para ambos extractos en un 75% de los pacientes.

La mayoria de los pacientes sensibilizados a polen de C. album y S. kali
reconocen cualquiera de los alergenos encontrados en C. album (Che a 1 y los
panalergenos Che a 2 y Che a 3), y por tanto estos alergenos explicarian la

101931 Es decir, la sensibilizacién

reactividad cruzada en estos pacientes
concomitante a S. kali y C. album podria ser atribuida a la presencia de
alergenos homologos con similar secuencia proteica.

Partiendo de la base de que un pequefo porcentaje de pacientes que oscila
entre un 10 y un 30%, estan sensibilizados unicamente a S. kali, el grupo de
Barderas ° y el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Complutense de Madrid, realizaron un
estudio en 11 pacientes de Murcia sensibilizados a S. kali, pero no a C. album,
para investigar el alergeno especifico responsable de esta exclusiva
sensibilizacién. Para ello aislaron, purificaron y clonaron Sal k1 en esos
pacientes. Comparando la secuencia completa de aminoacidos de este alergeno

con proteinas del banco de alergenos, observaron que este alergeno pertenecia

a la familia pectin metilesterasa (PME), y que Sal k 1 es el alergeno principal
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en pacientes sensibilizados a polen de S. kali y no a polen de C. album,
convirtiéndolo en una herramienta diagnostica util en estas areas de

poblacion.

1.3.4. Patrones de reconocimiento en distintas areas geograficas

La prevalencia de algunos alergenos es variable segun la distribucion
geografica de la poblacién alérgica. La prevalencia de determinados alergenos
cambia de forma notable dependiendo de factores como el clima, la abundancia
de la planta en una determinada area, la presencia de otros pélenes, etc. Eso
complica extraordinariamente el diagndstico preciso de un paciente y la
aplicaciéon de una terapia eficaz. Por ejemplo, en Murcia aumenta de forma
notable la sensibilizacién a panalergenos. En esta regién existen otros polenes
con alto contenido en proteinas homdlogas como el olivo. En Zaragoza la mayor
parte de los pacientes alérgicos a quenopodiaceas lo son a salsola, siendo
extremadamente baja la sensibilizacién a quenopodio. En ambas poblaciones,
de manera mas rotunda en Zaragoza, la sensibilizacion a Salsola es mucho mas
relevante que al quenopodio, pudiendo ser considerado como el sensibilizador
primario. En ambas regiones, se ha detectado la aparicion de bandas
especificas en Salsola, que no estan presentes en quenopodio ' °.
En regiones como Murcia donde existen altos niveles de exposicién a
quenopodio, se incrementan las sensibilizaciones a Che a 1, alergeno
especifico, y a panalergenos, especialmente Che a 3, bien por aumento en los
niveles de polen y/o por la aparicién de reactividades cruzadas con alergenos de
otros polenes abundantes en la zona y relacionados como el olivo **. En

polinicos sin ir mas lejos, a medida que aumentan los niveles de polen a los que

24



estd expuesto un paciente aumenta la frecuencia de reconocimiento de
alergenos menores mientras que a bajos niveles de exposicién, son los

alergenos mayores los que predominan como fuente sensibilizante.

2.  FORMAS CLINICAS DE LA ALERGIA RESPIRATORIA:
RINITIS 'Y ASMA BRONQUIAL
2.1. Fisiopatologia
La rinitis y el asma bronquial son enfermedades inflamatorias de a via
aérea y dicha inflamacién esta presente incluso en las formas mas leves de la
enfermedad. En la rinitis y el asma atopicas la inflamacién es consecuencia de la
respuesta inmunoldgica al alergeno, que esta mediada por anticuerpos IgE33.

La IgE es generada por las células B bajo la regulacién de citocinas
producidas por los linfocitos T, como IL; e IL43, ademas de citocinas
copromotoras como la ILs y las interacciones ligando-receptor especifico que
tienen lugar durante el contacto celular entre las dos poblaciones linfocitarias.
Entre estas interacciones se encuentran unas cognitivas (entre el MHC clase |l
del linfocito B y el complejo CD3-receptor del linfocitoT) y otras no cognitivas,
como la que ocurre entre el CD40 del linfocito B y su ligando expresado en los
linfocitos T activados o entre B7-1 y B7-2 y los ligandos CD28/CD152, también
expresados en la célula T. Estas interacciones y la sintesis de IgE parecen tener
lugar en los ganglios linfaticos regionales tras la presentacion al linfocito T del
alergeno procesado por las células presentadoras de antigeno. La IgE especifica
frente al alergeno sintetizada pasa por la circulacion y posteriormente se fija a
sus receptores de alta afinidad, localizados principalmente en la membrana

mastocitos y basofilos, y de baja afinidad, expresado en varios tipos de células,
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como linfocitos, monocitos, células NK, macréfagos, células dendriticas
foliculares, células de Langerhans y eosindfilos>.

Tanto en la rinitis como en el asma atdpica, como ya ha sido expuesto, la
exposiciéon al alergeno causal produce una respuesta inmediata, que se inicia en
minutos, y una respuesta tardia, que se manifiesta varias horas después,
asociada con la instauracién de fendmenos inflamatorios mas evidentes. La
exposicion repetida conlleva una cronificacién del proceso y subsiguientes
intentos de restauracion, que en ultima instancia pueden ocasionar cambios en
las estructuras de las vias aéreas.

La respuesta inmediata se produce tras la activacién de los mastocitos con
IgE especifica frente al alergeno en su superficie. La union de la IgE al alergeno
produce la activacion de una serie de mecanismos que conducen a la
degranulacién mastocitaria con la liberacibn de sus mediadores, como la
histamina, triptasa y eicosanoides. Por la accion de estos mediadores en la
mucosa bronquial se producen broncoconstriccion, hiposecrecion mucosa y
vasodilatacién, que contribuyen a la extravasacion de las proteinas plasmaticas
y a consiguiente edema de la pared bronquial y en la mucosa nasal estornudos,
hidrorrea, prurito y congestién 3*3°.

Los mastocitos y los baséfilos aparecen degranulados en las vias aéreas,
incluso en fases estables de la enfermedad. Su activacion se produce no sélo de
forma alergeno-especifica sino también por la accién de los neuropéptidos,
fracciones del complemento y proteinas granulares de eosindfilos. La produccion
de citocinas (IL4, IL13, IL16) tiene la capacidad de activar a los linfocitos T y B. La
actividad quimiotactica de ILs y GM-CSF favorece la concentracién de

eosindfilos, células que contribuyen a perpetuar la inflamacion®.
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La respuesta tardia a partir de las 4 horas se caracteriza por la concentracion
y activacién de varios tipos de células como linfocitos T, eosindfilos, basdfilos,
neutréfilos y macréfagos, que llegan atraidos por mediadores quimiotacticos y
acceden gracias a la expresién de las moléculas de adhesién en el endotelio
vascular, que es incrementada por la histamina 7.

Los eosindfilos ocupan un papel primordial en la inflamacion, en la rinitis y en
el asma. Liberan mediadores proinflamatorios como PAF y LT C4, proteinas
altamente toxicas para el epitelio como MBP, ECP, EPO, EDN producen
citocinas (ILs, ILs, IL1o, IFN-y y GM-CSF) que contribuyen a aumentar la
respuesta inflamatoria *°.

La evidencia de que el origen y la persistencia de la inflamacién en el asma 'y
la rinitis asienta en los linfocitos T de memoria activados crénicamente y
sensibilizados frente a alergenos u otros antigenos es cada vez mas sdélida.
Mediante técnicas de hibridacion in situ se ha demostrado en la biopsias tanto
bronquiales como nasales el predominio de linfocitos T que expresan ARN-m
para IL3, ILs y GM-CSF, que entre otras acciones se encargan del reclutamiento
y activacion de eosindfilos, y para IL4, esencial para la desviacién isotdpica hacia
la produccion de IgE por parte de los linfocitos B .

En el fenbmeno inflamatorio también participan las células epiteliales y
terminaciones nerviosas y, en el bronquio, el musculo liso bronquial, los

fibroblastos y la matriz extracelular.

Existe en el epitelio bronquial una descamacion caracteristica,
probablemente secundaria a la accion de las proteinas del eosindfilo o radicales
libres, que conlleva su desestructuracion, alterando la permeabilidad de la

mucosa y permitiendo el acceso de alergenos e irritantes. Ademas disminuye su
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produccion de factores relajantes musculares y de endoproteasas que
neutralizan la accion de los neuropéptidos inflamatorios, como la sustancia P.
Las células epiteliales activadas son fuente de multiples mediadores de la
inflamacion, como GM-CSF, ILg, ILs, implicados en el reclutamiento de células y
en la amplificacion de la respuesta inflamatoria. También intervienen en los
procesos reparadores, ya que sintetizan proteinas de la matriz extracelular,
segregan factores fibrogénicos y regulan la proliferacion de fibroblastos.

En el tejido nervioso, las fibras sensitivas C, dada la desestructuracion del
epitelio, son estimuladas por agentes irritantes. Su activacion transmite impulsos
nerviosos de forma antidromica a otras terminaciones nerviosas libres y origina
la liberacion de neuropéptidos (sustancia P y neuroquinina A), con potente
actividad broncoconstrictora y proinflamatoria 2.

Los fendmenos de reparacion y reestructuracion asociados a los
procesos inflamatorios en la via aérea ocasionan un aumento del espesor de la
pared bronquial, en parte por hiperplasia e hipertrofia de la capa muscular que
favorece la contraccién del musculo liso y disminuye el calibre de la via aérea.
Estos fendmenos ocasionan también un aumento del tamafo de las glandulas
mucosas con hipersecrecion de moco y una fibrosis subepitelial por depésito de
colageno | y Il y fibronectina en la lamina reticularis debajo de la membrana
basal. Estos fendmenos de reestructuracion se traducen en el aumento de la
hiperreactividad bronquial y en el deterioro de la funciéon pulmonar a lo largo de

los afnos con posible desarrollo de obstruccién persistente al flujo aéreo®,
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2.2. Asma bronquial

A lo largo de la segunda mitad del siglo XX han ido sucediéndose diferentes
definiciones de asma, incorporando cada una de ellas la evolucién en el
conocimiento de la enfermedad. De una definicidn puramente funcional, se paso6
a otra que incorporaba el concepto de hiperreactividad de la via aérea v,
finalmente, en la década de los 90 surgen las definiciones que hacen referencia
a hallazgos inflamatorios.
Una de las mas aceptadas es la del Nacional Heart, Lung and Blood Institute de
1995 que define el asma como trastorno crénico inflamatorio de las vias aéreas
en el que intervienen multiples células, en particular mastocitos, eosindfilos y
linfocitos T. En individuos susceptibles, esta inflamacion causa episodios
recurrentes de sibilancias, disnea, opresion toracica y tos, especialmente por la
noche y/o primeras horas de la madrugada. Estos sintomas se asocian
habitualmente con una limitacion generalizada del flujo aéreo que es, al menos
parcialmente, reversible de forma espontanea o con tratamiento. La inflamacién
también provoca un aumento de la respuesta de las vias aéreas a una

diversidad de estimulos *°.

2.2.1. Diagnostico
El diagnéstico clinico puede sospecharse cuando se presentan episodios de
disnea, sibilancias, opresion toracica y tos, especialmente por la noche o de
madrugada, o bien provocados por desencadenantes tales como exposicidon a
alergenos, ejercicio fisico, irritantes bronquiales o infecciones respiratorias. Sin
embargo, la confirmacion diagndstica requiere establecer de forma objetiva que

existe una obstruccién bronquial reversible e inflamacion en la via aérea®.
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Los métodos para establecer el grado y la reversibilidad de la obstruccion
bronquial son: la espirometria forzada con prueba broncodilatadora y la medicién
seriada del Flujo Espiratorio Maximo (FEM). En la espirometria forzada, los

parametros que se utilizan para medir el grado de obstruccion bronquial son:

-Capacidad vital forzada (FVC)
-Volumen espiratorio maximo en el primer segundo (VEMS o FEV/)

-indice de Tiffeneau (FEV/VC)

Cuando existe obstruccion (FEVy y FEV4/FVC <80%), la prueba
broncodilatadora (administracién de un farmaco agonista de [, receptores por
via inhalada) se utiliza para comprobar la reversibilidad de la obstruccion
(aumento del FEV¢ al menos un 12% y 200 ml con respecto al inicial en una
segunda espirometria forzada). Cuado la prueba broncodilatadora es negativa
debe hacerse un ensayo terapéutico con corticoides antes de concluir que la
limitacion al flujo aéreo es irreversible)*°. Cuando la espirometria forzada es
normal puede ser util el registro seriado del FEM, cuyo valor se correlaciona
bastante bien con el del FEV, *°. Habitualmente, el registro se realiza dos veces
al dia, por la manana al levantarse y por la noche. El valor de referencia o
normalidad se obtiene cuando el paciente se encuentra asintomatico (el mejor
FEM personal), y se valoran los cambios en dicho parametro durante periodos
de 1 6 2 semanas. Se considera que descensos del FEM por debajo del 80% del
mejor personal, o variaciones del FEM de mas del 20%, son diagndsticos de
asma. El método mas fiable para calcular estas variaciones es la amplitud,

expresada en la formula *';
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Variabilidad diaria= FEM noche-FEM mafana x 100
arlablidad diaria= 77 FEM noche + FEM manana)

Sin embargo, en pacientes con asma leve o muy grave esta variabilidad del FEM
puede no estar presente.

Cuando las medidas de funcion pulmonar descritas no son suficientes para
establecer el diagnéstico de asma, la medida de la hiperreactividad bronquial
mediante una prueba de provocacion bronquial con metacolina o histamina
puede ayudar al diagnéstico, aunque la especificidad de este método es
moderada y su valor predictivo positivo bajo, ya que puede detectarse un grado
variable de hiperreactividad bronquial en fumadores, en pacientes con rinitis y en
otras enfermedades que cursan con obstruccion de la via aérea como la fibrosis
quistica, bronquiectasias y enfermedad pulmonar obstructiva cronica entre otras.
Por otro lado, cabe destacar que la principal utilidad de la técnica reside en su
alto valor predictivo negativo en el diagndstico de asma *2.

Para establecer el diagndstico de asma atdpica, es esencial una historia clinica
detallada y la demostracién de anticuerpos IgE especificos frente al o a los
alergenos sospechosos a los que el paciente esta expuesto. Si existen dudas en
el diagnodstico etioldgico, puede recurrirse a la provocacion bronquial con
alergeno, como método de demostrar la relacién entre la causa (alergeno) y el

efecto (asma)®.
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2.2.2. Gravedad del asma

De las multiples clasificaciones del asma, atendiendo a su gravedad, la
actualmente mas aceptada es la de la GINA (The Global Initiative on Asthma),
surgida en 1995 del esfuerzo conjunto del Nacional Heart, Lung and Blood
Institute y de la O.M.S *° . La primera edicién fue basada en la opinién, pero la
revision posterior, en 2002 **, fue basada en la evidencia. Se clasificé al asma
segun gravedad en intermitente, persistente leve, persistente moderada vy
persistente grave (figura 1). La presencia de una de las caracteristicas de
gravedad es suficiente para clasificar al paciente en la categoria de mas
gravedad, pero la categoria se puede modificar a lo largo del tiempo en funcién

de la evolucion del paciente asmatico.

Gravedad del Asma Caracteristicas Clinicas antes del tratamiento

Intermitente -Sintomas intermitentes menos de dos dias a la semana.
-Exacerbaciones cortas.

-Sintomas nocturnos menos de 2 veces al mes.

-Asintomatico entre episodios con funcion pulmonar normal.
-FEV, 0 FEM=80% del predefinido con variabilidad <20%.

Leve Persistente |-Sintomas mas de dos dias a la semana, pero no diario.

-Las exacerbaciones pueden afectar a la actividad y el suefio.
-Sintomas nocturnos>2 veces por mes.

-FEV, 0 FEM = 80% del predefinido con variabilidad del 20-30%.
Moderado Persistente |-Sintomas diarios.

-Exacerbaciones que afectan a la actividad diaria y el suefio.
-Sintomas nocturnos>1 vez por semana.

-Necesidad diaria de B, agonista de corta duracion inhalado.
-FEV, 0 FEM >60% y <80% del predefinido, con variabilidad >30%
Grave Persistente -Sintomas continuos.

-Exacerbaciones frecuentes.

-Sintomas nocturnos frecuentes.

-Actividades fisicas limitadas por los sintomas de asma.

-FEV, 0 FEM = 60% del predefinido, con variabilidad >30%.
Figura 1. Clasificacion del asma atendiendo a su gravedad

32



Una nueva revision de la guia GINA ha tenido lugar recientemente, en 2006
45 'y se basa en el nivel de control de la enfermedad. La clasificacién anterior del
asma segun gravedad en intermitente, persistente leve, persistente moderada y
persistente grave se recomienda sélo con fines de investigacion. EI documento
recomienda ahora clasificar el asma segun el nivel de control: controlada,
parcialmente controlada o no controlada (figura 2). Con ello se refleja la idea de
que la gravedad del asma no solo implica la gravedad en si de la enfermedad
subyacente, sino también la respuesta al tratamiento, y que la gravedad no es
una caracteristica invariable del asma especifica de un paciente, sino que puede

cambiar con los meses o los afios®.

Niveles de control del asma

Caracteristica Controlada Parcialmente No controlada
(Todas las controla-
siguientes) da
(cualquier/sema
na)
Sintomas diurnos No (20 Mas de 2 Tres o mas
caracteristicas
menos/semana) veces/sem del asma
parcialmente
Limitaciones de No Alguna controlada
actividades presentes en
Sintomas No Alguna cualquier
nocturnos semana
/despertares
Necesidad de No (20 Mas de 2
trata- menos/semana) veces/sem
miento de rescate
Funcién pulmonar Normal <80% valor
(FEM O VEF1) * predictivo o
Mejor valor
personal
Exacerbaciones No Una o mas/afio t Una vez /sem T

Figura 2. Clasificacion del asma atendiendo a su control

* No se contempla en nifios de 5 afios o menores la realizaciéon de pruebas de funcién pulmonar

T Posterior a cualquier exacerbacion se debe de revisar bien el tratamiento para asegurarse que sea
adecuado

T Por definicion, cualquier exacerbacion que se presente durante una semana hace que durante esa
semana el paciente se clasifique como no controlado.
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2.2.3. Tratamiento farmacolégico

El nivel actual de control del asma del paciente y el tratamiento actual
determinan la seleccion del tratamiento farmacolégico. Cada paciente es
asignado a uno de cinco escalones de tratamiento. La figura 3 detalla cada uno
de los tratamientos recomendados para cada nivel en adultos y nifios mayores
de 5 afios *°.
En cada uno de los niveles, el tratamiento de rescate debe de ser utilizado para
el alivio de los sintomas segun sea necesario. El medicamento controlador mas
recomendable a iniciar en un niflo de 5 afos o menor son los
glucocorticoesteroides inhalados como terapia inicial. Si este tratamiento no

logra controlar los sintomas, la mejor opcion es aumentar la dosis del mismo.

Los farmacos controladores actualmente empleados en el tratamiento del
asma son:

e Glucocorticosteroides inhalados y orales

e Cromonas

e Agonistas R2 de accion larga inhalados

e Combinacién de glucocorticosteroides inhalados y agonistas 32 de

accioén prolongada
e Teofilina de liberacién prolongada
¢ Antileucotrienos

e Inmunomoduladores (Anti IgE)
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Nivel 1

Nivel 2

Nivel 3

Nivel 4

Nivel 5

Agonistas 32

Educaciony
Control ambiental

de Agonistas 32 de accion rapida a demanda
accioén corta
a demanda
Seleccionar Seleccionar Afiadir uno o Afadir uno o
uno uno mas ambos
. . Dosis media
Dl [z al o alta Glucocorticoest
GCEl , ;
. . . . De GCEI mas eroides
Dosis baja de mas agonista agonistas B2 orales
GCEl * R2 de 9 ales.
., de (dosis mas
accion s .
rolongada accion baja)
P prolongada
: Modificadar Dosis media o Modificadar Tratamiento con
Opciones de de Ita de GCE de Anti IQE
control leucotrienos ** alta de leucotrienos 19
Dosis baja de
GC,EI Teofilina de
mas ; "
oo liberacion
modificador .
sostenida
de
leucotrienos
Dosis baja de
GCElI
mas teofilina
de
liberacion
sostenida

Figura 3. Enfoque de tratamiento basado en el control

*GCElI= glucocorticoesteroides inhalados

** = antagonista del receptor o inhibidores de la sintesis

Los farmacos de rescate actualmente empleados en el tratamiento del asma
son:

e Agonistas 32 de accion corta, inhalados y orales

¢ Anticolinergicos

e Teofilina de accion corta
Los medicamentos inhalados son los de eleccién ya que se distribuyen

directamente en las vias aéreas, que es donde son necesarios, siendo una
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terapia efectiva y potente con menos efectos sistémicos secundarios que los

medicamentos administrados por via oral.

2.3. Rinitis

La rinitis se define como la inflamacion del revestimiento interno de la nariz,
caracterizada por uno o mas de los siguientes sintomas: congestion nasal,
rinorrea, estornudos y prurito de al menos una hora de duracién la mayoria de
los dias *°.
Es una enfermedad muy prevalerte. Se estima que la prevalencia de rinitis
alérgica estd alrededor del 15%-20%, que genera un gran coste econémico y
social, y que tiene un gran impacto sobre la calidad de vida 4" %% %9

Actualmente, la clasificacion de rinitis mas utilizada es la del documento
ARIA *° (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma), cuya ultima actualizacion ha
tenido lugar recientemente®. Este documento clasifica la rinitis segin su
duracion en intermitente y persistente; la rinitis alérgica puede cursar con
sintomas intermitentes, definidos como aquellos que aparecen menos de 4 dias

por semana 0 menos de 4 semanas por afio, 0 con sintomas persistentes, en el

caso de aparecer mas de 4 dias por semana y mas de semanas por afo.

2.3.1. Diagnostico

En el diagnéstico es esencial la historia clinica detallada, constatando no
sélo los sintomas sino su periodicidad, posibles desencadenantes, duracion vy
gravedad. Para establecer la presencia de la inflamacién eosindfila nasal
caracteristica, realizaremos una citologia del exudado con recuento de

eosinofilos.
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Para el diagnostico de la rinitis alérgica, al igual que en el asma, es necesario
realizar un estudio alergolégico con el fin de demostrar la presencia de IgE
especifica frente a los alergenos sospechosos. Si existen dudas en el
diagndstico causal, puede recurrirse a la provocacion nasal con alergeno para

clarificar el diagnostico °'.

2.3.2. Gravedad de la rinitis

El documento ARIA *°*° | también clasifica la rinitis segin su gravedad en
leve y moderada-grave. Asi, la rinitis leve es aquella que no interfiere el suefio ni
la realizacion de la actividad diaria normal en el tiempo libre o en el medio
escolar o laboral, mientras que la rinitis moderada o grave puede afectar a

cualquiera de ellos.

2.3.3. Tratamiento farmacolégico >
El tratamiento farmacolégico de la rinitis estacional incluye antihistaminicos
administrados por via oral, nasal o intraocular, corticoides nasales,

antileucotrienos *°

, cromonas intranasales o intraoculares, descongestionantes
nasales u orales y anticolinérgicos.

El tratamiento de la rinitis propuesto de forma escalonada es *?:

¢ Rinitis leve o sintomas ocasionales: Antihistaminicos orales o nasales (+/-
cromonas).

¢ Rinitis moderada o sintomas frecuentes: corticoide nasales.

¢ Rinitis grave: Corticoides nasales y antihistaminicos orales o nasales.
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3.

TRATAMIENTO ESPECIFICO DE LAS ENFERMEDADES ALERGICAS
RESPIRATORIAS
El tratamiento especifico de la rinitis y el asma causados por S. kali se basa
en:
a) Medidas de control ambiental, con el fin de poder reducir o eliminar la
exposicién a los alergenos causantes de la enfermedad.
b) Inmunoterapia con extracto de S. kali, con el objetivo de disminuir o

anular la respuesta alérgica del paciente a los alergenos del polen.

3.1. Medidas de control ambiental inespecificas

En el aire que respiramos hay una gran cantidad de sustancias que pueden
desencadenar sintomas nasales o bronquiales. Dejando a un lado a los
aeroalergenos, existen otras particulas inhalantes, que son producidas por
nosotros, las cuales al salir al aire en forma de gases o particulas, pueden ser
irritantes, amenazando al medio ambiente y a nuestra salud. Estas sustancias
contaminantes con posible relevancia clinica son: ozono, diéxido de azufre,
didéxido nitrico, compuestos volatiles y formaldehido, polucién debida a los
automéviles y el humo del tabaco® .
Las evidencias epidemiolégicas indican que existe una interaccion entre ellas y
la rinitis. Los mecanismos por los cuales estas sustancias producen o exacerban

los sintomas se conocen mejor actualmente®*.

3.2. Medidas de control ambiental especificas
En toda rinitis y asma alérgico es muy importante evitar la exposicién a los

alergenos responsables. El polen es imposible de evitar, por lo que lo unico que
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podemos hacer es evitar la exposicion a fuertes concentraciones en la estacién
polinica correspondiente. La informaciéon al paciente es fundamental y hoy
podemos hacerlo con el Mapa Polinico de cada Comunidad, realizado por el
Comité y Red de Aerobiologia de la SEAIC. Estos datos aparecen en los medios
de comunicacién, y de esta forma el paciente puede organizarse para evitar los
dias mas peligrosos con mas indice de polen, prevenir sus actuaciones y poner
en marcha la medicacibn que le sea necesaria. Las principales
recomendaciones que actualmente se le dan al paciente para disminuir la
exposicion al polen son:

e Evitar salidas al campo o jardines.

e Evitar paseos en bicicleta o similar, asi como viajar en el coche con la
ventanilla abierta.

e Ventilar la casa por la mafiana temprano, manteniendo cerradas las puertas y

ventanas durante las horas de mayor calor.

3.3. Inmunoterapia con extractos alergénicos
3.3.1. Concepto
La inmunoterapia (IT) con extractos alergénicos consiste en la administracion
gradual de dosis crecientes del extracto alergénico, alcanzando una dosis que
sea eficaz en reducir los sintomas asociados con la exposicion al alergeno
causal *°.
3.3.2. Mecanismos de accion de la inmunoterapia con alergenos
La IT pretende provocar un estado de tolerancia clinica frente a alergenos en

aquellos pacientes que presentan reacciones de hipersensibilidad de tipo | (IgE
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mediada). Las caracteristicas fisiopatologicas clasicas de la respuesta
inflamatoria alérgica son la activacion de mastocitos y basoéfilos dependiente de
IgE y la eosinofilia tisular, pero ademas, se ha demostrado la participacion
esencial de las citocinas de origen linfocitario en dicha respuesta. Los
mecanismos de accion de la inmunoterapia con alergenos han sido revisados en

profundidad por Till y Durham °°°".

Efectos de la IT sobre las células efectoras y mediadores inflamatorios

La IT con extractos de alergenos produce efectos sobre la produccion de
mediadores inflamatorios de las respuestas inmediata y tardia a la exposicion al
alergeno.

Dieguez y cols. *® demostraron un aumento inicial de la liberacién especifica
de histamina por los basdfilos seguido de una disminucion gradual en el curso
de la IT con podlenes, reduccidon que se relaciond de forma directa con la
duracion del tratamiento y la mejoria clinica obtenida.

Ferrer y cols.®® han descrito una disminucion en la liberacion de histamina y
en la produccion de sulfidoleucotrienos tras estimulacién con el alérgeno en los
pacientes que habian recibido IT con D. pteronnyssinus durante mas de dos
anos.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se ha demostrado una reduccion de
los mastocitos nasales en pacientes que recibieron tratamiento con polen de
gramineas comparado con los que recibieron placebo, y esta disminucion en los
mastocitos se ha correlacionado con la mejoria clinica .

Durham y cols ¢! pudieron comprobar una inhibicién de la respuesta tardia a

la provocacion nasal y una disminucion de los eosindfilos totales en la biopsia
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nasal obtenida al cabo de 24 horas de la provocacion especifica con alergeno en
pacientes tratados con IT con polen de gramineas.

En resumen, la IT disminuye el numero de células inflamatorias, su
activacién y la liberacion de sus mediadores en el 6rgano diana de la respuesta

inflamatoria alérgica.

Modificaciones de la IT en los anticuerpos circulantes

Durante la IT convencional con extractos alergénicos, las concentraciones
séricas de IgE total y de IgE alergeno-especificas aumentan inicialmente para
caer de forma gradual a niveles basales o similares a los de pacientes no
alérgicos en el curso de la inmunoterapia, lo cual ademas se relaciona con la
mejoria clinica en estos pacientes. Hay estudios que demuestran que en casos
de poca o nula respuesta a la IT no se produce este descenso en los niveles de
IgE. Sin embargo, estas modificaciones en la IgE especifica se producen con
una gran variabilidad individual, y en ocasiones no guardan una relacién
temporal con la mejoria clinica .

En la mayoria de los estudios realizados, la IT provoca la produccion de
anticuerpos 1gG (subtipos 1y 4) e IgA °#®. La mayoria de los anticuerpos IgG
actua como “bloqueantes”, es decir, éstos compiten con la IgE para la fijacién de
alergenos y dificultan la activacidon de mastocitos-basoéfilos dependientes de IgE
® A pesar de esta teoria, se ha demostrado por inmunodeteccion que la unién
de IgE al alergeno no se ve alterada a pesar de la induccion de IgG especifica
por el tratamiento °°. Al igual que ocurre con la IgE especifica, tampoco la
concentracion en suero de IgG especifica se relaciona con la respuesta clinica a

la IT °® . En la IT rapida con venenos de himendpteros se observa un aumento
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precoz de la IgG especifica que se ha asociado a proteccion, pero no tiene valor
predictivo en los pacientes de forma individual en cuanto a la posterior tolerancia
a picaduras de himendpteros .
En cualquier caso, la IgG es un marcador util de la respuesta inmunoldgica a la
IT con alergenos %°.
Las propiedades de estos anticuerpos IgA todavia estan por determinar.

Se ha investigado acerca de la existencia de IgM e IgD especificas en suero

sin que hasta la fecha se hayan obtenido datos concluyentes.

Efectos de la IT sobre la respuesta linfocitaria

Existe una clara relacién entre la produccién de citocinas de tipo Th2 y la
patologia alérgica. Existen dos tipos de linfocitos T-CD4+ (CD4 +, cluster de
diferenciacion), clasicamente conocidos como T-helper (Th), segun el perfil de
las citocinas especificas que producen tras su activacion:

e Linfocitos Th1. Sintetizan especialmente interferén y (IFN-y) e interleucina 2
(IL-2).

e Linfocitos Th2. Producen, sobre todo, interleucinas 4,5 y 13 (IL-4, IL-5 e IL-
13).

La IT con alergenos disminuye la produccion de citocinas de tipo Th2, aumenta
la produccion de citocinas Th1 y/o induce un estado de anergia de la célula T
especifica para el alergeno 0 tanto en sangre periférica como en el érgano
diana.

% observaron una reduccion de la

En sangre periférica, Secrist y cols
produccion de IL4 por los linfocitos T especificos después de la IT con acaros o

polenes, pero no detectaron cambios en la produccion de IFN- y.
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También en sangre periférica se ha evaluado la cinética de secrecion de
citocinas durante la IT con acaros siguiendo una pauta convencional,
observandose un aumento en la produccién de IFN- y al cabo de 3 meses (al
alcanzar la dosis maxima) y una posterior disminucion de IL4 desde este
momento hasta el afio de tratamiento®’ .

La figura 4 ilustra esta hipétesis de la desviacion de respuestas inmunoldgicas
de perfil Th2 a respuestas Th1 como consecuencia de la IT.

La IT puede inducir anergia en los linfocitos T CD4+ especificos. Aunque
estas células anérgicas no proliferan tras la re-estimulacién con el antigeno,
pueden aumentar la expresion de receptores de IL2 (CD25) y proliferar en
respuesta a IL2 exdgena.

Es posible que la IT actie por ambos mecanismos, anergia de los linfocitos T y
desviacion inmunitaria, en poblaciones diferentes de células T. Por ejemplo, las
dosis altas de antigeno, ademas de inducir anergia en los linfocitos T
especificos, pueden favorecer la expresion de citocinas de tipo Th1 directamente
o modificando el tipo de APC que interacciona con la célula T. De forma
alternativa, el aumento de expresion de las citocinas de perfil Th1 por los

linfocitos T especificos puede ser consecuencia directa de la anergia.
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Fig. 4 Efectos de la inmunoterapia en las respuestas inmunolégicas.
Modificada de Till SJ, Francis JN, Nouri-Aria K, Durham SR. Mechanisms of
immunotherapy. J Allergy Clin Immunol 2004;113:1025-34.

3.3.3. Estandarizacidon de extractos alergénicos
En la Farmacopea Europea, los productos alergénicos son aquellos
preparados farmacéuticos que derivan de materiales existentes en la naturaleza
que contienen alergenos y que son sustancias que causan y/o provocan
enfermedad alérgica. Los componentes alergénicos son, en su mayoria, de

naturaleza proteica. Los productos alergénicos estan destinados al diagndstico
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in vivo y/o al tratamiento de las enfermedades alérgicas atribuidas a estos
alergenos *°.

El éxito del tratamiento depende en gran parte del uso de extractos
alergénicos de alta calidad, adecuadamente estandarizados, que pueden ser
fabricados de forma homogénea. Por ello, se han establecido los requisitos
sobre la obtencion de la materia prima, la estandarizacion y la calibracion de
alergenos %%,

La estandarizacién biolégica consiste basicamente en medir la potencia
alergénica del extracto y se realiza mediante pruebas in vivo (midiendo la
respuesta cutanea de pacientes alérgicos obtenida en las pruebas cutaneas, que
sera similar para extractos de igual potencia) e in vitro (mediante inhibiciéon de
RAST o métodos similares utilizando una mezcla de sueros de pacientes
alérgicos y un extracto de referencia con potencia conocida). Existen diferentes
métodos de estandarizacion biolégica con diferentes unidades de medida
dependiendo del fabricante, y ello supone un problema a la hora de comparar la
potencia alergénica de unos extractos con respecto a otros. Por este motivo, se
han elaborado estandares para varios productos alergénicos dentro de un
programa de estandarizacion de alergenos de la O.M.S. *°.

Ademas de la potencia del extracto, es importante valorar la composiciéon
proteica del mismo, que se realiza por técnicas semicuantitativas como el SDS-
PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
sddico) o el IEF (Isoelectroenfoque), y la presencia de las proteinas alergénicas
mediante Inmunodeteccién y CRIE (Radioinmunoelectroforesis cruzada).

Un ultimo avance en la estandarizacién es cuantificar los principales

alergenos, habitualmente utilizando anticuerpos monoclonales especificos, con
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el fin de garantizar que la concentracién de estos alergenos sea la misma en

sucesivos lotes de fabricacion de los extractos.

3.3.4. Tipos de extractos alergénicos

Los tipos de extractos alergénicos mas comunes para tratamiento incluyen
extractos no modificados (acuosos) y extractos modificados fisica y/o
quimicamente. La modificacion fisica supone la adsorcion del extracto en
diferentes vehiculos, como aluminio, fosfato calcico, tirosina o liposomas, con el
fin de retrasar la liberaciéon del alérgeno (extractos depot) y disminuir la
frecuencia de las reacciones adversas. La modificacidn quimica pretende
disminuir la alergenicidad, es decir, la capacidad de provocar la reaccion
mediada por IgE, manteniendo o aumentando la inmunogenicidad o capacidad
de modular el sistema inmunitario, mejorando asi la tolerancia del tratamiento
manteniendo la eficacia clinica. Con este objetivo, se han fabricado extractos

modificados con glutaraldehido *°

o polimerizados con formaldehido. En
general, con este tipo de modificaciones se precisa mayor cantidad de alergeno

para conseguir el mismo efecto clinico .

Se estan investigando otros tipos de extractos alergénicos modificados
genéticamente. Son extractos con alergenos recombinantes basados en

.72 Estos extractos intentan reducir la

técnicas de biologia molecular
alergenicidad, sin disminuir su inmunogenicidad. Uno de los mayores
inconvenientes para la comercializacion de este tipo de extractos es el coste

econdmico. Jutel M y cols " llevaron a cabo un estudio con una mezcla de

alergenos principales recombinantes de gramineas. A pesar de que la
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inmunotepia resulté eficaz no se redujo la alergenicidad de los extractos
recombinantes, y por tanto no hay grandes ventajas con respecto a los extractos
nativos. Mediante péptidos, secuencias inmunoestimuladoras de DNA vy
proteinas de fusion también se intenta reducir la alergenicidad manteniendo la

inmunogenicidad de los extractos ™.

3.3.5. Eficacia clinicade la IT

Durante muchos afios, la IT con extractos alergénicos ha sido un tratamiento
controvertido. Con el mayor conocimiento de los alergenos, se han ido
mejorando los métodos de produccién de los extractos y su estandarizacion,
adecuando la potencia del extracto para poder conseguir una dosis eficaz y
segura.

Se ha demostrado que la administracion de dosis bajas incluso durante
tiempo prolongado es ineficaz, pero también la administracion de altas dosis
conlleva un elevado riesgo de reacciones adversas. Por lo tanto, el objetivo en
toda IT es conseguir una dosis de mantenimiento eficaz clinicamente, con la
minima frecuencia de reacciones adversas.

La eficacia de la SCIT con pdlenes, acaros, epitelio de gato y el hongo
Alternaria estd bien documentada mediante ensayos doble ciego, existiendo

varios meta-analisis 2

que demuestran que las vacunas alergénicas
proporcionan una reduccion de sintomas y consumo de medicacion en pacientes
bien seleccionados, cuando se aplican programas terapéuticos correctos. De

forma paralela, se produce una reduccién de la respuesta especifica al alérgeno

determinada por pruebas cutaneas o de provocacion nasal especifica.
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La IT es un tratamiento eficaz siempre que esté indicada correctamente, se
utilicen extractos de alta calidad, dosis Optimas y que tenga una duracién
adecuada, entre 3 y 5 afios. Segun algunos documentos de consenso, la
magnitud de la eficacia deberia establecerse como el porcentaje de reduccion de
las puntuaciones globales de sintomas en los grupos estudiados. La eficacia
adicional inferior a la obtenida por los antihistaminicos no se considera aceptable
y consecuentemente la eficacia minima clinicamente relevante deberia de ser
por lo menos un 20% superior del placebo ™.

La efectividad de la IT es duradera después de suspenderla. Asi lo han ido
comprobando diferentes autores en sus estudios:

Golden " realizd provocaciones con picadura de abeja en el laboratorio al
cabo de 2-5 afos de haber finalizado el tratamiento de IT, y los pacientes o no
presentaban reaccion, o esta era minima.

Jacobsen " investigé el efecto a largo plazo de 3 afios de IT con extracto de
polen de arboles 6 afios después de finalizar el tratamiento y observé que en el
86% de pacientes con rinitis y en el 68% de pacientes con asma se mantenia la
eficacia. Ademas, ningun paciente con rinitis desarrollé asma en este periodo.

Naclerio " llevé a cabo un estudio doble ciego controlado con placebo en
pacientes que habian recibido IT con polen de ambrosia durante 3 anos con
buena respuesta. Al finalizar estos 3 afios de tratamiento los pacientes fueron
aleatoriamente divididos en dos grupos: unos continuaron con IT durante 1 afo
mas Yy los otros recibieron placebo. No observé diferencias entre ambos grupos
de pacientes en los sintomas de rinitis y si un discreto empeoramiento en la
respuesta nasal a la provocacion con alergeno en los pacientes que habian

suspendido la IT.
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Durham ®

utilizé un disefio similar en pacientes que habian recibido
eficazmente IT con polen de gramineas durante 3 6 4 anos. Al finalizar este
periodo, a unos pacientes se les administré placebo y otros continuaron con IT
durante 3 afos mas. Se anadié ademas al disefio del estudio un grupo control
no tratado con IT. Entre los pacientes que inicialmente habian recibido IT,
aquellos que continuaron con placebo tenian registros de sintomas y de
consumo de medicacion similares a los 3 anos de suspender el tratamiento
activo, pero hubo un discreto aumento de la sensibilidad cutanea y conjuntival al
alergeno comparado con los que continuaron con IT. Sin embargo, no hubo
diferencias en la respuesta cutanea tardia a la inyeccion intradérmica del
alergeno, ni en la biopsia de esta respuesta en cuanto al numero de células
CD3+ infiltrantes o en cuanto a células que expresaran ARN-m para IL-4. Por el
contrario, habia marcadas diferencias en todos los parametros entre estos dos
grupos de pacientes inicialmente tratados y el grupo control. Concluyen que 3 6
4 anos de IT con polen de gramineas es un tratamiento eficaz, incluso hasta 3
afos después de finalizar el tratamiento.

Cools ® evalud de forma retrospectiva el efecto de 5 afios de IT con pdlenes
y acaros en asmaticos 9 afos después de finalizar el tratamiento,
comparandolos con un grupo control de pacientes que no habian recibido IT. El

riesgo de sintomas frecuentes de asma resulté ser 3 veces mayor en los

pacientes controles que en el grupo tratado previamente con IT.

En los ultimos afos se ha atribuido a la IT, ademas de la eficacia clinica
buscada, otros efectos importantes, como son la prevencién del desarrollo de

asma en pacientes con rinitis. La rinitis alérgica se asocia al asma bronquial con
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una frecuencia del 20% al 40%. Aun sin presentar sintomas de asma, en
muchos pacientes con rinitis se demuestra una hiperreactividad bronquial a
histamina o metacolina y respuesta positivas a la provocacion bronquial con
alérgeno. En realidad, la rinitis y el asma son manifestaciones de la misma
enfermedad alérgica y en muchos casos no son entidades claramente
separadas .

Méller 8", y cols. observaron los beneficios del uso de la inmunoterapia en
las fases iniciales de la rinitis, previniendo asi la aparicion de asma, teniendo en
cuenta que el grupo control contaba con mas pacientes asmaticos que el grupo
tratado con inmunoterapia.

Purello-D’Ambrosio 2, Pajno #° y cols. observaron en sus diferentes trabajos
los beneficios del uso de la inmunoterapia en la prevencion de nuevas
sensibilizaciones en nifios con sintomas respiratorios monosensibilizados a un
alergeno ambiental (acaros, polen de gramineas, olivo, parietaria o mezcla de
Compuestas).

En conclusién, parece que el efecto de la IT no se reduce sdlo a la mejoria
clinica de las enfermedades alérgicas respiratorias sino que puede modificar el

curso natural de la enfermedad, evitando su progresion.

3.3.6. Seguridad de la IT
Existe acuerdo general en que SCIT es un tratamiento bastante seguro
cuando se administra adecuadamente y en las condiciones apropiadas’®.
Las reacciones adversas atribuidas a la IT con extractos alergénicos son

reacciones de hipersensibilidad, reacciones inespecificas y, en algunas

50



ocasiones, empeoramiento de la patologia alérgica que se pretende tratar. Las
reacciones de hipersensibilidad son las mas frecuentes y potencialmente

peligrosas. Siguiendo la clasificacién de la E.A.A.C.I.7°

podemos distinguir entre
reacciones locales, que se presentan en el lugar de la inyeccién, y las
sistémicas, en que se detectan sintomas generalizados que se presentan a

distancia del lugar de la inyeccion.

a) Reacciones Locales:

-Inmediatas: diametro = 5 cm (= 3 cm en nifios) en los primeros 30 minutos
de la inyeccion.

-Tardias: diametro 2 10 cm ( = 7 cm en nifios) tras los primeros 30 minutos de
la inyeccidn

-Nédulos subcutaneos locales en el lugar de administracion, que

generalmente son indoloros y desaparecen a las pocas semanas.

b) Reacciones sistémicas:

-Grado 0: Sin sintomas
-Grado |: Reacciones inespecificas, probablemente no IgE-mediadas (p.e.
malestar general, cefalea, artralgia, etc)
-Grado Il: Reacciones sistémicas leves (Rinitis 0 Asma leve que responde
bien a antihistaminicos o B2-agonistas inhalados)
-Grado lll: Reacciones sistémicas sin compromiso vital (urticaria,
angioedema o asma severo que responden bien al tratamiento)

-Grado |V: shock anafilactico
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Tanto las reacciones locales como las sistémicas pueden presentarse de
forma inmediata (en los primeros 30 minutos) o tardia (después de los primeros
30 minutos de su aplicacién). El tratamiento de estas reacciones adversas se
comentara en el apartado de inmunoterapia de Material y Métodos.

Una parte importante de las reacciones adversas son debidas a errores
humanos en la administracion del tratamiento®. Otros factores de riesgo son
presencia de asma sintomatico, alto grado de sensibilidad al alergeno
(determinado por pruebas cutdneas o in vitro), tratamiento coexistente con
betabloqueantes, inyecciones de nuevos viales de extractos no estandarizados,
no esperar al menos 20 minutos después de la inyeccion o inyecciones en el
propio domicilio e inyecciones administradas durante la estacion de
exacerbacion de sintomas. Todos estos errores pueden ser causa de reacciones
adversas variadas que van desde reacciones locales a la muerte. En el estudio
de Bernstein y cols, la mayoria de las reacciones mortales ocurrian en pacientes
asmaticos, muchos no bien controlados®. En este estudio se constatd un
retraso importante en la administracion de adrenalina, e incluso en muchos de
estos casos ni siquiera se llegé a administrar.

Los extractos alergénicos para inmunoterapia alergeno-especifica, incluso
del mismo fabricante, se diferencian en su tendencia para producir efectos
secundarios. En un estudio multicéntrico, prospectivo, llevado a cabo en
Dinamarca y Copenhague por Winther y cols® con 1038 pacientes, se empled
IT subcutanea (SCIT) frente a diferentes extractos de podlenes y epitelios. Se
observd que apenas hubo diferencias en la severidad de las reacciones
adversas entre los diferentes extractos alergénicos salvo en el extracto de

gramineas, que fue el unico que produjo reacciones severas de grado IV tras la
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inyeccion (p=0,02), sin que tuviera nada que ver los antecedentes previos de
asma ni el sexo del paciente. Los autores concluyeron en este estudio que los
extractos alergénicos difieren entre si en su tendencia para producir efectos

secundarios.

De todo lo expuesto, se deduce que la correcta administracion y el
exhaustivo control de la IT, reduce el riesgo de reacciones adversas y
permite determinar mejor la eficacia del tratamiento. En este sentido, como
forma de llevar a cabo un control éptimo de seguridad y eficacia, el comité de
inmunoterapia de la E.A.A.C.l. recomienda la creacion de las denominadas
Unidades de IT, pensadas como hospitales de dia donde se administra este
tratamiento. Estas Unidades de IT estan dotadas de personal técnico entrenado
y un médico especialista en esta modalidad terapéutica que supervisa de forma
individualizada el tratamiento, siguiendo protocolos de actuacién establecidos,
que se van modificando con el tiempo en funcién de los resultados obtenidos.
Este tipo de organizacién permite, ademas de minimizar el numero de
reacciones adversas debido a que se valora al paciente antes de cada
administracion de la dosis correspondiente, analizar las reacciones adversas y
asi determinar los factores de riesgo que intervienen en su aparicion, realizar un

seguimiento o evaluar nuevas pautas de administracion’®.

3.3.7. Pautas de administracion de los extractos alergénicos

La pauta de administracion por via subcutanea mas extendida es la
denominada convencional, que consiste en inyectar dosis crecientes del

extracto una vez por semana hasta alcanzar una dosis prefijada considerada
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eficaz, y posteriormente repetir esta dosis mensualmente. Habitualmente, en la
pauta convencional no se alcanza la dosis maxima de mantenimiento hasta 3
meses después de iniciar el tratamiento.

Con el fin de reducir el numero de visitas necesarias para alcanzar la dosis
de mantenimiento, se han ensayado otras pautas de administracién en la fase
de incremento de dosis, como las pautas rapida (rush) y agrupada o semirrapida
(cluster). Diferentes pautas se han venido realizando en numerosos ensayos
clinicos con alergenos inhalantes ambientales o en los ultimos afos para
demostrar la seguridad de estas pautas y mejorar el cumplimiento. Con estas
pautas, el principal problema puede ser un aumento de reacciones adversas
sistémicas "°.

Cada vez hay mas experiencia en la utilizacién de pautas no convencionales
de IT. Con alergenos inhalantes ambientales se han venido realizando en los

ultimos arios diferentes estudios.

Moreno C y cols ¥’ llevaron a cabo un estudio en 306 pacientes con rinitis y/o
asma por sensibilizacion a polen de olivo y/o gramineas. Estos autores
evaluaron una pauta cluster utilizando un extracto depot estandarizado, valorado
en unidades de masa. Se obtuvieron 47 reacciones adversas, 40 locales y 39
sistémicas (12 de grado |, 11 grado Il, 14 grado Ill y ninguna grado 1V). La mayor
frecuencia de reacciones sistémicas tuvieron lugar en el cluster 3, con el vial de
maxima concentracion. En un estudio posterior, estos autores modificaron la
pauta de iniciacion, aumentando la dosis en el cluster 1 y 2, consiguiendo asi
disminuir las reacciones sistémicas en el cluster 3. De este modo, concluyeron

que la pauta mostraba un buen perfil de tolerancia

54



Tabar A.l. y cols ® realizaron un estudio comparativo doble ciego con pautas
cluster y convencional para inmunoterapia subcutanea con extracto depot
estandarizado en unidades de masa de D. pteronyssinus. Se recogieron 239
pacientes con rinitis con o sin asma bronquial por D. pteronyssinus. 120 de estos
pacientes fueron asignados aleatoriamente a la pauta cluster, y 119 a la pauta
convencional. Se recogieron las reacciones adversas, eficacia clinica,
reactividad cutdanea e inmunoglobulinas especificas para D. pteronyssinus antes
de la inmunoterapia, una vez alcanzada la dosis maxima con ambas pautas y
después de un afio de tratamiento. Durante la fase de incremento de dosis hubo
19 reacciones adversas en 15 pacientes. Ocho de estas reacciones fueron
sistémicas y de esas, 3 inmediatas y 5 tardias. Todas las reacciones adversas
fueron moderadas (grado IlI). No hubo diferencias entre las dos pautas en
frecuencia o tipo de reacciones adversas. Durante la fase de mantenimiento
hubo 9 reacciones adversas en 8 pacientes. Dos fueron reacciones locales
retardadas, que aparecieron 30 minutos después de la inyeccién. Siete fueron
sistémicas; ninguna de ellas inmediata (una con sintomas inespecificos y 6 con
asma). En este estudio concluyeron que la pauta cluster ensayada es una
alternativa segura a la inmunoterapia convencional, y que ofrece la ventaja de
alcanzar una mejoria clinica e inmunoldgica en un periodo de tiempo mas corto
que con la pauta convencional.

Garde y cols

realizaron un estudio prospectivo, observacional,
multicéntrico y abierto, en el que se incluyeron 88 pacientes, con enfermedad
alérgica respiratoria por sensibilizacién a Salsola kali. La administracién de un

extracto estandarizado biolégicamente de Salsola kali, adsorbido en hidréxido de

aluminio, se realiz6 por via subcutanea, mediante dos esquemas de tratamiento:
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agrupado (8 dosis en 4 visitas) o convencional (13 dosis en 12 visitas). Se
registraron un total de 42 reacciones adversas en 26 pacientes (35 locales en 21
pacientes y 7 sistémicas en 6 pacientes). De las 7 reacciones sistémicas, 4 se
registraron con la pauta agrupada y 2 con la convencional. No se registrd
ninguna reaccion adversa grave. Estos investigadores concluyeron que la
administracion subcutanea de un extracto de Salsola kali es segura y bien
tolerada, tanto cuando se administra con una pauta convencional como con una

pauta agrupada.

C.Colas y cols. ° llevaron a cabo un estudio doble ciego controlado con
placebo con pauta cluster para inmunoterapia subcutanea con un extracto
despigmentado, polimerizado y adsorbido en hidréxido de aluminio de polen de
Salsola kali. Seria la fase inicial del estudio que presentamos en esta tesis
doctoral. Se reclutaron 60 pacientes con rinoconjuntivitis (19 de ellos ademas
tenian asma) y se les asignd aleatoriamente al grupo activo (41 pacientes) o al
grupo placebo (19 pacientes). Durante la fase de iniciacién se registraron con el
extracto modificado 16 reacciones locales en 8 pacientes y 10 reacciones
locales en 4 pacientes del grupo placebo. Todas las reacciones locales fueron
retardadas. De éstas reacciones locales 8 del grupo placebo y 9 del grupo activo
fueron nodulos subcutaneos producidos por el hidréxido de aluminio. Se
recogieron 4 reacciones sistémicas retardadas en 3 pacientes del grupo placebo,
y 16 (4 inmediatas y 12 retardadas) en el grupo activo. Todas estas reacciones
sistémicas fueron moderadas, de grado 2 (rinoconjuntivitis o prurito ético) y se
resolvieron sin medicacion. Se concluyé con los resultados de este estudio que

la inmunoterapia empleada en pauta cluster era segura.

56



En definitiva, las pautas cluster son mucho mejor toleradas que las
rapidas, presentan un perfil de seguridad similar al obtenido con pautas
convencionales en ensayos clinicos con pocos pacientes y mejoran el

cumplimiento.

3.3.8. Indicaciones y contraindicaciones de la inmunoterapia con
extractos alergénicos
En la actualidad, la IT unicamente esta indicada en el tratamiento de la
alergia a veneno de himendpteros y en las enfermedades alérgicas respiratorias.
La IT con alimentos o con extractos de alergenos ambientales para el
tratamiento de la dermatitis atdpica esta aun en fase experimental y no se debe
utilizar mientras no se demuestre su eficacia en ensayos clinicos controlados *°.
Las indicaciones y las contraindicaciones de la IT para el tratamiento de la
rinitis y el asma atdpicas se detallaran en el apartado de la seleccién de

pacientes del capitulo de Material y Métodos.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Y OBJETIVOS
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La inmunoterapia  especifica con alergenos es la unica via de la que
dispone el alergdlogo para lograr mejorar o curar, parcial o definitivamente, un
proceso alérgico *°.

Un campo en el que se ha avanzado de forma importante en los ultimos
afnos ha sido el de mejorar la calidad de los extractos alergénicos por medio de
adecuados procesos de estandarizacion biolégica, obteniéndose extractos mas
puros y potentes, responsables no obstante de un mayor numero de reacciones
adversas. Para obviar o disminuir este riesgo se han realizado diversos intentos
encaminados a incrementar la seguridad, es decir, disminuir los efectos
secundarios manteniendo o aumentando la efectividad.

La inmunoterapia convencional emplea adyuvantes para estimular las
respuestas inmunes de los alergenos administrados, mejorando la eficacia. Al
mismo tiempo estos adyuvantes reducen la cantidad de alergeno administrado
mejorando la seguridad de la inmunoterapia . Desde hace mas de 60 afios
para los extractos depot o retardados se ha empleado como adyuvante hidroxido
de aluminio *%.

Otro tipo de modificacion mas reciente de las vacunas alergénicas son los

alergoides o extractos polimerizados. Son vacunas modificadas con

93,94 95 96

formaldehido , glutaraldehido y alginato Distintos estudios han
demostrado que la eficacia clinica se mantiene en estas vacunas modificadas y
que los preparados de alto peso molecular son mas seguros que las vacunas
¥ 5,97
acuosas no modificadas >”".
Sabemos que el polen de las Quenopodiaceas causa alergia respiratoria, que

este polen constituye el 5% del total de los pdlenes anuales recogidos y que
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sensibiliza hasta el 42% de los polinicos en esta area, ocupando el tercer lugar
entre la poblacién polinica de esta region ™°.

En el area de Zaragoza, la mayor parte de los pacientes alérgicos a
qguenopodiaceas lo son a S. Kali, siendo extremadamente baja la sensibilizacion
a quenopodio.

Debido a la alta prevalencia de sensibilizaciones a polen de S.kali en el area de
Zaragoza y a la escasez de estudios sobre inmunoterapia con extracto de S.kali,
los Dres. Colas, Lezaun y cols. llevaron a cabo un ensayo clinico prospectivo
doble-ciego controlado con placebo para evaluar la eficacia y la seguridad de la
inmunoterapia con un extracto despigmentado, polimerizado y adsorbido en
hidréxido de aluminio, frente a pacientes tratados con placebo. Los resultados de
esta primera parte ya fueron publicados por el Dr. Colas y cols 6 y presentados
por la Dra. Monzon en su tesis doctoral ®®. Se demostré que la utilizacion del
alergoide de polen de S. kali frente a placebo es eficaz y segura.

Debido a la escasez de estudios sobre comparacion de eficacia y seguridad de
la inmunoterapia con extractos polimerizados y depot convencionales, y mucho
menos de largos periodos de seguimiento, nos planteamos continuar con el
estudio de la fase anterior, tratando a los pacientes del grupo placebo con un
extracto depot convencional, con el objetivo de comparar un extracto
polimerizado, despigmentado de polen de S.kali frente a un extracto depot

convencional, durante los afios 2002,2003 y 2004.

Para ello se realizé el seguimiento de los siguientes parametros:
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Valoracion de la sintomatologia de los pacientes mediante:
- Registro de sintomas y del consumo de medicacion mediante
cartillas de seguimiento
- Escala Analdgica Visual

- Cuestionario de calidad de vida para rinitis (RQLQ)

Modificacion de los test in vivo:
- Medicion de la reactividad cutanea al alergeno mediante prueba
de prick-test y analisis de la variacion de la superficie de la
papula a lo largo del estudio.

- Prueba de provocacion nasal

Modificacion de los tests in vitro:
- IgE total
- IgE alergeno-especifica

- IgG 4

Evaluacion de la seguridad mediante registro de todos los

acontecimientos adversos que sean observados por el personal investigador, y

los comunicados espontaneamente por los participantes.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Este estudio comenzé siendo un ensayo clinico prospectivo, doble ciego
controlado con placebo. En una primera parte, se seleccionaron 60 pacientes
que fueron distribuidos, segun un listado de numeros aleatorios, en dos grupos:
el grupo activo con 41 pacientes, que seria tratado con un alergoide de polen
de Salsola kali y el grupo placebo con 19 pacientes. Esta primera parte del
estudio tuvo un afo de duracidon. En ella se evalud la clinica de los pacientes
tratados con alergoide de S.kali frente a la de los pacientes tratados con
placebo. Los resultados de esta primera parte ya fueron presentados por la Dra.
Monzén en su tesis doctoral *®. Posteriormente, los pacientes del grupo placebo
recibieron inmunoterapia con un extracto depot de S.kali y pasarian a llamarse
Grupo retard. El grupo activo continué recibiendo inmunoterapia con alergoide
que habia comenzado hacia un ano y paso a llamarse Grupo Depigoid. En esta
segunda parte del estudio se compard la evolucion clinica de los dos grupos de

pacientes que participaron en el estudio. La duracion fue de 3 afos.

2. EXTRACTOS ALERGENICOS DE S.KALI

Los extractos de Salsola kali fueron suministrados por C.B.F. LETI. El
extracto para el grupo Depigoid es un extracto despigmentado, polimerizado con
glutaraldehido y adsorbido en hidréxido de aluminio (Depigoid®). El extracto
para el grupo Retard es un extracto adsorbido en hidréxido de aluminio
(Retard®).
A lo largo de todo el estudio se empled el mismo extracto de S. kali, en estado

nativo para las pruebas de diagndstico y modificado para el tratamiento.
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2.1. Produccién de los extractos

2.1.1. Extracto Nativo (N)

Cien gramos de polen de Salsola kali previamente desengrasados con éter
se extrajeron mediante agitacion mecanica con 1 litro de PBS 0.01M - NaCl
0.15M — Tween-20 0.05% durante 4 horas en camara fria (3-8°C). Transcurrido
este tiempo se centrifugdé a 4500 rpm, en frio (3-8°C) durante 30 minutos en una
centrifuga Sorvall. Se recogio el liquido sobrenadante que se guardé en camara
fria, y el sedimento se volvié a extraer con 1 litro de PBS 0.01M - NaCl 0.15M —
Tween-20 0.05% durante 4 horas en camara fria (3-8°C). Pasado este tiempo se
centrifugd en idénticas condiciones que las anteriores, se recogi6 el

sobrenadante y se junté con el anterior.

El extracto final se filtr6 secuencialmente por membranas de 0.8, 0.4 y 0.22
micras, obteniendo un volumen final de 1700 ml. Para eliminar todos los
componentes libres en el extracto que tienen un peso molecular inferior a 3000
Daltons, este extracto se sometié a un proceso de didlisis tangencial en un
sistema Pellicon (Millipore) con membranas cuyo punto de corte era de 3000
Daltons. Una vez dializado se filtr6 secuencialmente por membranas de 0,8, 0,4
y 0,22 micras y se liofilizo.

Parte de este extracto se empled para continuar el proceso de obtencion del
extracto Depigoid® con el paso de despigmentacion y con el de polimerizacién.
Otra parte de este extracto se empled para obtener el extracto E.H. Retard® con
la adsorcién en hidroxido de aluminio, mientras que una pequefia parte de
conservo para que sirviera de referencia para los estudios de comparacion con

los nuevos productos (estandarizacion).

64



2.1.2. Extracto Despigmentado (DP)

Tres mil setecientos cuarenta y cuatro mg de liofilizado de extracto nativo se
reconstituyeron con agua bidestilada para que quedaran a una concentracién
final de 10 mg/ml (374,4 ml). Para eliminar los pigmentos que permanecen
absorbidos a las proteinas se realizé el proceso de despigmentacion (dialisis a
pH acido). Bajo agitacion constante y a temperatura ambiente se ajusto el pH del
extracto a 2.5 con una solucion de HCI 2N, y finalmente a 2,0-2,1 con una
solucion de HCI 0,1 N. Este extracto se introdujo en bolsas de didlisis de celofan
(punto de corte 3500 Daltons). El proceso de dialisis se realizdé durante 17 horas
contra 10 volumenes de agua de segunda 6smosis a 4-8°C, seguido de 4 horas
a la misma temperatura con 4 cambios de 10 volumenes de agua de segunda

ésmosis (1 cambio cada hora)®.

Una vez concluido este proceso, se recogi6 el liquido de las bolsas de dialisis y
se ajusté a 390 ml. Bajo agitacion constante y a temperatura ambiente, el pH se
ajusté hasta 6,5 con una solucién de NaOH 1N, y finalmente a 7,0-7,1 con una

solucién de NaOH 0.1N.

Posteriormente el extracto DP se clarific6 mediante centrifigacion a 10000 rpm,
en frio (4-8°C), durante 30 minutos (centrifuga Sorvall). El extracto final se filtrd
secuencialmente por membranas de 0,8, 0,4 y 0,22 micras, ajustando el

volumen final a 390 ml con agua de segunda ésmosis y se liofilizo.

La mayor parte de este extracto se empled para continuar el proceso con el paso
de polimerizacién; mientras que una pequefna parte de conservé para los

estudios de comparacion con el extracto N y los productos posteriores.
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2.1.3. Extracto Despigmentado Polimerizado (DPP)

Ochocientos sesenta y siete mg de liofilizado de extracto despigmentado se
reconstituyeron con PBS 0,01M para que quedaran a una concentracion final de

15 mg/ml (57,8 ml).

En condiciones de agitacion mecanica constante y temperatura ambiente se
realizd el proceso de polimerizacion anadiendo, gota a gota, 0,52 ml de
glutaraldehido grado | al 50%. La agitacién mecanica se mantuvo durante 7
horas a temperatura ambiente. El proceso de polimerizacién con glutaraldehido
se paré mediante la adicion de 2313 mg de glicina, manteniendo la agitacion

durante 18 horas en camara fria (4-8°C) .

Para eliminar la glicina y todos los componentes del extracto que no han
polimerizado y que tienen un peso molecular inferior a 100 kDa, este extracto se
sometié a un proceso de dialisis tangencial en un sistema Minitan (Millipore) con
membranas de 100 kDa. Una vez dializado se filtré6 secuencialmente por

membranas de 0,8, 04 y 0,22 micras y se liofilizé.

2.2. Caracterizacion y Estandarizacion de los extractos

En cada uno de los extractos se determiné el contenido proteico empleando el
método de Bradford ', el contenido de nitrégeno proteico empleando el método
de micro-Kjeldahl, la capacidad de union frente a IgE e IgG especificas mediante
métodos de ELISA de inhibicion "% %, La caracterizacion de las proteinas por
peso molecular se realizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) y tifiéndolos con el colorante

Coomasie brilliant blue; como marcador de pesos moleculares se empled el
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estandar low molecular weight de BioRad, que utiliza proteinas de peso
molecular conocido: fosforilasa B (97,4 kDa), seroalbumina (66,2 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), anhidrasa carboénica (31,0 kDa), inhibidor de tripsina
(21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa). La cuantificacion de las bandas que
aparecieron en los geles se realiz6 mediante densitometria, empleando un
escaner Sharp JX-330 junto al software para tratamiento de imagenes Image
Master 1D ELITE version 4.00. La determinacion de la cantidad de alergeno
principal de S. kali (Sal k 1) se realizé mediante densitometria ?’. El grado de
polimerizacién se comprobd determinando, en los tres extractos, las aminas
primarias empleando el método fluorométrico (Fluram), basado en la reaccién

casi inmediata de la fuorescamina con dichas aminas primarias'®* %

que
produce compuestos fluorescentes que son estables durante horas en la

oscuridad.

Contenido proteico

El contenido de proteinas de los extractos fue de 246, 163 y 334 ug por mg de
extracto liofilizado N, DP y DPP, respectivamente. La cantidad de unidades de
nitrogeno proteico fueron respectivamente 7560, 6612 y 6132 por mg de
liofilizado.

La cantidad de cada uno de estos extractos necesaria para producir el 50% de
inhibicion frente a IgE especifica fue de 0,043 ug para el N, 0,313 para el DP y
1,408 mg para el DPP.

La cantidad de cada uno de estos extractos necesaria para producir el 50% de
inhibicion frente a IgG especifica fue de 2,032 ug para el N, 1,684 para el DP y

0,309 mg para el DPP.
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Contenido de alergeno principal

El extracto N contenia 33,6 ug de Sal k 1 por mg de extracto liofilizado. En el
extracto DPP la cantidad de Sal k 1 fue indetectable debido al proceso de
polimerizacion que hace que los determinantes antigénicos que son reconocidos
por el anticuerpo monoclonal sean inaccesibles a éste. El extracto E.H. Retard®
contenia 6,38 ug de Sal k1.

Determinacion de aminas primarias

En el extracto N se detectaron 85,18 ug por mg de extracto liofilizado, en el DP
84,07 ug/mg y en el DPP 2,55 ug/mg. La reduccion observada entre los valores

del extracto nativo los obtenidos en el DPP es superior al 98%.

2.3. Extracto para tratamiento

Para el grupo Depigoid se emple6 un extracto alergénico de polen de S.kali
modificado en solucién salina (0,9%) con fenol al 0,5%, despigmentado,
polimerizado con glutaraldehido y adsorbido en hidroxido de aluminio (3 gr/l)
(Depigoid ®).
Se presenta en dos concentraciones para establecer una pauta de

administracién progresiva:

*  Vial n°1

Corresponde a una concentracion maxima de alergeno que tenia 100 HEP/ ml
antes del proceso de despigmentacion y polimerizacion, o lo que es lo mismo,
100 DPP/ml tras el proceso (1 DPP es el resultado de despigmentar y
polimerizar 1 HEP). La potencia residual después del proceso de modificacion

quimica fue de 0,33 HEP/ml.
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* Vial n°2

Corresponde a una concentracion maxima de alergeno que tenia 1000
HEP/ml antes del proceso de despigmentacion y polimerizacién, o lo que es lo
mismo 1000 DPP/ml tras el proceso. La potencia residual después del proceso
de modificacion quimica fue de 3,3 HEP/ml.

Para el grupo Retard se emple6 un extracto alergénico de polen de S.kali
modificado en solucién salina (0,9%) con fenol al 0,5% y adsorbido en hidroxido
de aluminio (3 gr/l) (E.H. Retard ®).

Se presenta en cuatro concentraciones para establecer una pauta de
administracion progresiva:
*  Vial n°1
Corresponde a una concentracion maxima de alergeno de 0,1 HEP/m|
*  Vial n°2

Corresponde a una concentracion maxima de alergeno de 1 HEP/ml
* Vial n°3

Corresponde a una concentracion maxima de alergeno de 10 HEP/ml
*  Vial n°4

Corresponde a una concentracion maxima de alergeno de 100 HEP/ml

2.4. Extracto para pruebas cutaneas

Inmediatamente antes de la realizacion de las pruebas cutaneas se diluia el
extracto liofilizado con Solucién Salina fenolada (0.05% de fenol) para obtener
las siguientes concentraciones: 100 HEP/ml, 10 HEP/ml, 1 HEP/ml y 0,1 HEP/mI

de alergeno.
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3. INMUNOTERAPIA

El grupo Depigoid continué con las dosis de mantenimiento mensuales con
Depigoid®, (0,5 ml, vial 2 de 1000 HEPL/mI) siguiendo una pauta coestacional,
durante 2 afios mas.

El grupo Retard inicié la inmunoterapia con E.H. Retard® siguiendo la pauta
de la tabla 2. Se continué con el mantenimiento (0,5 ml, vial 4 de 100 HEPL/ml)

durante 3 afnos.

Tabla 2: Pauta iniciacion grupo Retard

" Da | Vil | HEPUm
0.1+0.3+05
0.1+0.3+0.5

0.1+0.3+0.5

3.1. Protocolo de administracion de inmunoterapia

Todos los pacientes acudieron al Servicio de Alergologia del Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa” de Zaragoza para la administracion del tratamiento
durante todo el periodo del estudio.

Antes de la administracién de la IT se realizaba un interrogatorio sobre el
estado de salud del paciente, la gravedad de los sintomas alérgicos, la
tolerancia de la inmunoterapia administrada y la existencia de reacciones
adversas desde la ultima visita; ademas se realizaba la medicion del Flujo
Espiratorio Maximo en tres ocasiones para anotar la mejor junto con la dosis de

inmunoterapia administrada.
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El paciente permanecia durante 30 minutos en observacion antes de
marcharse. Se media nuevamente el FEM, anotando la mejor de las tres
mediciones realizadas y se citaba para la proxima visita. En el caso de que
alguien tuviera una reaccion adversa posterior a los 30 minutos de observacién,
el paciente acudia de nuevo para comunicarnoslo o al Servicio de Urgencias
hospitalario mas proximo para su tratamiento. Se realizé un registro de cada
dosis administrada y de las reacciones adversas locales y sistémicas, que fueron
clasificadas y tratadas segun la normativa del Immnotherapy Subcomité de la
EAAAC.I™.

Se comparo la seguridad de la inmunoterapia en ambos grupos de pacientes

en la fase de iniciacién y de mantenimiento durante los 3 afos de tratamiento.

3.2. Reacciones adversas de lainmunoterapia
Siguiendo la clasificacién de la E.A.A.C.I "°. las reacciones se clasificaron en:

a) Reacciones Locales:

-Inmediatas: diametro = 5 cm (= 3 cm en nifios) en los primeros 30 minutos
de la inyeccion.
-Tardias: diametro 2 10 cm ( = 7 cm en nifos) tras los primeros 30 minutos de
la inyeccién
-Nédulos subcutaneos locales en el lugar de administracion, que
generalmente son indoloros y desaparecen a las pocas semanas.

b) Reacciones sistémicas:

-Grado 0: Sin sintomas
-Grado |: Reacciones inespecificas, probablemente no IgE-mediadas (p.e.

malestar general, cefalea, artralgia, etc)
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-Grado Il: Reacciones sistémicas leves (Rinitis o Asma leve que
responde bien a antihistaminicos o f2-agonistas inhalados)

-Grado lll: Reacciones sistémicas sin compromiso vital (urticaria,
angioedema o asma severo que responden bien al tratamiento)

-Grado IV: shock anafilactico

3.2. Tratamiento de las reacciones adversas
El tratamiento de las reacciones adversas fue el recomendado por la
E.AA.C.L7C:

-Reacciones locales inmediatas:

Si el diametro de la reaccidon era menor de 5 cm se continuaba con la pauta; si el
diametro era mayor de 5 cm se inyectaba la dosis anterior tolerada, para

después intentar seguir con la pauta establecida.

-Reacciones locales tardias:

Si el diametro mayor era menor de 10 cm se continuaba con la misma pauta;
si el diametro mayor era superior a 10 cm se repetia la ultima dosis tolerada.
Solo se trataron aquellas reacciones locales tardias que ocasionaran un gran
malestar en el paciente. Por orden las medidas a adoptar fueron: aplicacion de
frio en el area afectada, antihistaminicos orales, esteroides orales (s6lo cuando

la reaccidn persistiera mas de 48 horas).

-Reacciones sistémicas:

» Rinitis: antihistaminico oral. Observacién durante 60 minutos.
» Urticaria leve: antihistaminico oral o parenteral. Observacion durante 60

minutos.
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» Urticaria generalizada, angioedema o asma:

Adrenalina (1mg/ml): 0,3-0,5 ml subcutaneo o intramuscular
- Infiltracion local del lugar de inyecciéon con adrenalina (0,2-
0,5 ml).
- Control de tension arterial y pulso.
- Establecer una via venosa periférica.
- Antihistaminico oral o parenteral.
- Corticoides orales o parenterales.
- En caso de obstruccion bronquial:
- Leve o moderada: Bz-agonistas inhalado
- Grave: (FEV1<50%): B2-agonistas (0,5mg/ml)
intravenosos (0,25-0,5 mg) y/o teofilina (22mg/ml)
intravenosa (200-400mg) en 15 minutos. Considerar
hospitalizacion.
Choque anafilactico:
Adrenalina (1mg/ml): 0,5-0,8 subcutanea o intramuscular. En caso de
ponerse intravenosa (0,1 mg/ml): 0,3-0,5 mg, fraccionados en dosis de 0,1
mg. Se podra repetir tras 5-15 minutos.
Infiltracion local del lugar de inyeccion con adrenalina (0,2-0,5 ml).
Colocar al paciente en posicién de Trendelemburg.
Establecer una via venosa de acceso periférico con suero fisiolégico y valorar
expansores del plasma.
Oxigeno a un flujo de 5-10 I/min.
Torniquete proximal a la inyeccion.

Antihistaminicos intravenosos.
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- Corticoides intravenosos (metilprednisolona: 80-120 mg).
- En caso de obstrucciéon bronquial, como en el anterior apartado.

- Hospitalizacion necesaria por el riesgo de choque anafilactico recurrente.

4. RECUENTO DE POLENES

Los datos de los recuentos de pélenes fueron cedidos por los Dres. Pola y
Zapata, responsables de la estacion de recuentos de pdlenes de la SEAIC en
Zaragoza, que consta de un captador de pdlenes de tipo Burkard, a 15 m de
altura y con un flujo de aspiracién de 10 L/min. El recuento polinico se realiz6

siguiendo las recomendaciones de la Asociacién Europea de Aerobiologia '%.

5. VALORACION CLINICA

La valoracion de la sintomatologia de los pacientes se realizé mediante la
cumplimentacion de cartillas de sintomas a lo largo de la época polinica de S.
kali. En estas cartillas se recogian detalladamente la valoracion subjetiva del
paciente de la existencia de sintomas oculares, nasales y bronquiales y el
consumo de medicacion.

La evaluacién subjetiva de la evolucidon de la enfermedad se realizd
mediante una escala visual analdgica.

Para evaluar el impacto de la enfermedad en la calidad de vida de los

pacientes se utilizaron unos cuestionarios de calidad de vida para rinitis.
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5.2. Registro de sintomas

La valoracion de la sintomatologia de los pacientes se realizé mediante la
cumplimentacion de cartillas de sintomas a lo largo de la época polinica de S.
kali. En estas cartillas se recogian los sintomas oculares, nasales y bronquiales.
El modelo de cartilla queda recogido en el Anexo I. En una primera pagina de la
cartila de sintomas constaban sus iniciales, el niumero que se les habia
asignado y la semana en la que se encontraban. En la segunda péagina iban
calificando cada dia por la manana y por la noche la intensidad de sus sintomas
nasales, oculares y bronquiales, segun los siguientes criterios:
0=Ninguna (sin sintomas evidentes)
1=Leve (el sintoma esta presente pero no es molesto)
2=Moderado (el sintoma es molesto pero no limita o interfiere la actividad
diaria).
3=Grave (el sintoma interfiere en la actividad diaria)
Asi, el rango de puntuacién obtenido variaba desde 0, en pacientes totalmente
asintomaticos, hasta 54 puntos en pacientes con rinoconjuntivitis y asma
graves.
Al final del estudio se compardé la gravedad de los sintomas en los dos grupos de

pacientes.
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5.3. Registro de consumo de medicacién

La valoracion de la puntuacién del consumo de medicacion se realizd, con
ligeras modificaciones, siguiendo la metodologia empleada por Dreborg '%,
mediante la cumplimentacion de cartillas de medicacién en época polinica. El
modelo de cartilla queda recogido en el Anexo Il. A cada tratamiento le era
asignada una puntuacién; la medicacion sintomatica era prescrita gradualmente

segun criterio médico y el paciente la tomaba segun la intensidad de sus

sintomas. La puntuacion de medicacion queda recogida en la tabla 3.

Tabla 3. Puntuacion de medicacion en la cartilla de medicacion

TRATAMIENTO

FARMACO POSOLOGIA PUNTUACION ESCALONADO
Clarityne 10mg, 1comp/24h 1 comp. =1 Rinitis 1% nivel
comp. PUNTO
Stopcold, 1 capsula/12h 2 capsulas = Rinitis 2° nivel
capsulas 2 PUNTOS

2 inhalaciones 2+2inh. =3 Rinitis 3% nivel
Nasacort en PUNTOS
inhalador cada fosa,

cada 24 h

1 gota en cada 2+2 gotas =1 Conjuntivitis 1%
Afluon colirio ojo, PUNTO nivel

cada 12h
Terbasmin A demanda 1 inhal =1 PUNTO Asma 1% nivel
turbuhaler
(0,5 mg)
Pulmicort 1-2inhal/12h 1 inhal =1 PUNTO Asma 2° nivel
turbuhaler
(200 pg)
Dacortin 1 comp. al dia 1 tanda = 30 Asma 3% nivel
30 mg, comp. durante 5 dias PUNTOS
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5.4. Escala analdgica visual

La evaluacién subjetiva de la evolucién de la enfermedad se realizd
mediante una escala analdgica visual; sobre una linea de 10 cm de longitud el
paciente valoraba su situacién clinica desde 0 (muy mal) hasta 10 (muy bien),

sefialando con una cruz sobre esa linea "°.

5.5. Cuestionarios de calidad de vida para rinitis

Todos los pacientes, cada ano de tratamiento, cumplimentaron un

cuestionario de calidad de vida especifico para rinitis mediante el cual
evaluamos el impacto de la enfermedad en la calidad de vida de los pacientes.
Dicho cuestionario fue la versidon espafola validada del Rhinoconjunctivitis
Quality of Life Questionnaire (RQLQ)'®, con la autorizacion y siguiendo las
recomendaciones de su autora, la Prof. Junniper "%,
A partir de 2003, los AQLQ no se analizaron debido a que sélo contabamos con
19 pacientes asmaticos y la mayoria de ellos de tipo intermitente, por lo que
ademas de no ser la muestra lo suficientemente representativa, los sintomas no
serian constantes.

La diferencia minima importante (DMI) se define como la diferencia mas
pequefa en la puntuaciéon de un dominio de interés que el paciente percibe
como beneficiosa. Un cambio de 0,5 puntos o mas sobre la puntuacién basal
puede considerarse que tiene una relevancia clinica, y por lo tanto es adecuado

para cambiar el tratamiento del paciente "°.
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6. PRUEBAS IN VIVO

6.1. Pruebas cutaneas

Se realizaron segun el procedimiento descrito por Osterballe en 1979 ',
con el extracto de S. kali mencionado en el apartado de material, mediante
lancetas estandarizadas (Prick-Lancett BN. Dome /Hollister-Stier). Como control
positivo se utilizd clorhidrato de histamina a 10 mg/ml y como control negativo
soluciéon salina. Se realizaron pruebas cutaneas en prick-test por duplicado en
concentraciones de 0.1,1,10 y 100 HEP. Se siguieron las recomendaciones del
Subcomité on Skin Test de la E.A.A.C.1 °°. Entre ellas se recogen los siguientes
criterios:
-Se efectuaron por la misma persona y con el mismo tipo de lanceta durante
todo el estudio.
-Se realizaron en la cara anterior del antebrazo disponiéndose en linea, con una
separaciéon de 3 cm y comenzando a unos 3 cm de la flexura del codo y hacia la
mufeca hasta 5cm de la misma. En el antebrazo opuesto se dispusieron las
concentraciones en orden inverso.
-Se hicieron por duplicado para cada concentracion de antigeno y de los
controles positivo y negativo. El tiempo de lectura fue de 15 minutos para todos
los pacientes.
-No recibieron ningun tipo de medicacidon que pudiera modificar la respuesta

cutanea.
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Se dibujé el contorno de las papulas mediante un rotulador de punta fina,
delimitando el area de cada papula obtenida y se transfirid mediante cinta
adhesiva transparente a un papel (Anexo lll) para el calculo posterior de su area

por planimetria .

La comparacion de grupos se realizd determinando la respectiva recta de
regresion dosis-respuesta, empleando el método de los minimos cuadrados,
calculando las constantes X e Y, para describir la ecuacion: log (m) = a+b x log

(C), siendo:

* m: media geométrica del area de las dos papulas provocadas por cada una
de las concentraciones del alergeno(mm?)

= C :concentracion de alergeno(HEP/ml)

»= a:ordenada en el origen

= b: pendiente

En cada paciente se calculo la dosis de extracto alergénico que producia
el mismo tamano de papula que el control positivo (valor 10 HEP). Para calcular
la cantidad de alergeno que produciria una papula de igual tamafo que el control
positivo (10 HEP individuales) se interpola el valor de la media geométrica
(mm2) del area de la papula producida por la histamina (m-H) en la ecuacién
anterior obteniendo el correspondiente valor C (=CH), por tanto, CH es la
concentracion necesaria de alergeno que produciria una papula cuya area es
igual a la producida por la histamina a 10 mg/ml en un determinado paciente.

Esta operacion se realiza para cada paciente. El valor que corresponde a la
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mediana CH (en mg/ml) de todos los pacientes representa la concentracion que

corresponde a 10 HEP/ml para la poblacion 2.

6.2. Pruebade provocacién nasal

Las pruebas de provocacién nasal tratan de estudiar la confirmacién o el
descarte de un posible alergeno cuando la anamnesis y las pruebas cutaneas no
concuerdan completamente, asi como comprobar los efectos terapéuticos de un
determinado tratamiento sobre la via nasal. También se han utilizado con fines
de investigacién, para comprender la fisiopatologia nasal y para probar farmacos
potencialemente beneficiosos '™ 14,

Se realizaron 3 mediciones del pico flujo nasal inspiratorio (PFNI), que
tenian que tener un valor >100 L/min, considerandose el valor basal a la mayor
de las mismas. En primer lugar, la provocacion se realizaba con solucién salina.
Si ésta no producia sintomas ni una variacién >10% en el PFNI se administraban
concentraciones progresivamente mayores del extracto hasta obtener una

respuesta positiva. Se consideraba la prueba positiva si se cumplian al menos

uno de los siguientes criterios:

* 50 mas estornudos

e disminucion >/= 50% del PFNI
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1. PRUEBAS IN VITRO

7.1 Determinacion de IgE especifica frente a S. kali e IgG4

Se obtuvieron muestras de sangre de cada paciente, cada afio, para
determinar la IgE total, IgE especifica frente a S.kali y la IgG4.
Las muestras de suero de los pacientes se obtuvieron por puncién venosa y
posterior centrifugacion a 2000 r.p.m. durante 10 minutos. A continuaciéon con
una pipeta pasteur se aspir6 el suero y se distribuyd en alicuotas congelandose
a -20°C hasta el final del estudio para proceder a su analisis inmunolégico el
mismo dia y por el mismo técnico de laboratorio.
Las determinaciones se realizaron por ELISA'. Los valores de IgE especifica

se expresaron en densidades opticas (DO).

1. CRONOGRAMA DEL ESTUDIO

La duracion del estudio fue de 3 afios. El seguimiento consté de 3 tiempos (T1,

T2 y T3) (tabla 4).

Tabla 4: Tiempos de seguimiento del estudio

Afo 3
TO T1 T2 T3
2000 2001 2002 2003 2004
----- D D D
----- P R R R

A:Grupo Activo, P:Grupo Placebo, D:Grupo Depigoid, R:Grupo Retard

De la linea vertical a la izquierda se representa el cronograma de la primera
parte del estudio. De la linea vertical a la derecha se representa el cronograma

de la segunda parte del estudio. TO se corresponde con el afio 2000. En ese
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tiempo se inicio el estudio. Ninguno de los dos grupos llevaba tratamiento. T1 se
corresponde con el afio 2002. En este tiempo el grupo Depigoid llevaba 2 afios
de inmunoterapia y el grupo Retard un afo. T2 se corresponde con el afio 2003.
En este tiempo el grupo Depigoid concluia su inmunoterapia de 3 afos de
duracion y el grupo Retard llevaba 2 afios de inmunoterapia. T3 corresponde a
2004. En este tiempo el grupo Retard concluia su inmunoterapia después de 3
afos de tratamiento. Se denomind Afo 3 al T2 del grupo Depigoid y al T3 del
Retard; es decir, al tercer aio de tratamiento para ambos grupos.

En cada tiempo de seguimiento se recogieron las cartillas de sintomas, se
obtuvo suero, se realizaron las pruebas in vivo, la prueba de provocacion

nasal y se les entreg6 los RQLQ y la escala analdgica visual.

2. METODOLOGIA ESTADISTICA

Se compard la evolucién clinica entre los dos grupos de pacientes (Depigoid
y Retard) durante los afios 2002, 2003 y 2004, y se compararon los resultados
de las pruebas in vivo e in vitro antes de comenzar el tratamiento y al finalizarlo.
El periodo de estudio de sintomas y medicacion fue desde el 15 de julio hasta el
15 del septiembre. El nivel de rechazo de la hipdtesis nula para los tests
estadisticos que se usan se situdé en a =0,05.

Para la estadistica descriptiva de los resultados de las puntuaciones de
sintomas y medicacion, RQLQ, EAV y valores 10 HEP se empled la media (con
sus correspondientes intervalos de confianza del 95%), la desviacion estandar,
la mediana (con los percentiles del 25y 75%).

Para estadistica comparativa se han empleado analisis estadisticos no

paramétricos: para comparar dentro de un mismo grupo los valores obtenidos en
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dos determinaciones distintas se ha empleado el test de Wilcoxon para datos
pareados (paramétrico). Se ha empleado el test de Mann-Whitney para datos
no pareados para comparar entre los dos grupos la media diaria de la
puntuacion de sintomas, de medicacion, la puntuacion conjunta de sintomas
mas medicacion, la calidad de vida en rinitis (RQLQ) y valores 10 HEP.

El test exacto de Fisher se ha empleado para la comparacién entre grupos de
los dias que no rellenaron los diarios de sintomas y los dias libres de sintomas,
medicacion y sintomas + medicacion.

Para comparar dentro de un mismo grupo los valores obtenidos en dos
determinaciones distintas se ha empleado el test de Wilcoxon para datos
pareados (paramétrico). El test no paramétrico de Friedman se empled para
evaluar la evolucion de la puntuacion de sintomas, de medicacion, la puntuacion
conjunta de sintomas mas medicacién a lo largo de los afios 2002, 2003 y 2004.
Las tablas de contingencia y el test estadisitico de y* se utilizaron para
evaluar la evolucion dentro de un mismo grupo y analizar las diferencias entre

los grupos de los test de provocacion nasal.
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V.

RESULTADOS
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1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
Al inicio de la segunda parte del estudio, el nUmero de pacientes en el grupo
Depigoid fue de 41 y en el Retard de 19. No hubo diferencias significativas en

ambos grupos en cuanto a edad, sexo y tipo de patologia (tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas de los pacientes

Depigoid Retard
NUmero de pacientes 41 19
Sexo (M/F) 11/30 5/14
Edad
Media 34 33
Rango 18-51 18-51
NUumero de pacientes con asma 13 6

En el 2002 dos pacientes del grupo Depigoid y dos del grupo Retard
abandonaron el estudio y no proporcionaron ningun dato de puntuacién de
sintomas y medicacion, ni ningun dato de calidad de vida. En el 2003 dos
pacientes del grupo Depigoid abandonaron el estudio sin proporcionar datos. En
el 2004 los pacientes del grupo Depigoid hacia un afio que habian terminado la
inmunoterapia. Solo 14 pacientes de este grupo proporcionaron datos. Cuatro
pacientes del grupo Retard abandonaron el estudio ese afio sin proporcionar
datos. Asi pues, el estudio fue concluido por 27 pacientes, 13 del grupo Retard y

14 del grupo Depigoid (tabla 6).

Tabla 6: Abandonos del estudio

Depigoid Retard
NUumero de pacientes 41 19
Abandonos 2002 2 2
Abandonos 2003 2 0
Abandonos 2004 -- 4
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2. NIVELES DE POLENES DE LAS QUENOPODIACEAS

La época de maxima polinizacién de Salsola kali en la provincia de Zaragoza
abarca desde mediados de Julio hasta mediados de Septiembre.

Durante el periodo comprendido entre el 15 de julio y el 15 de septiembre de
2002 la media de pdlenes de quenopodiaceas fue de 8,95 (IC del 95%: 7,46-
10,45), y la mediana de 8 (rango intercuartilico: 4,5-13) (figura 5).

Durante el periodo comprendido entre el 15 de julio y el 15 de septiembre de
2003 la media de pdélenes de quenopodiaceas fue de 10,75 (IC del 95%: 8,56-
12,93), y la mediana de 9 (rango intercuartilico: 3-15) (figura 6).

Durante el periodo comprendido entre el 15 de julio y el 15 de septiembre de
2004 la media de polenes de quenopodiaceas fue de 7,08 (IC del 95%: 5,1-

9,04), y la mediana de 4 (rango intercuartilico: 1-11) (figura 7).

3. VALORACION CLINICA
Se estudiod la evolucion clinica de los dos grupos de pacientes (Depigoid y
Retard) durante los anos 2002, 2003 y 2004. El periodo de estudio de

sintomas y medicacion fue desde el 15 de julio hasta el 15 de septiembre.

3.1. PUNTUACIONES DE SINTOMAS

Durante el periodo de estudio en el afio 2002, la media diaria de sintomas
del grupo Depigoid fue de 3,95 (IC del 95% 3,79-4,12) y la mediana de 3,93
(3,43-4,43). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 6,23 (IC del
95% 5,89-6,57) y la mediana de 6,29 (5,28-7,20). La diferencia entre los dos

grupos es muy significativa (p<0,0001, test de Mann-Whitney, tabla 7).
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Tabla 7. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas en el afio 2002

Depigoid Retard Valor P

Media 3,95 (3,79-4,12) 6,23 (5,89-6,57) <0,0001
Mediana 3,93 (3,43-4,43) 6,29 (5,28-7,20) <0,0001
Numero de
39 17
pacientes

La figura 5 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas a lo largo del
periodo de estudio en el afo 2002. A simple vista vemos que el grupo Depigoid
obtuvo menores puntuaciones de sintomas. Esta diferencia entre los grupos es

muy significativa.
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Figura 5. Evolucién de la puntuacion de sintomas en el afio 2002

El nimero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de sintomas fue de 673
(41,85%), mientras que en el grupo Retard fue de 94 (12,48%) (p<0,0001,

prueba exacta de Fisher).
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Durante el periodo de estudio en el ailo 2003, la media diaria de sintomas
del grupo Depigoid fue de 3,78 (IC del 95% 3,62-3,94) y la mediana de 3,81
(3,49-4,16). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 4,52 (IC del
95% 4,22-4,82) y la mediana de 4,18 (3,71-5,23). La diferencia entre los dos

grupos es muy significativa (p= 0,0003, test de Mann-Whitney, tabla 8).

Tabla 8. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas en el afio 2003

Depigoid Retard Valor P

Media 3,78 (3,62-3,94) 4,52 (4,22-4,82) 0,0003

Mediana 3,11 (2,27-3,83) 3,088 (2,83-3,74) 0,0003
Numero de pacientes 37 17

La figura 6 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas a lo largo del
periodo de estudio en el aino 2003. Las diferencias entre los grupos se van
acortando pero todavia el grupo Depigoid obtiene menores puntuaciones de

sintomas, siendo la diferencia entre los grupos significativa.
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Figura 6. Evolucioén de la puntuacién de sintomas en el afio 2003
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El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de sintomas fue de 588
(46,11%), mientras que en el grupo Retard fue de 140 (25,27%)(p<0,0001,

prueba exacta de Fisher).

Durante el periodo de estudio en el afio 2004, la media diaria de sintomas
del grupo Depigoid fue de 3,04 (IC del 95% 2,77-3,31) y la mediana de 3,11
(2,27-3,83). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 3,31 (IC del
95% 3,08-3,54) y la mediana de 3,088 (2,83-3,74). La diferencia entre los dos

grupos no es significativa (p= 0,3449, test de Mann-Whitney, tabla 9).

Tabla 9. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas en el afio 2004

Depigoid Retard Valor P

Media 3,04 (2,77-3,31) 3,31 (3,08-3,54) 0,3449

Mediana 3,11 (2,27-3,83) 3,088 (2,83-3,74) 0,3449
Numero de pacientes 14 13

La figura 7 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas a lo largo del
periodo de estudio. Observamos que las diferencias entre las puntuaciones de
ambos grupos son todavia menores pero el grupo Depigoid obtiene menores
puntuaciones de sintomas, siendo la diferencia entre los grupos significativa. A
pesar de que el grupo Depigoid lleva un afio sin inmunoterapia la mejoria clinica

continda.
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Figura 7. Evolucién de la puntuacién de sintomas en el aifio 2004.

El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de sintomas fue de 388
(53,44%), mientras que en el grupo Retard fue de 331 (44,42%) (P< 0,0037,

prueba exacta de Fisher).

3.2. PUNTUACIONES DE MEDICACION

Durante el periodo de estudio en el afio 2002, la media diaria de medicacion
del grupo Depigoid fue de 1,00 (IC del 95% 0,92-1,07) y la mediana de 0,96
(0,72-1,22). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 1,58 (IC del
95% 1,48-1,68) y la mediana de 1,54 (1,27-1,85). La diferencia entre los dos
grupos es muy significativa (p< 0,0001, test de Mann-Whitney, tabla 10).

La figura 8 muestra la evolucion de la puntuacion de medicacion a lo largo
del periodo de estudio en el aino 2002. A simple vista vemos que el grupo
Depigoid obtuvo menores puntuaciones de medicacion. Esta diferencia entre los

grupos es muy significativa
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Tabla 10. Media y mediana de las puntuaciones de medicacion en el afio 2002

Depigoid Retard Valor P
Media 1,00 (0,92-1,07) 1,58 (1,48-1,68) <0,0001
Mediana 0,96 (0,72-1,22) 1,54 (1,27-1,85) <0,0001
Numero de pacientes 39 17
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Figura 8. Evolucién de la puntuacién de medicacion en el afio 2002

El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de medicacion fue de 816
(50,7%), mientras que en el grupo Retard fue de 250 (33,2%) (p< 0,0001, prueba
exacta de Fisher).

Durante el periodo de estudio en el ailo 2003, la media diaria de
medicacion del grupo Depigoid fue de 0,69 (IC del 95% 0,62-0,76) y la mediana
de 0,64 (0,47-0,89). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 0,75
(IC del 95% 0,69-0,82) y la mediana de 0,80 (0,67-0,86). La diferencia entre los

dos grupos no es significativa (p= 0,06, test de Mann-Whitney, tabla 11).
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Tabla 11. Media y mediana de las puntuaciones de medicacion en el afio 2003

Depigoid Retard Valor P
Media 0,69 (0,62-0,76) 0,75 (0,69-0,82) 0,06
Mediana 0,64 (0,47-0,89) 0,80 (0,67-0,86) 0,06
Numero de pacientes 37 17

La figura 9 muestra la evolucion de la puntuacion de medicacién a lo largo
del periodo de estudio en el afio 2003. Apenas se observan diferencias entre las
puntuaciones de ambos grupos.

El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de medicacion fue de 882
(69,17%), mientras que en el grupo Retard fue de 278 (50,18%) (p< 0,0001,

prueba exacta de Fisher).
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Figura 9. Evolucion de la puntuacion de medicacion en el afo 2003
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Durante el periodo de estudio en el afio 2004, la media diaria de medicacion
del grupo Depigoid fue de 0,34 (IC del 95% 0,29-0,39) y la mediana de 0,33
(0,17-0,52). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 0,51 (IC del
95% 0,48-0,55) y la mediana de 0,50 (0,42-0,58). La diferencia entre los dos

grupos es muy significativa (p= 0,0001, test de Mann-Whitney, tabla 12).

Tabla 12. Media y mediana de las puntuaciones de medicacion en el afio 2004

Depigoid Retard Valor P

Media 0,34 (0,29-0,39) 0,51 (0,48-0,55) 0,0001

Mediana 0,33 (0,17-0,52) 0,50 (0,42-0,58) 0,0001
Numero de pacientes 14 13

La figura 10 muestra la evolucion de la puntuacion de medicacion a lo largo
del periodo de estudio. De nuevo hay diferencias entre las puntuaciones de

ambos grupos, obteniéndose menores puntuaciones para el grupo Depigooid.

Medicacion

120 40

100

080 1 ﬁ
1

| }.\—4’\"-* A
= ,\'é /\/ u./\f'/\r/\J

i
000 T | - 0
1507/2002 22072000 BD 2002 ’hEE"OCQ 1 EE"OCE 19{8"""" 26082000 CQ,S 2002 oe0e2002

Puniuacic

|+E§1:ngou1 & Ratard po]mz.-u:s|

Figura 10. Evolucién de la puntuacién de medicacion en el afio 2004
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El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de medicacion fue de 583
(80,30%), mientras que en el grupo Retard fue de 491 (65,9%) (p< 0,0001,

prueba exacta de Fisher).

3.3. PUNTUACIONES DE SINTOMAS Y MEDICACION

Durante el periodo de estudio en el afio 2002, la media diaria de sintomas y
medicacion del grupo Depigoid fue de 4,80 (IC del 95% 4,62-4,98) y la mediana
de 4,84 (4,27-5,31). Para el grupo Retard los valores de la media fueron de 7,83
(IC del 95% 7,44-8,23) y la mediana de 7,0 (6,59-9,19). La diferencia entre los

dos grupos es muy significativa (p< 0,0001, test de Mann-Whitney, tabla 13).

Tabla 13. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas y medicacién en el afio 2002

Depigoid Retard Valor P

Media 4,80 (4,62-4,98) 7,83 (7,44-8,23) <0,0001

Mediana 4,84 (4,27-5,31) 7,0 (6,59-9,19) <0,0001
Numero de pacientes 39 17

La figura 11 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas+medicacion a lo
largo del periodo de estudio. A simple vista vemos que el grupo Depigoid obtuvo
menores puntuaciones de sintomas y medicacion. Esta diferencia entre los

grupos es muy significativa.
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Figura 11. Evolucion de la puntuacion de sintomas+medicacion en el afio 2002.

El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de sintomas+medicacion
fue de 539 (33,51%), mientras que en el grupo Retard fue de 62 (8,23%)
(p<0,0001, prueba exacta de Fisher).

Durante el periodo de estudio en el afo 2003, la media diaria de
sintomas+medicacion del grupo Depigoid fue de 4,49 (IC del 95% 4,28-4,7) y la
mediana de 4,64 (4,00-4,98). Para el grupo Retard los valores de la media
fueron de 5,28 (IC del 95% 4,95-5,61) y la mediana de 5,00 (4,46-6,12). La
diferencia entre los dos grupos es muy significativa (p= 0,0001, test de Mann-

Whitney, tabla 14).

Tabla 14. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas y medicacién en el afio 2003

Depigoid Retard Valor P
Media 4,49 (4,28-4,7) 5,28 (4,95-5,61) 0,0001
Mediana 4,64 (4,00-4,98) 5,00 (4,46-6,12) 0,0001
Numero de pacientes 37 17
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La figura 12 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas+medicacion
a lo largo del periodo de estudio. Las diferencias entre los grupos se van
acortando pero todavia el grupo Depigoid obtiene menores puntuaciones de

sintomas y medicacion, siendo la diferencia entre los grupos significativa.
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Figura 12. Evolucién de la puntuacién de sintomas+medicacion en el afo 2003.

El' nimero de dias que el grupo Depigoid estuvo Ilibre de
sintomas+medicacion fue de 560 (43,92%), mientras que en el grupo Retard fue
de 113 (20,57%) (p< 0,0001, prueba exacta de Fisher).

Durante el periodo de estudio en el afio 2004, la media diaria de
sintomas+medicacion del grupo Depigoid fue de 3,26 (IC del 95% 2,95-3,58) y la
mediana de 3,18 (2,36-4,23). Para el grupo Retard los valores de la media
fueron de 3,82 (IC del 95% 3,57-4,07) y la mediana de 5,00 (4,46-6,12). La
diferencia entre los dos grupos es significativa (p= 0,0110, test de Mann-

Whitney, tabla 15).
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Tabla 15. Media y mediana de las puntuaciones de sintomas y medicacién en el afio 2004

Depigoid Retard Valor P

Media 3,26 (2,95-3,58) 3,82 (3,57-4,07) 0,0110
Mediana 3,18 (2,36-4,23) 5,00 (4,46-6,12) 0,0110
Numero de pacientes 14 13

La figura 13 muestra la evolucion de la puntuacion de sintomas+medicacion
a lo largo del periodo de estudio. Observamos que las diferencias entre las
puntuaciones de ambos grupos son todavia menores pero el grupo Depigoid
obtiene menores puntuaciones de sintomas y medicacion, siendo la diferencia
entre los grupos significativa. Observamos que a pesar de que el grupo Depigoid

lleva un afio sin inmunoterapia la mejoria clinica continua.
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Figura 13. Evolucién de la puntuacion de sintomas+medicacion en el afio 2004.
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El numero de dias que el grupo Depigoid estuvo libre de sintomas+medicacion
fue de 388 (53,44%), mientras que en el grupo Retard fue de 325 (43,62%)

(p>0,0002, prueba exacta de Fisher).

3.4. ESCALA ANALOGICA VISUAL
El analisis se hizo antes del inicio de la inmunoterapia (TO) y al final de la

inmunoterapia que fue el tercer afio de inmunoterapia para el grupo Retard y el
segundo afo para el grupo Depigoid. No pudimos analizar los datos de la escala
analdgica visual en el tercer ano de tratamiento para el grupo Depigoid porque
esos datos no se recogieron apropiadamente en la fase investigadora. Los
resultados fueron expresados en cm. En la siguiente tabla se recoge la

estadistica descriptiva (tabla 16).

Tabla 16. Descripcion de los valores estadisticos en cada grupo y para cada tiempo

TRATAMIENTO N Minimo Maximo Media Desv. tip.

DEPIGOID EAV Final 39 6,4 10,0 8,962 1,0557
EAV basal 39 1,8 10,0 6,677 1,6075
N valido (segun lista) 39

EHR EAV Final 18 4,0 10,0 8,122 1,7542
EAV basal 15 3,5 9,9 7,287 1,6483
N valido (segun lista) 15

Mediante el test de Wilcoxon (Anexo IV) comparamos las diferencias entre
TO y el ultimo ano de tratamiento (tercer afio en el grupo Retard y segundo afio
en el grupo Depigoid) en cada uno de los grupos, que resultaron ser
significativas en el grupo Depigoid (p<0,0001), pero no en el grupo Retard

(p=0,132).
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Mediante el test de Mann-Whitney (Anexo V) comparamos las diferencias
entre TO y el ultimo afio de tratamiento (tercer afio en el grupo Retard y segundo
afo en el grupo Depigoid) entre ambos grupos, que resultaron ser no

significativas ni en TO (p=0,085) ni al final del tratamiento (p=0,262).

3.5. CUESTIONARIOS DE CALIDAD DE VIDA PARA RINITIS (RQLQ)

Los resultados del cuestionario de calidad de vida del ailo 2002 se muestran
en las tablas 17 y 18. La diferencia entre ambos grupos para todos los dominios
fue no significativa, aunque si clinicamente relevante, por ser >0,5 la diferencia
minima importante (DMI) para todos los dominios. Segun expertos en estos
aspectos, para que la diferencia entre grupos sea clinicamente relevante debe

superar los 0,5 puntos en todos los dominios analizados '*°.

Tabla 17. Estadistica descriptiva de los resultados del RQLQ en el afio 2002

media

Dominios Depigoid Retard valor p* DMI
Actividades 9,08 (8,00-10,15) 8,13 (5,97-10,28) >0,05 0,95
Suefio 5,50 (4,23-6,77) 4,00 (2,32-5,68) >0,05 1,5

Sintomas generales 14,15 (11,31-16,99) 11,13 (7,69-14,56) >0,05 3,02
Problemas practicos 9,18 (7,97-10,38) 8,20 (5,63-10,77) >0,05 0,98
Sintomas nasales 10,95 (9,41-12,49) 9,63 (6,84-12,41) >0,05 1,32
Sintomas oculares 8,43 (6,76-10,09) 5,88 (3,55-8,20) >0,05 2,55
Emociones 5,48 (3,78-7,17) 3,56 (1,92-5,20) >0,05 1,92
Cuestionario global 8,96 (7,63-10,30) 7,14 (5,10-9,19) >0,05 1,82

* Test de Mann-Whitney
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Tabla 18. Estadistica descriptiva de los resultados del RQLQ en el afio 2002

mediana
Dominios Depigoid Retard valor P’
Actividades 9,00 (6,00-12,00) 9,00 (5,50-12,00) >0,05
Suefio 5,00 (3,00-8,00) 3,00 (2,00-5,25) >0,05
Sintomas generales 13,50 (6,75-20,25) 10,50 (7,50-19,00) >0,05
Problemas practicos 9,00 (7,00-11,25) 9,00 (4,00-13,00) >0,05
Sintomas nasales 10,50 (7,00-14,00) 12,00 (4,00-14,00) >0,05
Sintomas oculares 8,00 (4,00-13,00) 4,50 (2,50-10,00) >0,05
Emociones 3,00 (2,00-9,00) 3,50 (0,00-6,25) >0,05
Cuestionario global 8,29 (6,11-11,50) 8,29 (3,57-9,57) >0,05

* Test de Mann-Whitney

Los resultados del cuestionario de calidad de vida del ailo 2003 se muestran
en la tabla 19 y 20. Las medias obtenidas son mas bajas que las del afo
pasado, lo cual denota una mejoria en la calidad de vida de los pacientes. La
mayoria de las diferencias entre los grupos no son clinicamente relevantes, por

ser <0,5 la diferencia minima importante para la mayoria de los dominios 1o,

Tabla 19. Estadistica descriptiva de los resultados del RQLQ en el afio 2003

Media
Dominios Depigoid Retard valor p” DMI
Actividades 7,21 (5,76-8,66) 7,25 (5,73-8,77) >0,05 0,04
Suefio 4,94 (3,38-6,50) 3,55 (2,06-5,04) >0,05 1,39
Sintomas generales 11,29 (8,61-13,98) 8,85 (5,36-12,34) >0,05 2,44
Problemas practicos 7,59 (5,81-9,37) 7,60 (5,71-9,49) >0,05 0,01
Sintomas nasales 9,12 (7,35-10,88) 9,50 (7,23-11,77) >0,05 0,38
Sintomas oculares 6,18 (4,51-7,84) 6,45 (4,34-8,56) >0,05 0,27
Emociones 3,97 (2,54-5,40) 3,80 (2,07-5,53) >0,05 0,17
Cuestionario global 7,18 (5,70-8,67) 6,71 (5,02-8,41) >0,05 0,47

* Test de Mann-Whitney
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Tabla 20. Estadistica descriptiva de los resultados del RQLQ en el afio 2003

mediana

Dominios Depigoid Retard valor p
Actividades 7,50 (4,25-10,00) 8,50 (5,75-9,25) >0,05
Suefio 3,00 (1,00-8,00) 3,50 (0,75-6,00) >0,05
Sintomas generales 11,00 (6,00-15,75) 8,00 (3,75-10,75) >0,05
Problemas practicos 8,00 (3,25-11,50) 8,00 (4,75-10,50) >0,05
Sintomas nasales 9,50 (5,00-12,75) 10,00 (6,75-13,00) >0,05
Sintomas oculares 5,00 (3,00-8,75) 6,50 (3,25-10,00) >0,05
Emociones 2,50 (1,00-6,50) 2,50 (0,00-7,00) >0,05
Cuestionario global 7,43 (3,50-10,75) 7,00 (4,79-8,89) >0,05

* Test de Mann-Whitney

Los resultados de los RQLQ del afo 2004 no los mostramos porque no se
pudo hacer comparaciones entre ambos grupos, ya que hay datos de los
pacientes del grupo Retard, pero unicamente hay datos de 3 pacientes del grupo
Depigoid.

Mediante el test de Wilcoxon (Anexo VI) comparamos las diferencias
entre TO y el tercer afio de tratamiento (Aho 3) en cada uno de los grupos, que
resultaron ser significativas tanto en el grupo Depigoid, como en el grupo Retard
(p<0,05) excepto para los sintomas oculares en este ultimo grupo (p=0,113).

Mediante el test de Mann-Whitney (Anexo VII) comparamos las diferencias
entre TO y el tercer ano de tratamiento (Ao 3) entre ambos grupos, que
resultaron ser no significativas ni en TO ni en el tercer afio de tratamiento

(p>0,05).
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4. EVOLUCION GLOBAL DE SINTOMAS Y MEDICACION
4.1. Evolucion global de sintomas

La figura 14 muestra el box-plot de la evolucion de la puntuaciéon de

sintomas a lo largo de los afos de estudio.

Punt

9

3 L ]

i §

q (]

6 0 R

5 . Depigoid

41 H + . Retard
[ ]

3
[ ]

2 L]

1

0

5-2002 5-2003 S-2004

Figura 14. Evolucién global de sintomas

Se puede observar que el grupo Depigoid presenta al inicio (afio 2002) una
puntuacion de sintomas inferior a la del grupo Retard, ya que tenia un afo previo
de tratamiento. El grupo Retard muestra una mejoria a lo largo de estos afos y
practicamente se iguala con la del grupo Depigoid. Durante el periodo de estudio
de los afios 2002, 2003 y 2004 ambos grupos experimentan una mejoria muy

significativa (p< 0,0001, test de Friedman) en la puntuacién de sintomas.

4.2. Evolucién global de medicacion
La figura 15 muestra el box-plot de la puntuacion de medicacién a lo largo de

los anos de estudio.
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Figura 15. Evolucién global de medicacion
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Se puede observar que el grupo Depigoid presenta al inicio (afio 2002) una
puntuacion de medicacién inferior a la del grupo Retard, ya que tenia un ano
previo de tratamiento. El grupo Retard muestra una mejoria a lo largo de estos
afos de estudio y practicamente se iguala con la mejoria del grupo Depigoid.
Durante el periodo de estudio de los anos 2002, 2003 y 2004 ambos grupos
experimentan una mejoria muy significativa (p< 0,0001, test de Friedman) en la

puntuacion de medicacion.

4.3. Evolucién global de sintomas+medicacion
La figura 16 muestra el box-plot de la puntuacion de medicacién a lo largo de

los anos de estudio.

w o =
L

Punt.

= RN N )
L L

+ : ++ +é o

SM-2002 SM-2003 SM-2004

Figura 16. Evolucién global de sintomas+medicacién

Se puede observar que el grupo Depigoid presenta al inicio (afio 2002) una
puntuacion de sintomas y medicacion inferior a la del grupo Retard, ya que tenia
un ano previo de tratamiento. El grupo Retard muestra una mejoria a lo largo de
estos afos y practicamente se iguala con la del grupo Depigoid. Durante el

periodo de estudio de los afios 2002, 2003 y 2004 ambos grupos experimentan
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una mejoria muy significativa (p< 0,0001, test de Friedman) en la puntuacién de

sintomas y medicacion.

5. PRUEBAS IN VIVO
5.1. PRUEBAS CUTANEAS
El valor de 10 HEP (cantidad de extracto alergénico necesaria para obtener

una papula de igual tamafio que el control positivo de histamina 10 mg/ml)
obtenido en ambos grupos en el afio 2002 se muestra en la tabla 21. La
diferencia entre los dos grupos fue no significativa (p> 0,05, test de Mann-

Whitney).

Tabla 21. Test cutaneos 2002

DEPIGOID RETARD
Media 0,40 mg 0,19 mg
IC del 95% 0,22-0,57 0,12-0,48
Percentil del 25% 0,2 0,1
Percentil del 75% 0,6 0,5

El valor de 10 HEP en el afio 2003 se muestra en la tabla 22. Observamos
que la reactividad cutanea ha disminuido en ambos grupos. La diferencia entre

los grupos fue no significativa.
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Tabla 22. Test cutaneos 2003

DEPIGOID RETARD
Media 0,82 mg 0,76 mg
IC del 95% 0,50-1,38 0,51-1,12
Percentil del 25% 0,5 0,5
Percentil del 75% 1,7 1,1

En el afio 2004 en el grupo Depigoid no se realizaron test cutaneos, y por
tanto no teniamos datos para ver si habia o no diferencia entre los dos grupos

(tabla 23).

Tabla 23. Test cutaneos 2004

DEPIGOID RETARD
Media _ 0,29 mg
IC del 95% - 0,21-0,54
Percentil del 25% _ 0,2
Percentil del 75% _ 0,4

5.2 PRUEBAS DE PROVOCACION NASAL
Mediante tablas de contingencia y test estadistico de y* se comparé la

evoluciéon dentro de cada grupo antes del inicio de la inmunoterapia (T0) y al
tercer ano de tratamiento (Afo 3) (Anexo VIII). La diferencia fue muy
significativa para el grupo Depigoid (p<0,0001) y significativa para el grupo
Retard (p<0,008).

Mediante esta misma metodologia estadistica se analizaron las diferencias

entre los grupos al inicio de la inmunoterapia (TO) y en los afos 2002 y 2003
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(Anexo IX). Las diferencias no fueron significativas ni en TO (p=0,6320) ni en el

afio 2002 (p=0,4639) ni en el afio 2003 (p=0,8308).

6. PRUEBAS IN VITRO
6.1 Determinacion de IgE especifica frente a S. kali
Los resultados de los niveles de IgE especifica frente a S. kali fueron
expresados en Densidades Opticas (DO), y se analizaron antes del inicio de la
inmunoterapia (T0) y al tercer ano de tratamiento para cada grupo, que quedan
reflejados en el Anexo X.
En la siguiente tabla (tabla 24) podemos ver los datos recogidos en relacion a

la estadistica descriptiva:

Tabla 24. Estadistica descriptiva de los valores obtenidos de IgE especifica en cada grupo para cada tiempo

N Minimo Maximo Media Desviaciéon
estandar
Depigoid IgE TO 37 ,000 3,483 1,75846 ,944515
IgE Afio3 35 ,011 2,864 ,49437 584477
N 33
Retard IgE TO 18 421 2,872 1,63067 ,856060
IgE Afio3 15 ,164 2,872 ,93487 ,657634
N 13

Mediante el test de Wilcoxon (Anexo XI) comparamos las diferencias entre TO
y el Ao 3 en cada uno de los grupos, que resultaron ser significativas para el
grupo Depigoid (p<0,0001), con una reduccion media del 72%, y casi
significativa para el grupo Retard (p=0,064) con una reduccién media del 43%.

Mediante el test de Mann-Whitney (Anexo XllI) comparamos las diferencias

entre ambos grupos en cada uno de los tiempos, resultando no haber diferencias
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en T0, pero si en el Afo 3 (p=0,006), experimentando el grupo Depigoid una

reduccidon mas cuantiosa.

6.2 Determinacion de IgG4 especifica frente a S. kali

Los resultados se analizaron antes del inicio de la inmunoterapia (TO) y en
el tercer afno de tratamiento para cada grupo (Afo 3).
En la siguiente tabla (tabla 25) podemos ver los datos recogidos en relacion a la
estadistica descriptiva.

Mediante el test de Wilcoxon (Anexo XlIl) comparamos las diferencias entre
TO y el Afio 3 en cada uno de los grupos, que resultaron ser muy significativas
tanto para el grupo Depigoid (p<0,0001) como para el grupo Retard (p=0,001).

Mediante el test de Mann-Whitney (Anexo XIV) comparamos las diferencias
entre ambos grupos en cada uno de los tiempos, resultando no haber diferencias
en TO (p=0,374) pero si en el AAo 3 (p=0,043), en el que el grupo Retard

experimenté un aumento superior.

Tabla 25. Estadistica descriptiva de los valores obtenidos de IgG4 en cada grupo para cada tiempo

TRATAMIENTO N Minimo Maximo Media Desv. tip.

DEPIGOID IgG4 especifica basal 38 ,000 2,795 27124 453385
IgG4 especifica Afio 3 34 ,041 3,204 1,27038 1,043055
N valido (segun lista) 34

EHR IgG4 especifica basal 19 ,000 2,303 ,50489 ,684175
IgG4 especifica Afio 3 16 ,459 3,605 1,85763 1,001675
N valido (segun lista) 15
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7. TOLERANCIA DE LOS EXTRACTOS

Un total de 41 pacientes en el grupo Depigoid y 19 en el Retard iniciaron la
segunda parte del estudio. ElI grupo Depigoid continué administrandose dos
afos mas (de 2000 a 2003) el extracto modificado (0,5 ml, vial 2 de 1000
HEPL/mI) siguiendo una pauta coestacional y el grupo Retard, que previamente
habia formado parte del grupo placebo, inicié la inmunoterapia en pauta
agrupada con el extracto depot de S. kali (de 2001 a 2004).

Las reacciones que encontramos a lo largo del periodo de estudio tuvieron
lugar en la fase de inicio y en el primer ano de la fase de mantenimiento para
ambos extractos. En los dos ultimos afos de inmunoterapia para ambos
extractos no hubo reacciones adversas.

En el grupo Depigoid se administraron en el primer afo de estudio (de 2000 a
2001) un total de 697 dosis, 205 en la iniciacién y 492 en el mantenimiento.

En el grupo Retard se administraron en el primer afo de estudio (2001-2002) un
total de 399 dosis, 171 en la iniciacion y 228 en el mantenimiento.

En el grupo Depigoid, las reacciones que encontramos a lo largo del primer afio
de inmunoterapia fueron todas sistémicas, ya que las reacciones locales que
recogimos se clasificaron como ndédulos subcutaneos. Estas reacciones
fueron un total de 16, que representan un 2,29% de las dosis totales
administradas en el primer ano. Ocho de estas reacciones tuvieron lugar en la
iniciacion (el 3,9% de las dosis de inicio), y 8 en el mantenimiento (el 1,63% de
las dosis). Las reacciones sistémicas fueron todas leves, de grado Il. En la
iniciacién, como vemos en la tabla 26, de las 8 reacciones sistémicas recogidas
4 fueron inmediatas en pacientes distintos y consistieron en 2 rinitis y 2 pruritos

oticos, y 4 tardias en pacientes distintos que consistieron en rinitis. En el
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mantenimiento, se presentaron 8 reacciones sistémicas tardias consistentes en

rinitis en tres pacientes diferentes.

Tabla 26. Reacciones sistémicas en el grupo Depigoid (% de dosis)

Iniciacién Mantenimiento
Inmediatas 4 (1,95%) 0
Tardias 4 (1,95%) 8 (1,63%)

Contabilizamos los nddulos subcutaneos que encontramos, que fueron un total
de 8 en 5 pacientes diferentes. Todos ellos se produjeron en el mantenimiento.
En el grupo Retard, las reacciones que encontramos a lo largo de un afio de
inmunoterapia fueron un total de 3, que representan un 0,75% de las dosis
globales. Dos de estas reacciones tuvieron lugar en la iniciacion (el 1,17% de las
dosis de inicio), y una en el mantenimiento (el 0,44% de las dosis). Las
reacciones sistémicas fueron todas leves, de grado Il. En la iniciacién, como
vemos en la tabla 27, se presentaron 2 reacciones, una local inmediata de > 5
cm en un paciente con la dosis 0,5 del vial 4 que no volvioé a repetirse en las
siguientes dosis, y una rinitis leve con la dosis 0,5 del vial 2 que no precisé
ningun tratamiento. En el mantenimiento se present6 una rinitis leve inmediata
que tampoco preciso tratamiento.

No contabilizamos ningun nédulo subcutaneo con este tipo de extracto.
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Tabla 27. Reacciones adversas en el grupo Retard (% de dosis)

Iniciacién Mantenimiento
Inmediatas 1(8,33%) 1(8,33%)
Tardias 1(8,33%) 0

Durante la fase de iniciacion, la diferencia entre los dos tipos de extractos
resulto ser estadisticamente significativa (p<0,002).
Durante el primer afo de la fase de mantenimiento, la diferencia entre los dos

tipos de extractos no resulto ser estadisticamente significativa.
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V. DISCUSION
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Tanto la inmunoterapia utilizada en el grupo Depigoid como la del grupo
Retard redujeron significativamente las puntuaciones de sintomas, el consumo
de medicacién, aumentaron los dias libres de sintomas y mejoraron la calidad
de vida de los pacientes, sin apenas diferencias entre los grupos. Los resultados
de las pruebas cutaneas mostraron una disminucion de la reactividad cutanea
sin diferencias significativas entre ambos grupos en los afios 2002 y 2003. El
grupo Depigoid obtuvo una mejoria en los resultados de la escala analdgica
visual a lo largo del estudio que no obtuvo el grupo Retard. Ambos grupos
mejoraron los resultados del test de provocacion nasal, sin diferencias entre
ellos. Hubo una disminucién significativa en los valores de IgE especifica en el
grupo Depigoid que no tuvo el grupo Retard, y un aumento significativo de 1gG4
especifica en ambos grupos.

La inhalacion de polen de S.kali es una de las causas mas importantes
de enfermedad alérgica respiratoria en Zaragoza. Sin embargo, existe escasa
documentacion de la eficacia de la inmunoterapia con S.kali en publicaciones y
revistas especializadas. En 1986 en un resumen de una comunicacion a un
congreso europeo de alergologia se observaba un incremento en la produccion
de anticuerpos bloqueantes en los pacientes sometidos a inmunoterapia con

116

polen de S.kali'™” . En 1995 la Dra. De la Hoz aporté con su Tesis doctoral el

primer trabajo sobre eficacia de la inmunoterapia con polen de S.kali frente a un

grupo control 2.

Posteriormente, Garde J y cols. publican un estudio
multicentrico de tolerancia de un extracto depot de S.kali en pauta agrupada y
convencional ®. En este estudio no se habla de eficacia. Y por ultimo, el Dr.

Colas y cols. publicaron los resultados de la fase inicial del estudio que

presentamos en esta tesis doctoral. Esta primera fase comenzé siendo un
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ensayo clinico prospectivo, doble ciego controlado con placebo, aleatorizado, de
un afo de duracién. En ella se compard el primer afio de inmunoterapia con
alergoide de polen de S.kali frente a placebo °. Los resultados de esta primera
parte ya fueron presentados por la Dra. Monzén en su tesis doctoral % Se
demostré que la utilizacion del alergoide de polen de S. kali frente a placebo es
eficaz y segura. Posteriormente, los pacientes del grupo placebo recibieron
inmunoterapia con un extracto depot de S.kali y pasarian a llamarse Grupo
retard. El grupo activo continué recibiendo inmunoterapia con alergoide que
habia comenzado hacia un afno y paso a llamarse Grupo Depigoid. Por lo tanto,
mientras el grupo Depigoid comenzaba su segundo afo de tratamiento, el grupo
Retard comenzaba su primer afio de tratamiento. El objetivo de esta segunda
fase del estudio fue comparar la eficacia y seguridad de la inmunoterapia con un
extracto polimerizado, despigmentado de S.kali frente a un extracto depot
convencional. La duracién fue de 3 afios. Un total de 41 pacientes en el grupo
Depigoid y 19 en el Retard iniciaron la segunda parte del estudio. A lo largo del
estudio abandonaron 4 pacientes del grupo Depigoid y 6 del Retard. En el ultimo
ano del estudio, los pacientes del grupo Retard completaron su tercer afo de
tratamiento, mientras que los pacientes del grupo Depigoid hacia un ano que
habian terminado su ultimo afio de inmunoterapia. Solo 14 pacientes del grupo
Depigoid proporcionaron datos el ultimo afio de estudio. Asi pues, el estudio fue
concluido por 27 pacientes, 13 del grupo Retard y 14 del Depigoid.

La eficacia de la IT se mide mediante diferentes métodos: valoracion clinica,
evaluacion de cambios en la sensibilidad al alergeno en diferentes érganos o
bien valorando parametros inmunoldgicos. Sin embargo, realmente los uUnicos

parametros que miden verdaderamente la eficacia de la IT son los parametros
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clinicos. Las modificaciones de los parametros inmunolégicos o de la
sensibilidad cutanea al alergeno pueden ser utiles para dilucidar los mecanismos
de accion de la IT y para garantizar que la dosis administrada es suficiente como
para producir cambios en la respuesta inmunoldgica, pero no pueden
reemplazar a la evaluacién clinica cuando se trata de valorar la eficacia '"’. Los
parametros clinicos mas utilizados para medir la eficacia de la IT son el registro
de sintomas y del consumo de medicacion de los pacientes.

Con respecto a las puntuaciones de sintomas y medicacion, y los dias
libres de sintomas a lo largo del periodo de estudio de los afios 2002, 2003 y
2004, observamos que en el primer afo de estudio, el grupo Depigoid obtuvo
menores puntuaciones de sintomas y medicacién que el grupo Retard, y mas
dias libres de sintomas, ya que aquel tenia un afio previo de tratamiento, siendo
estas diferencias muy significativas, aunque la magnitud de la eficacia no es muy
importante por no ser la diferencia entre la eficacia de los grupos superior al
20%, de acuerdo con los criterios de Canonica "°. En los siguientes afios las
diferencias entre los grupos se van acortando pero todavia el grupo Depigoid
obtiene menores puntuaciones de sintomas y medicacion y mayor numero de
dias libres de sintomas, siendo la diferencia entre los grupos significativa,
aunque la magnitud de la eficacia no la consideramos muy importante por no ser
la diferencia entre la eficacia de los grupos superior al 20% °.

La escala analdgica visual es un método de valoracion subjetiva por parte
del paciente. En el grupo Depigoid hubo una mejoria en los resultados de la
escala analdgica visual a lo largo del estudio que no hubo en el grupo Retard,
quizas porque éste ultimo grupo tenia un menor numero de pacientes. No hubo

diferencias significativas entre los grupos al final del estudio.
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Los test de calidad de vida para rinitis de Juniper et al '® tienen el objeto

de cuantificar el impacto que la enfermedad tiene en el bienestar global del
paciente, de forma estandarizada, tal y como es percibido por el paciente. No
realizamos los test de calidad de vida en asma (AQLQ) debido a que solo
contdbamos con 19 pacientes asmaticos y la mayoria de ellos de tipo
intermitente, por lo que ademas de no ser la muestra lo suficientemente
representativa, los sintomas no serian constantes.
A lo largo del estudio se observé una mejoria de la calidad de vida en cada uno
de los grupos para todos los dominios salvo en el de sintomas oculares para el
grupo Retard, aunque sin diferencias significativas entre ambos grupos. En el
ano 2004 no se pudieron hacer comparaciones entre ambos grupos ya que
habia datos de los pacientes del grupo Retard, pero unicamente habia datos de
3 pacientes del grupo Depigoid.

Los tests de provocacion nasal se realizaron para comprobar los efectos
terapéuticos de un determinado tratamiento sobre la via nasal. Ambos grupos
mejoraron los resultados de los test de provocacion nasal a lo largo del estudio,
sin diferencias entre ellos.

En la evolucion global de sintomas, medicacion y sintomas +
medicacion observamos que el grupo Depigoid presenté al inicio (afio 2000)
una puntuacién de sintomas, medicacion y sintomas + medicacién inferior a la
del grupo Retard, ya que tenia un afio previo de tratamiento. El grupo Retard
mostré una mejoria a lo largo de estos anos y practicamente se igual6 con la del
grupo Depigoid. Durante el periodo de estudio de los afos 2002, 2003 y 2004
ambos grupos experimentaron una mejoria muy significativa (p<0,0001, test de

Friedman) en la puntuacion de sintomas, medicacion y sintomas+medicacion.
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En general, el efecto que la IT tiene sobre la reactividad cutanea del

alergeno es la progresiva reduccion de la sensibilidad cutanea °, como ya han
observado algunos autores ''%119720  que en algunos estudios se ha
correlacionado con la mejoria clinica #'.
En nuestro trabajo hemos obtenido una reduccion de la reactividad cutanea a lo
largo del estudio en ambos grupos, sin diferencias significativas. En el afio 2004
en el grupo Depigoid no se realizaron test cutaneos, y por tanto no teniamos
datos para ver si habia o no diferencia entre los dos grupos. Si que se realizaron
en el grupo Retard. Se observé que ese ano habia aumentado la reactividad
cutanea en ese grupo, quizas porque los test cutaneos se realizaron cerca de la
época polinica.

Durante la IT convencional con extractos alergénicos, en muchos trabajos se
demuestra que la concentracién en suero de la IgE especifica frente al alergeno
aumenta inicialmente en la fase de incremento de dosis '%2723.124
posteriormente disminuye hasta el nivel basal después de unos meses de
tratamiento. Sin embargo, estas modificaciones en la IgE especifica se producen
con una gran variabilidad individual ®. Nosotros hemos observado que la IgE
especifica en el grupo Depigoid ha disminuido con respecto a los valores
iniciales, siendo estas diferencias significativas. Sin embargo, en el grupo Retard
la IgE especifica ha aumentado con respecto a los valores iniciales. Estas
diferencias entre los grupos son significativas.

Muchos trabajos demuestran que la IT aumenta los niveles de IgG
especificas, en concreto 1gG+ e IgG4 %', Sobre todo, la elevacién progresiva
y mantenida en el tiempo de la concentracién sérica de IgG4 se asocia con la
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eficacia de la IT Nosotros hemos observado que hubo un aumento
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significativo de 1gG4 especifica tanto en el grupo Depigoid como en el grupo
Retard al final del periodo de estudio, siendo superior esta elevacion en el grupo
Retard, pero sin que este incremento se relacione con un mejor resultado clinico.

En relacion con la seguridad de la IT, sabemos que la frecuencia de las
reacciones adversas difiere dependiendo principalmente del extracto alergénico
administrado, del conocimiento previo de la dosis 6ptima para dicho alergeno y
de la rapidez de la pauta en alcanzar la dosis de mantenimiento °°. Hoy en dia,
las pautas cluster son las mas utilizadas, ya que presentan un perfil de
seguridad similar al de pautas convencionales, y mejoran el cumplimiento. En
nuestro trabajo, con una pauta de inicio agrupada, la inmunoterapia con los dos
tipos de extractos de Salsola kali se ha mostrado altamente segura. Las
reacciones que encontramos a lo largo del periodo de estudio tuvieron lugar en
la fase de inicio y en el primer afio de la fase de mantenimiento para ambos
extractos. En los dos ultimos anos de inmunoterapia para ambos extractos no se
recogieron reacciones adversas. Durante la fase de inicio ocurrieron mas
reacciones con el extracto modificado que con el convencional, aunque todas
estas reacciones fueron clasificadas como reacciones leves. Durante la fase de
mantenimiento no se observaron diferencias en la seguridad con los dos tipos de

extractos.

Otros estudios, en los que emplean este mismo tipo de extracto polimerizado
que utilizamos nosotros, también comparan extractos depot y alergoides, como
los de seguridad de Casanovas y cols con polen de Phleum pratense '?® durante
4 meses de seguimiento, y con D. pteronyssinus '?° de 3 meses de seguimiento.

En los respectivos estudios se observa que los extractos modificados de P.
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pratense y D. pteronyssinus son igual o0 mas seguros que los extractos nativos.
Otros estudios, que no comparan extractos depot y alergoides, han demostrado
la eficacia y seguridad de alergoides de olea europaea "°, Parietaria judaica®®,

Phleum pratense’™’, mezcla de Dactylis glomerata y olea europaea'?, D.

133,134,135 136,119

Pteronyssinus y farinae , en diferentes estudios abiertos y doble
ciego controlados con placebo de un afio o menos de duracion.

Casanovas Yy cols.’ han publicado recientemente un estudio de tolerancia con
estos extractos polimerizados en pautas rapidas (rush). Para ello, reclutaron a
168 pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma por acaros y/o pélenes. Se alcanz6
la dosis de mantenimiento el primer dia de inmunoterpia. Se registraron 7
reacciones locales, 5 reacciones sistémicas de grado 1 (2 inmediatas y 3
tardias) y 3 reacciones sistémicas tardias de grado 2. Estos mismos autores ¥’
han publicado un estudio prospectivo, observacional, multicéntrico, que evalua la
seguridad de la IT con estos extractos polimerizados. En este caso reclutaron a
766 pacientes con rinoconjuntivitis y/o asma por acaros y/o polenes. Emplearon
una pauta cluster para la iniciacién. Se registraron 54 reacciones locales, 18

reacciones sistémicas tardias de grado 1, 15 reacciones sistémicas de grado 2

(6 inmediatas y 9 tardias) y una reaccién sistémica tardia de grado 3.
Hasta la fecha, nuestro trabajo es el primer estudio de eficacia y seguridad

en el que se comparan dos extractos de S. kali, depot y polimerizado, durante

3 afios de seguimiento.
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VI. CONCLUSIONES
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En este estudio se demuestra que la inmunoterapia con un extracto
despigmentado y polimerizado de S.Kali muestra una eficacia al menos tan
significativa como la de la inmunoterapia con un extracto depot

convencional en la enfermedad alérgica respiratoria, dado que:

e Tanto la inmunoterapia utilizada en el grupo Depigoid como la
del grupo Retard reducen significativamente las puntuaciones
de sintomas, el consumo de medicacién y aumentan los
dias libres de sintomas.

e Tanto la inmunoterapia utilizada en el grupo Depigoid como la
del grupo Retard mejoran la calidad de vida de los pacientes,
pero sin que haya una diferencia significativa.

e Los resultados de las pruebas cutaneas mostraron una
disminucion de la reactividad cutanea sin diferencias
significativas entre ambos grupos en los afios 2002 y 2003.

e EIl grupo Depigoid obtuvo una mejoria en los resultados de la
escala analdgica visual a lo largo del estudio que no obtuvo el
grupo Retard, pero sin diferencias significativas entre los
grupos.

e Tanto la inmunoterapia utilizada en el grupo Depigoid como la
del grupo Retard mejoran los resultados del test de provocacion
nasal, sin diferencias significativas entre los grupos.

e En el grupo Depigoid hubo una disminucion en los valores de
IgE especifica que no hubo en el grupo Retard, siendo la

diferencia entre los grupos significativa.
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e En ambos grupos hubo un aumento significativo de IgG4
especifica, siendo superior esta elevacion en el grupo Retard,

con una diferencia significativa.

En este estudio se demuestra que la inmunoterapia con un extracto
despigmentado y polimerizado de S.Kali muestra una seguridad al menos
similar a la de la inmunoterapia con un extracto depot convencional, dado

que:

e En el grupo Depigoid no hubo reacciones locales. En el grupo
Retard unicamente hubo una reaccion local inmediata >5 cm en
la fase de inicio.

e A pesar de que durante la fase de inicio se recogieron mas
reacciones sistémicas con el extracto modificado que con el
convencional, todas estas reacciones fueron clasificadas como
leves, de grado 2, y no precisaron tratamiento farmacolégico.

e Durante el primer afo de la fase de mantenimiento no se
observaron diferencias en la seguridad con los dos tipos de

extractos.
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VII. ANEXOS
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Anexo |-

Cartilla de registro de sintomas

iniciales I:I namero: |

fecha 1 & dia: I:I fecha 7° dia: |

[1= dia] [2° dia | [3° dia] [4° dia | [5° dia | [6° dia | [7° dia |

¢,Hatenido sintomas
hoy durante el dia ? =| I || Il I | I |

SI/no S1/no SI/no SI/no SI/no S1/no Si/no

¢Hatenido sintomas

hoy durante la noche ? =|

si/no si/no si/no si/no si/no si/no si/no

2 I En caso de que haya tenido sintomas , escriba cada dia 0,1,263 en cada casilla
del siguiente cuadro, valorando la cuantia de los mismos seguln se indica a continuacién

0 NINGUNO

1 LEVE

2 MODERADO
3 GRAVE

— Sin sintoma

— Trivial, el sintoma est& presente pero no es molesto
— Molesto, pero  no interfiere en su actividad diaria
— Si interfiere en su actividad diaria

[1e dial [2¢ dia | [3 dia]|4° dia | |5° dia | |6° dia | |72 dia |

Estornudos

hidrorrea (agtiilla)

obstruccion nasal (atasco)

picor nasal

picor ocular

lagrimeo

tos

pitos en el pecho

ahogo en el pecho
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Anexo lI- Cartilla de recogida de puntuacion de medicacidon

3 I ¢ Ha necesitado emplear hoy la medicacién prescrita por su médico ?

NO = escriba 0 (cero) en las casillas correspondientes del siguiente cuadro.
Si = escriba en las casillas correspondientes el NUMERO de comprimidos,

capsulas, inhalaciones, gotas, etc que haya utilizado ese dia.

Marque con una X |1 e dia| |29 dia | |3E‘[ d|’a| |4g dia | |5g dia | |6g dia | |7g dia |

¥

Clarityne (comprimidos)

Stopcold (capsulas)

Nasacort (inhalador)

Afluon (colirio)

Pulmicort Turbuhaler (inh.)

Dacortin (comprimidos)

by sy u iyl

E En caso de que padezca asma

Por favor, escriba  la mejor medida de tres obtenida con el medidor de
PICO-FLUJO, durante el dia y por la noche.

PICO-FLUJO (L/min)

1° dia| |22 dia | [3 dial [4° dia | [5° dia | [62 dia | |72 dia |
oa | J0 I J[ ]
(NS I | | | | {
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area (mn?)

area (mn?)

area (mnf)

area (mnf)

area (mn?)

CONTROL NEGATIVO

Anexo lll-Plantilla de recogida de pruebas cutaneas

Salsola kali

100 HEP

10 HEP

1 HEP

0,1 HEP

HISTAMINA

CONTROL NEGATIVO

HISTAMINA area (mnf)
0,1 HEP area (mnf)
1 HEP area (mnf)
10 HEP area (mnf)
100 HEP area (mnf)
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Anexo IV- Resultados estadistica comparativa intragrupo en TOy ultimo afio
del que se obtuvieron datos de la escala anal6gica visual

Rangos
Rango Suma de
TRATAMIENTO N promedio rangos
DEPIGOID EAV Final - EAV  Rangos negativos 362 20,74 746,50
Rangos positivos 3b 11,17 33,50
Empates o¢
Total 39
EHR EAV Final - EAV  Rangos negativos ga 9,61 86,50
basal | Rangos positivos 6b 5,58 33,50
Empates o°
Total 15
a. EAV Final < EAV basal
b. EAV Final > EAV basal
c. EAV Final = EAV basal
Estadisticos de contrasté
EAV Final -
EAV basal
TRATAMIENTO varificada
DEPIGOID z -4,9762
Sig. asintot. (bilateral) ,000
EHR z -1,5072
Sig. asintot. (bilateral) ,132

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Anexo V- Resultados estadistica comparativa entre los grupos en TOy en
el altimo afio del que se obtuvieron datos de la escala analdgica visual

Prueba de Mann-Whitney

Rangos
Rango Suma de
dep=1 ret=2 N promedio rangos
EAV basal 1 39 31,55 1230,50
2 18 23,47 422,50
Total 57
EAV Final 1 39 26,01 1014,50
2 15 31,37 470,50
Total 54
Estadisticos de contrasté
EAV basal | EAV Final
U de Mann-Whitney 251,500 234,500
W de Wilcoxon 422,500 1014,500
VA -1,725 -1,121
Sig. asintot. (bilateral) ,085 ,262

a. Variable de agrupacion: dep=1 ret=2
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Anexo VI —Resultados estadistica comparativa en TO y Afio 3 dentro de
cada grupo

Grupo Depigoid
Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Rangos’
Rango Suma de
N promedio rangos
ActividadT3 - ActividadTO Rangos negativos 292 18,76 544,00
Rangos positivos 6° 14,33 86,00
Empates 3¢
Total 38
suefio T3 - SuefioTO Rangos negativos 244 19,52 468,50
Rangos positivos 128 16,46 197,50
Empates of
Total 38
Sint. GralesT3 - Sint. Rangos negativos 259 20,00 500,00
GralesTO Rangos positivos 12h 16,92 203,00
Empates 1
Total 38
Probl pracT3 - Probl Rangos negativos 29 18,84 546,50
pracTO Rangos positivos 5k 9,70 48,50
Empates 4!
Total 38
Sint. NasalesT3 - Sint. Rangos negativos 30M 19,87 596,00
NasalesTO Rangos positivos 7 15,29 107,00
Empates 1°
Total 38
Sint OcularesT3 - Sint Rangos negativos 29P 19,47 564,50
OcularesT0O Rangos positivos 8d 17,31 138,50
Empates 1"
Total 38
EmocT3 - EmocTO Rangos negativos 308 16,87 506,00
Rangos positivos 4t 22,25 89,00
Empates 4u
Total 38
GLOBALT3 - GLOBALTO Rangos negativos 31V 20,39 632,00
Rangos positivos ™ 15,57 109,00
Empates 0
Total 38
a. ActividadT3 < ActividadTO
b. ActividadT3 > ActividadTO
C. ActividadT3 = ActividadTO
d. suefio T3 < SuefoTO
€. suefio T3 > SuefioTO
f. suefio T3 = SuefioTO
g. Sint. GralesT3 < Sint. GralesTO
h. Sint. GralesT3 > Sint. GralesT0
i. Sint. GralesT3 = Sint. GralesT0
j- Probl pracT3 < Probl pracTO
K. Probl pracT3 > Probl pracT0O
I Probl pracT3 = Probl pracTO
m. Sint. N lesT3 < Sint. N lesTO
n. Sint. N lesT3 > Sint. N lesTO
0. Sint. N lesT3 = Sint. N lesTO

P. Sint OcularesT3 < Sint OcularesTO
9. Sint OcularesT3 > Sint OcularesTO
I. Sint OcularesT3 = Sint OcularesTO
S. EmocT3 < EmocT0

t. EmocT3 > EmocT0

U. EmocT3 = EmocTO

V.GLOBALT3 < GLOBALTO

W. GLOBALT3 > GLOBALTO
X.GLOBALT3 = GLOBALTO

Y. TTO NUMERICO =1
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Estadisticos de contrasté:°

Z

Sig. asintét. (bilateral)

ActividadT3 -
ActividadTO
sueno T3 -
SuefoT0
Sint. GralesT3
- Sint.
GralesTO
Probl pracT3 -
Probl pracT0
Sint.
NasalesT3 -
Sint.
NasalesTO0
Sint
OcularesT3 -
Sint
OcularesTO
EmocT3 -
EmocTO
GLOBALTS -
GLOBALTO

a
-3,755

a

-2,136
a

-2,242

a
-4,261

a
-3,692

a
-3,220

a
-3,674

a
-3,793

,000

,033

,025

,000

,000

,001

,000

,000

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
C. TTO NUMERICO = 1
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Grupo Retard

Prueba de los rangos cor,;a%ggo de Wilcoxon

Rango Suma de
promedio rangos
ActividadT3 - ActividadTO Rangos negativos 112 7,55 83,00
Rangos positivos 20 4,00 8,00
Empates 1°¢
Total 14
suefo T3 - SuefoT0 Rangos negativos 124 6,50 78,00
Rangos positivos 0® ,00 ,00
Empates 2f
Total 14
Sint. GralesT3 - Sint. Rangos negativos 129 8,50 102,00
GralesTO Rangos positivos 2n 1,50 3,00
Empates (ol
Total 14
Probl pracT3 - Probl Rangos negativos 121 6,71 80,50
pracTO Rangos positivos 1k 10,50 10,50
Empates 1!
Total 14
Sint. NasalesT3 - Sint. Rangos negativos 12m 7,25 87,00
NasalesTO Rangos positivos n 4,00 4,00
Empates 1°
Total 14
Sint OcularesT3 - Sint Rangos negativos 9P 7,56 68,00
OcularesTO Rangos positivos 49 5,75 23,00
Empates 1"
Total 14
EmocT3 - EmocT0 Rangos negativos 108 6,10 61,00
Rangos positivos 1t 5,00 5,00
Empates 3¢
Total 14
GLOBALT3 - GLOBALTO Rangos negativos 12v 8,25 99,00
Rangos positivos 2w 3,00 6,00
Empates 0%
Total 14

a. ActividadT3 < ActividadTO
b. ActividadT3 > ActividadTO
C. ActividadT3 = ActividadTO

d. suefio T3 < SuefioT0

€. suefio T3 > SuefioTO

f. suefio T3 = SuefioTO

g. Sint. GralesT3 < Sint. GralesTO

h. Sint. GralesT3 > Sint. GralesT0O

i. Sint. GralesT3 = Sint. GralesT0

j- Probl pracT3 < Probl pracTO

k. Probl pracT3 > Probl pracTO

I. Probl pracT3 = Probl pracTO

M. Sint. NasalesT3 < Sint. NasalesTO
N. Sint. NasalesT3 > Sint. NasalesTO
0. Sint. NasalesT3 = Sint. NasalesTO
P- Sint OcularesT3 < Sint OcularesTO
9. Sint OcularesT3 > Sint OcularesTO
I Sint OcularesT3 = Sint OcularesTO
S. EmocT3 < EmocT0

t. EmocT3 > EmocT0

U. EmocT3 = EmocTO

V.GLOBALT3 < GLOBALTO

W. GLOBALT3 > GLOBALTO
X.GLOBALT3 = GLOBALTO

Y-TTO NUMERICO = 2
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Estadisticos de contrasté:°

Z

Sig. asintét. (bilateral)

ActividadT3 -
ActividadTO

sueno T3 -
SuefoT0

Sint. GralesT3
- Sint.
GralesTO
Probl pracT3 -
Probl pracT0
Sint.
NasalesT3 -
Sint.
NasalesTO0
Sint
OcularesT3 -
Sint
OcularesTO
EmocT3 -
EmocTO

GLOBALT3 -
GLOBALTO

a
-2,626

a

-3,068
a

-3,111

a
-2,448

a
-2,904

a
-1,684

a
-2,497

a
-2,920

,009

,002

,002

,014

,004

,013

,004

a. Basado en los rangos positivos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
C. TTO NUMERICO =2
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Anexo VIl —Resultados estadistica comparativa entre grupo Depigoid y

Retard en TOy Ao 3 del RQLQ

Mann-Whitney Test

Rangos
Rango Suma de
TTO NUMERICO promedio rangos
ActividadTO 1 38 27,01 1026,50
2 16 28,66 458,50
Total 54
SuefoTO0 1 38 27,39 1041,00
2 16 27,75 444,00
Total 54
Sint. GralesTO 1 38 25,38 964,50
2 16 32,53 520,50
Total 54
Probl pracTO 1 38 28,42 1080,00
2 16 25,31 405,00
Total 54
Sint. NasalesTO 1 38 28,14 1069,50
2 16 25,97 415,50
Total 54
Sint OcularesTO 1 38 29,59 1124,50
2 16 22,53 360,50
Total 54
EmocTO 1 38 27,24 1035,00
2 16 28,13 450,00
Total 54
SUMATO 1 38 27,36 1039,50
2 16 27,84 445,50
Total 54
GLOBALTO 1 38 27,36 1039,50
2 16 27,84 445,50
Total 54
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Estadisticos de contrasté

U de Mann-Whitney | W de Wilcoxon Z Sig. asintét. (bilateral)
ActividadTO 285,500 1026,500 -,352 ,7125
SuefioTO 300,000 1041,000 -,076 ,939
Sint. GralesTO 223,500 964,500 -1,527 127
Probl pracTO 269,000 405,000 -,667 ,505
Sint.
NasalesTO 279,500 415,500 -,465 ,642
glc?ljlaresTO 224,500 360,500 -1,510 ,131
EmocTO0 294,000 1035,000 -,191 ,849
SUMATO 298,500 1039,500 -,104 917
GLOBALTO 298,500 1039,500 -,104 917

a. Variable de agrupacién: TTO NUMERICO

Rangos
] Rango Suma de
TTO NUMERICO N promedio rangos
ActividadT3 1 40 29,01 1160,50
2 16 27,22 435,50
Total 56
suefio T3 1 40 29,78 1191,00
2 16 25,31 405,00
Total 56
Sint. GralesT3 1 40 28,93 1157,00
2 16 27,44 439,00
Total 56
Probl pracT3 1 40 29,54 1181,50
2 16 25,91 414,50
Total 56
Sint. NasalesT3 1 40 29,50 1180,00
2 16 26,00 416,00
Total 56
Sint OcularesT3 1 40 30,34 1213,50
2 16 23,91 382,50
Total 56
EmocT3 1 40 29,94 1197,50
2 16 24,91 398,50
Total 56
GLOBALT3 1 40 29,78 1191,00
2 16 25,31 405,00
Total 56
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Estadisticos de contrasteé

U de Mann-Whitney [ W de Wilcoxon Z Sig. asintét. (bilateral)
ActividadT3 299,500 435,500 -,373 ,709
suefio T3 269,000 405,000 -,943 ,345
Sint. GralesT3 303,000 439,000 -,310 , 157
Probl pracT3 278,500 414,500 -,756 ,450
Ela?stélesTs 280,000 416,000 -, 727 467
Sint
OcularesT3 246,500 382,500 -1,343 79
EmocT3 262,500 398,500 -1,070 ,284
GLOBALT3 269,000 405,000 -,926 ,355

a. Variable de agrupacion: TTO NUMERICO
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Anexo VIlI-Resultados estadistica comparativa en TOy Afio 3
del TPN dentro de cada grupo

Evolucion TPN Depigoid

Summary Table for Rows, Columns

Num. Missing

DF

Chi Square

Chi Square P-Value
G-Squared
G-Squared P-Value
Contingency Coef.
Cramer's V

Observed Frequencies for Rows, Columns

0

4

30,528

<,0001

30,265

<,0001

478

,385

Column1  Column2 Column 3
Row 1 2 15 18
Row 2 4 17 15
Row 3 18 10 4
Totals 24 42 37

Evolucién TPN Retard

Summary Table for Rows, Columns

Num. Missing

DF

Chi Square

Chi Square P-Value
G-Squared
G-Squared P-Value
Contingency Coef.
Cramer's V

Observed Frequencies for Rows, Columns

0

6

23,027

,0008

,514

424

Column 1 Column2  Column 3
Row 1 0 7 7
Row 2 2 11 5
Row 3 11 4 2
Row 4 8 4 3
Totals 21 26 17

Totals
35

36

32
103

Totals

14
18
17
15
64
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Anexo IX- Resultados estadistica comparativa entre ambos grupos del
test de provocacién nasal (TPN) al inicio y en los afios 2002 y 2003

TPN Inicio

Summary Table for Rows, Columns

Num. Missing 0
DF 2
Chi Square 918
Chi Square P-Value | ,6320
G-Squared .
G-Squared P-Value .
Contingency Coef. ,136
Cramer's V 137

TPN 03

Observed Frequencies for Rows, Columns

Summary Table for Rows, Columns
Column1  Column2 Column3 Totals

Num. Missing 0
Row 1 2 15 18 35 DF 5
Row 2 0 U U 14 Chi Square 371
Totals 2 22 25 49 Chi Square P-Value | 8308
G-Squared ,376
G-Squared P-Value | ,8285
Contingency Coef. ,087
Cramer's V ,087
TPN 02
Observed Frequencies for Rows, Columns
Column1 Column2 Column3 Totals
Row 1 18 10 4 32
Summary Table for Rows, Columns Row 2 1 4 2 17
Num. Missing 0 Totals 29 14 6 49
DF 3
Chi Square 2,563
Chi Square P-Value | ,4639
G-Squared .
G-Squared P-Value .
Contingency Coef. ,207
Cramer's V 212

Observed Frequencies for Rows, Columns
Column1 Column2 Column3 Column4 Totals

Row 1 4 17 15 3 39
Row 2 2 11 5 0 18
Totals 6 28 20 3 57
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Anexo X-Valores en Densidades Opticas de la cantidad de IgE especifica
de cada uno de los pacientes al inicio y en el tercer afio de tratamiento

IDENTIF GRUPO TO Afio3 IDENTIF___GRUPO TO Afio3
1?;2 [E’E;'GO'D g;’g; 8'222 6486 DEPIGOID 2,451 1,783
1263 DEPIGOID 2,871 0,271 6534 EHR 0,687 1,769
1472 EHR 3483 0.79 6763 DEPIGOID 1,781 0,276
1595 DEPIGOID 0 0178 7361 DEPIGOID 0,728 0,066
1664 DEPIGOID 1,463 0,437 7389 EHR 0,914 0,886
1672 EHR 2,154 7557 EHR 1,337
1816 DEPIGOID 0,413 0,45 7743 DEPIGOID 2,872 0,357
1831 DEPIGOID 0,513 0,101 8314 DEPIGOID 2,738 0,599
1944 DEPIGOID . 8353 DEPIGOID 1,911 0,074
2407 EHR 0,435 1,782 8534 EHR 0,421 0,858
2424 DEPIGOID . 0,288 8736 DEPIGOID 1,71 0,058
2429 EHR 0,238 0,235 8768 EHR 0,631
2536 DEPIGOID 2,459 0,018 9248 DEPIGOID 1,804
2609 DEPIGOID 2,738 0,523 9668 DEPIGOID 0,836 0,069
2620 DEPIGOID 1,172
2668 EHR 1,328 0,326
2783 DEPIGOID 2,613 1,062
3010 DEPIGOID 2,797 0,011
3025 DEPIGOID 1,938 0,811
3030 EHR 2,041 1,694
3161 DEPIGOID 1,373 0,138
3190 DEPIGOID 2,499 0,257
3252 EHR 3,02
3294 EHR 1,83 0,583
3514 DEPIGOID 2,394 0,173
3578 DEPIGOID 0,971 0,358
3643 DEPIGOID 0,232 0,447
3736 EHR 2,553 0,164
3827 DEPIGOID 2,828 0,108
4214 DEPIGOID 0,451 1,165
4324 DEPIGOID 1,192 1,435
4438 EHR 0,55 2,375
4538 DEPIGOID 2,942 2,864
4783 EHR 1,704 0,497
4939 DEPIGOID 1,561
5022 EHR 1,549
5094 DEPIGOID 2,251 0,783
5398 DEPIGOID 1,928 0,549
5712 DEPIGOID 2,711 0,033
5741 EHR 0,824 0,619
5770 DEPIGOID 2,78 0,065
5890 DEPIGOID . 0,402
6027 DEPIGOID . 0,596
6043 EHR 2,216 0,75
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Anexo Xl -Resultados estadistica comparativa en TO y Afio 3 dentro
de cada grupo de la IgE especifica

Wilcoxon Signed Ranks Test

Rangos
Rango
Promedi Suma de
Depigoid=1 Retard=2 N 0 rangos
1 afio3nativo Rangos
e Negativos 29(a) 18,38 533,00
basal2000
Rangos
Positivos 4(0) 7,00 28,00
Empates 0(c)
Total 33
2 ano3nativo Rangos
e Negativos 11(a) 6,55 72,00
basal2000
Rangos
Positivos 2(b) 9,50 19,00
Empates 0(c)
Total 13
a afio3nativo < IgE basal2000
b afo3nativo > IgE basal2000
¢ afio3nativo = IgE basal2000
Test Statistics(b)
afio3nativ
o-IgE
basal200
Depigoid=1 Retard=2 0
1 z -4,512(a)
Asymp. Sig. (2-
tailed) 000
2 z -1,852(a)
Asymp. Sig. (2-
tailed) 064

a Basado en los rangos positivos.
b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Anexo Xll-Resultados estadistica comparativa entre grupo Depigoid y

Retard en TOy Afo 3 de la IgE especifica

Mann-Whitney Test

Rangos
Suma de
depigoid=1  retard=2 N Rango promedio rangos
IgE basal 1
(T0) 36 27,93 1005,50
2 17 25,03 425,50
Total 53
afio3nativo 1 34 20,97 713,00
2 14 33,07 463,00
Total 48
Test Statistics(a)
IgE basal2000 Ano3
Mann-Whitney U 272,500 118,000
Wilcoxon W 425,500 713,000
z -,638 -2,722
Asymp. Sig. (2-tailed) ,523 ,006

a Variable de agrupacion: dep=1 ret=2
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Anexo XllI- Resultados estadistica comparativa en TOy Afio 3 dentro
de cada grupo de lalgG4 especifica

Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Rangos
Rango Suma de
TRATAMIENTO N promedio rangos
DEPIGOID IgG4 especificaen  Rangos negativos 52 5,70 28,50
3°afio de tto - I9G4  Rangos positivos 29b 19,53 566,50
especifica basal Empates 0°
Total 34
EHR IgG4 especificaen  Rangos negativos 12 3,00 3,00
3°afio de tto - I9G4  Rangos positivos 14b 8,36 117,00
especifica basal Empates 0°
Total 15

a. |gG4 especifica en 3° afo de tto < IgG4 especifica basal
b. 1I9gG4 especifica en 3° afio de tto > IgG4 especifica basal
C. IgG4 especifica en 3° afo de tto = IgG4 especifica basal

Estadisticos de contrasté®

IgG4
especifica
en 3° afio de
tto - IgG4
especifica
TRATAMIENTO basal
DEPIGOID Z -4,5992
Sig. asintot. (bilateral) ,000
EHR z -3,2372
Sig. asintot. (bilateral) ,001

a. Basado en los rangos negativos.

b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Anexo XIV- Resultados estadistica comparativa entre grupo Depigoid y
Retard en TOy Afio 3 de la lgG4 especifica

Prueba de Mann-Whitney

Rangos
Rango Suma de
dep=1 ret=2 N promedio rangos
IgG4 especifica basal 1 38 27,62 1049,50
2 19 31,76 603,50
Total 57
IgG4 especificaen 3° 1 34 22,63 769,50
afio de tto 2 16 31,59 505,50
Total 50

Estadisticos de contraste(a)

IgG4
lgG4 especifica
especific en 3° afio
a basal de tto
U de Mann-
Whitney 308,500 174,500
W de Wilcoxon 1049,58 769,500
z -,889 -2,028
Sig. asintot.
(bilateral) S o

a Variable de agrupacion: dep=1 ret=2
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