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| RESUMEN:

Titulo: Determinacion de TNFo en lavados nasales de pacientes con Enfermedad
Respiratoria Exacerbada por Aspirina (EREA), Rinitis y/o Asmatolerantesy sanos.
Introduccién: La EREA ( Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina) es un
sindrome caracterizado por poliposis nasal, asma y sensibilidad a la aspirina y afecta
entre 3% y 11% de la poblacion asmética adulta, se ha propuesto quelaLTC4S esla
via metabdlica distintiva en la EREA, sin embargo, el mecanismo exacto alin es oscuro.
Este proceso inflamatorio es regulado por leucotrienos, las quimiocinas y € TNFa €
cua es un importante mediador inflamatorio que en este estudio se investigard su
potencial participacion en EREA a nivel local. Consecuentemente poder hacer estudios
para encontrar una nueva terapia para este padecimiento y hacer estudios de causalidad.
Hipdtesis. Los nivelesde TNFa se encuentran mas elevado en formabasal y post-reto
nasal con L-ASA en pacientes con EREA en comparacion con asméticos, riniticos y
sanos. Por |o que esta citocina puede ser la responsable de la cronicidad de larinusinusitis
y lapoliposis nasal en la EREA.

Justificaciéon: La EREA es un sindrome respiratorio que frecuentemente pone en peligro
lavida de los pacientes y hasta el momento se desconoce el mecanismo preciso que causa
estaenfermedad. El TNFo que es una citocina proinflamatoria promueve la infiltracion
crénica de células inflamatorias activandolas y promoviendo la liberacion continua de
mediadores. Al asociar las concentraciones aumentadas del TNFo en las secreciones
nasales de pacientes con EREA se podria dar paso a la elaboracion de inhibidores de
TNFa a nivel local evitando asi los efectos secundarios del mismo, a una baja de las
exacerbaciones y una menor recurrencia de los pdlipos posterior alacirugia, y a paso de
estudios que demuestren causalidad.

Objetivo: Determinar la concentracion de TNFa en lavados nasales de pacientes con
EREA.

Material y Método: Se realizd una investigacion Clinica-basica en la cudl se estudiaron

19 pacientes con EREA, 12 riniticos y/o asmaticos tolerantes, y 7 controles sanos.
( No fumadores)



Confirmado €l diagnéstico con Reto nasal con L-aspirina positivo, poliposis nasal por
nasoendoscopia, y a los pacientes con asma por pruebas de funcién pulmonar.
Y se redlizaron pruebas cutaneas para ver atdpicos y no atopicos y se tomaron muestras
de lavados nasales prey post reto nasal con L-ASA para medir laconcentracion de
TNFo y posteriormente fué procesado por e método de ELISA.

Resultados. Se encontré que en los pacientes con EREA se encuentra mas elevado €l
nivel del TNFa basal y post-reto nasal con L-ASA.

Conclusién: Se encontré gue en los pacientes con EREA se encuentra més elevado €l
nivel del TNFa, sin embargo, se requieren mas estudios para determinar € papel del
TNFa en lacronicidad de la enfermedad.



ANTECEDENTES

ENFERMEDAD RESPIRATORIA EXACERBADA POR ASPIRINA
(EREA) Antiguamente Ilamada Sindrome de Samter,que es un sindrome caracterizado
por rinosinusitis polipoidea cronica, asma bronquia e hipersensibilidad alaaspirina. (1).
Por primera vez a principios del siglo XX Hirschberg describio una reaccion de bronco
espasmo tras la ingesta de aspirina (2). Widal y Cols, veinte afios después asociaron
este medicamento con la presencia de asmay poliposis nasal (3). Posteriormente Samter
y Beers, en 1968, publicaron sus observaciones de 10 afios en donde de 1000 casos de
asma, 182 presentaron la triada caracteristica que durante mucho tiempo llevé € nombre
del primer autor (4), sin embargo actualmente es més aceptado € término

Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina ( EREA ).

Este sindrome afecta entre el 3% y e 11% de la poblacién asmética adulta
basando el diagndstico solo en la historia clinica, y este nUmero se duplica cuando los

pacientes se someten a reto especifico.

Recientemente Jenkins y colaboradores realizaron una revision sistematica de la
cua se obtuvo una prevalencia en adultos del 21% vy en nifios del 5%, posterior a reto
oral especifico (5). La aparicion de los sintomas de este sindrome es insidiosa; inicia
durante la tercera o cuarta década de la vida tipicamente después de un cuadro de
infeccidn respiratoria viral que se continlia con sintomas de rinosinusitis persistente y de
dificil control (congestién nasal, rinorrea, anosmia) Yy posteriormente poliposis nasal,

asma bronquial y sensibilidad a AAS.(6)



La presentacion aguda de este sindrome en la mayoria de |os pacientes, consiste
en una crisis asmaética que inicia dentro de las tres primeras horas tras haber ingerido
aspirina u otros AINES con reaccion cruzada; regularmente se acompafia de rinorrea
profusa, hiperemia conjuntival y ocasionalmente edema periorbitario, dolor abdominal y

urticaria.

Normalmente e 60% del &acido araguidonico es metabolizado por la
ciclooxigenasa y € 40% por la lipooxigenasa, en pacientes con EREA e 90 % es

metabolizado por |a lipooxigenasa.

La principal propuesta involucra anormalidades en e metabolismo del &cido
araguidonico primordialmente la inhibicion de COX-1 y por ende la desviacion de
sustrato hacia la via de la lipooxigenasa (LO); este cambio metabdlico se reflgja en
sobreproduccion y liberacion de leucotrienos (LT) C4, D4y E4 que han mostrado ser
los mediadores inflamatorios con mayor potencial bronco constrictor.

Ademas, producen hipersecrecion de moco y edema de la via aérea, asi como un

mayor estimulo paralaliberacién de citocinas a partir de células mast y eosindfilos. (7).

En la mayoria de las condiciones inflamatorias de los senos paranasales hay una
alteracién reversible del epitelio de la membrana respiratoria que puede ser resuelta con
medicamentos, inmunoterapia o cirugia; sin embargo en los pacientes con EREA, existe
un proceso inflamatorio mucho mas importante, con una migracion exagerada de
eosindfilos, 1o que provoca un desorden profuso de la membrana naso sinusal 1o que

dificulta el control de la enfermedad con medidas conservadoras (8).



Relacionado a la genética se  ha concluido que la LTCA4S es la via metabdlica
digtintiva en la EREA, existiendo sobre expresion de ella en la mucosa bronquial de
estos pacientes hasta 5 veces mas que en |os pacientes asmaticos tolerantesy 18 veces
mas que en sujetos sanos. (9). A este respecto, Sanak y colaboradores (10)
relacionaron la sobre expresion del aelo -444C de laenzima LTCA4S con la presencia
de sensibilidad a la aspirina en personas asméticas comparados con asmaticos tolerantes y
sujetos sanos;  estos autores observaron un incremento del mMRNA para esta enzima en
eosindfilos de sangre periférica y mayor excreciéon urinaria de LTE4 posterior a reto

especifico en aquellos sujetos portadores del alelo —444C.

Rinosinusitis y poliposis nasal:  De los métodos disponibles para estudiar
patologia nasal, la obtencién de secreciones mediante € lavado mecanico se ha
popularizado, ya sea en situacion basal o posterior areto con AAS.

Yaen el afo 1988 Ferreri y su grupo (11) analizaron lavados nasales obtenidos
antes y después de ingerir aspirina en sujetos sanos, asmaticos tolerantes a aspirinag,
asméticos intolerantes y otro grupo de intolerantes desensibilizados; encontraron niveles
mas elevados de LTC4 y de histamina en pacientes intolerantes a aspirina con reaccion
bronco espastica y nasoocular que se asociaron a descenso del FEV1, no hubo
disminucion de PGE2 ni aumento de LTB4 y no se elevaron los metabolitos en el resto

de los grupos.



Cuatro afos después, Picado (12) obtuvo lavados nasales de sujetos sanos,
pacientes tolerantes e intolerantes a la aspirina, a los cuales después de instilarles
aspirina en la nariz  se les hicieron mediciones de leucotrienos, 15-HETE vy
prostaglandinas. Observd incremento de leucotrienos 60 minutos después del reto solo
en los pacientes intolerantes y también hubo correlacién con los sintomas;, las

prostaglandinas se inhibieron tras el reto en los tres grupos.

En 1995 € trabajo de Hamilosy colaboradores (13) confirmé que la eosinofilia
es un hallazgo en pdlipos nasales de pacientes alérgicos y no alérgicos, sin embargo hubo
diferencias en € patron de citocinas expresadas. Especificamente se encontré que los
pacientes alérgicos expresaron mas IL-3, IL-4, IL-5 y GM-CSF; € perfil de los
pacientes con eosinofilia no aérgicainvolucrala produccién de GM-CSF, IL-3 e IFN-y,
y es independiente de IL-4 e IL-5. Es de interés, que los pacientes no alérgicos
tuvieron una fuerte correlacion con historia de sensibilidad a la aspirina, ademas de ser €l

IFN-y lacitosina mas distintiva de ese subgrupo.

Como se menciond previamente la intolerancia a la aspirina y a otros AINES
frecuentemente es acompafiada de poliposis nasal. En un estudio a gran escala de la
comunidad europea (14), se reporta una frecuencia de pélipos nasales del 58.1% en
365 pacientes con EREA, pero pueden encontrarse frecuencias tan atas como 77%

(15).



Ademas se ha observado que los pdlipos tienden a recurrir hasta en un 40% de
los pacientes sometidos polipectomia propiciando que con € tiempo se requieran

multiples polipectomias (16).

Picado y colaboradores han estudiado el metabolismo del acido araguidénico en
pdlipos nasales (17), y han encontrado que los pdlipos producen menos PGE2 que la
mucosa nasal y que por €l contrario hay mayor cantidad de LTC4 y LTB4 ené€llos,
a la vez que observaron la desregulacion de las ciclooxigenasas 1 y 2 previamente

mencionada en pacientes con intoleranciaala aspirina

Esto se mostré recientemente en forma detallada por Steinke y su grupo (18),
guienes compararon la expresion de cisteinil leucotrienos (Cys-LT) y de sintetasa de
LTC4 (LTC4S) en pacientes con sinusitis hiperplésica eosinofilica cronica, poliposis
nasal no eosinofilica, y sujetos sanos; sus resultados fueron que € tejido eosinofilico

expresa cantidades significativamente mayores de ambos marcadores.

1- TNFa

El  TNFo es una citocina pro inflamatoria multifactorial secretada
predominantemente por monocitos y macrofagos, pero también producida por eosindfilos
la cual aumenta la expresion de moléculas de adhesion celular que contribuye al

reclutamiento celular y a lainflamacién persistente.

El TNFa es sintetizado como una proteina de membrana de 26kD (pro-TNF)



gue es procesada por las enzimas procesadoras de la enzima convertidora de TNF(19)
(TNFa, converting enzime “TACE”) miembro de la familia de las metaloproteasas
desintegrinas, que es una glicoproteina anclada ala membrana., paraliberar una molécula
de TNF de 17 kD. La molécula soluble puede unirse a sus principales receptores

TNFR1 (29) y TNFR2. (20, 21).

El gen del NFo se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 6, (22)
formando parte del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), € sistema mas
polimorfico descrito en mamiferos, la principal fuente celular del TNFo son los
fagocitos mononucleares activados, uno de los estimulos mas potente para desencadenar
la sintesis de TNFo. por los macréfagos es la LPS, por 1o que en las infecciones por

Gram negativos, se producen cantidades muy importantes de TNFa.

Su principal funcion biolégica consiste en estimular la atraccion de neutréfilos y
monocitos hacia las zonas de infeccion y activar a las células para erradicar los
mi croorgani Smos.

El TNFo media estos efectos a través de varias acciones sobre células endoteliales
vasculares y los leucocitos, provoca que las células endoteliales vasculares expresen
moléculas de adhesién que hacen la superficie endotelial adherente para los leucocitos;
inicialmente para los neutréfilos y después paralos monocitosy linfocitos; las moléculas

de adhesi6n mas importantes son las selectinas y ligandos de integrinas de leucocitos.



Otras células conocidas por expresar TNFo incluyen linfocitos B, céulas
citotéxicas naturades (NK), mastocitos, células de Paneth, células de meséngquima
intestinal, gqueratinocitos, células de la microglia, astrositos, células de musculo liso y
ciertas lineas de célulastumorales. El TNFo induce su propiatranscripcion atravésde la
activacion del factor nuclear -xB (NF-xB), pero también induce elementos reguladores

negativos especificos que proveen un control estricto en su propia produccion.

Deigual formainduce la produccion de citosinas reguladoras, como la IL-10, la

cual suprime laliberacion del TNFa. en respuesta ala endotoxina.

El TNFo es causante de una gran variedad de respuestas celulares y organicas
incluyendo fiebre, choque, dafio tisular, necrosis tumoral, anorexia, induccion de otras
citosinas y moléculas inmunoregul adoras, proliferacion y diferenciacion celular, asi como
apoptosis. Es una potente citocina con una amplia variedad de actividades pro

inflamatorias y auto inmunes, en donde pudiera participar de maneraindirecta

L os mecanismos por los cuales las sefiales del TNFa generan una gran variedad
de respuestas son probablemente causados por la distribucion de los receptores de
la citosina en diferentes tipos celularesy sus respuestas diferenciales para laforma
secretada y de membrana de la misma, en varios procesos inmunolégicos

dependiente de éste.



El TNFa es una citocina pro inflamatoria que da una forma rapida de defensa
contra la infeccion pero es fatal en exceso. Winchester et al. (23) estudiaron la
asociacion del polimorfismo de —308 del TNF y la insercion/delecion de la Enzima

convertidora de Angiotensina con la historia de asma.

Vielhauer et a. (24) concluyeron que las propiedades anti-inflamatorias e
inmunosupresoras del TNFo segregan a nivel de sus receptores, TNFR1 promueve
una respuesta inmune, y TNFR2 que juega un papel importante en el dafio a tejidos
mediado por e complemento. Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la
generacion de altos niveles de TNFa lleva a la exacerbacion de las respuestas
inflamatoria y pro-oxidativa que son importantes en la patogénesis de agunas
enfermedades incluyendo varios desordenes pulmonares (25, 26). La desregulacion del
reclutamiento de leucocitos y linfocitos son los focos inflamatorios que llevan a la
inflamacion. EI TNFo también depleta la glutation celular (GSH), un antioxidante
celular (27).

Estudios in vivo e in vitro muestran que e TNFo estimula la generacion de
especies de oxigeno reactivo (ROS) en € tejido pulmonar y no pulmonar.

La estimulaciéon de TNFa  produce altos niveles de ROS en células endoteliales

(28) y neutrofilos (29).

De los diferentes tipos celulares, los ROS derivados de los neutréfilos juegan un
rol muy importante dependiente de TNFa en la alteracion vasorreactiva pulmonar (30).

En condiciones patofisiologicas, la generacion de TNFo a niveles atos lleva a



desarrollo de respuestas inflamatorias que son la distincion de varias enfermedades
pulmonares como asma bronquial, bronquitis crénica, EPOC, dafio pulmonar agudo y
SIRA. En lainhalacién de TNFo en ratas se ha visto que produce neutrofilia en el
ligquido alveolar y una hiperreactividad bronquial (32). En modelos experimentales con
asma €l blogueo de la actividad del TNFa ha demostrado reducir la extravasacion de

plasmay € reclutamiento de granulocitos en laviaaérea (31, 32, 33,34).

La inhalacién de TNFa produce una respuesta inflamatoria caracterizada
por un nimero incrementado de neutréfilos y eosinéfilos en el esputo y por una respuesta
hiperreactora. (35,36). Estudios recientes han mostrado que el tratamiento con etarnecept
(antagonista del receptor de TNFa) esta asociado con la mejoria de los sintomas nasales,
funcion pulmonar e hiperreactividad bronquial en e asma refractaria (37,38). Hay
evidencia que indica que niveles altos de TNFa se asocia directamente a complicaciones
del asma.

En el bronquio las células epiteliaes, endoteliales y las células del musculo liso
son los principales blancos del TNFa causando hiperplasia y vasoconstriccion por
liberacion secundaria de endotelina-1.

Estudios recientes sugieren que el TNFo. puede estar envuelto en el desarrollo de
la hiperreactividad bronquial alterando directamente las propiedades contréctiles del
musculo liso de la via aérea.  Algunos investigadores han mostrado que € TNFa
estimula marcadamente la funcion sintética de las fibras de musculo liso (ASM)
definido como la secrecién de citocinas y quimiocinas y la expresion de moléculas de

adhesion intercelular (ICAM-1) y de adhesion vascular (VCAM-1) (39).



Otros estudios sostienen laideade queel TNFa juega un papel importante en la
modulacién de las respuestas del musculo liso de la via aérea induciendo la sefial
temprana (menos de unahora) y la tardia (mas de 4 horas) que inducen lahomeostasis
del calcio, en adicion también, se reporta que la activacion de TNFR-1 por e TNFa

regulalafuncion del ICAM-1 enlas células del musculo liso de lavia aérea (39).

En otros estudios se observd un aumento en la expresion del TNFo unidas
amembranadel TNFAR-1 y delaenzimaconvertidoradel TNFa en la sangreen los
pacientes con asma severa refractaria El TNFo junto con la IL-5 induce la
expresion de las moléculas de adhesion (principalmente selectiva Py E), ELAM-1 e
ICAM-1 y mésretardadade (VCAM-1) necesarias para la introduccién de células

inflamatorias de la via aérea (39).

También se le haatribuido quimiotéctico directo para neutréfilos, y monocito in
vitro, un efecto sobre los eosindfilos, aumentando su capacidad citotdxica y su

maduracion y contribuye ademas a la diferenciaciéon de monocitos a macroéfagos.

El TNFa puede actuar sobre el remodelamiento del tejido bronquial en el asma a
través del crecimiento de fibroblastos, activando mecanismos profibréticos del
subepitelio. Se ha demostrado que el TNFa en los pdlipos aumenta la expresion de
moléculas de adhesién celular en células endoteliales y promueven la adhesién

leucocitaria a los vasos sanguineos y la migracion trasendotelial de granulocitos



incluyendo eosindfilos. EI TNFo puede promover la supervivencia de los eosinéfilos

por medio de la expresion aumentada de factor de crecimiento de granulocitos.

Finalmente el TNFo puede causar €l tipo de dafio epitelia caracteristico de los
pdlipos, directamente o por medio de la funcién citotoxica de los eosindfilos. Los
pacientes con rinitis alérgica han mostrado tener expresion aumentada de mRNA de

TNFa en € tgido asi como la exposicion de laproteina TNFa en mucosa nasal (39).

Se demostro en el estudio hecho con el reto nasal con TNFoa, que existe una
exudacion plasmética asociada con otras citocinas como € IL-8 y una actividad
granulociticamayor (39) F. En el afio 2005 Flores, Garcia, Terdn y Camarena (40)
demostraron que los pacientes con EREA presentan un incremento en los polimorfismos
gque los promotores TNF del -308 y 238 en forma gignificativa.  El
genotipoheterocigoto G/A de los promotores -308 y -238 aumentan €l riesgo de padecer

El genotipoheterocigoto G/A del los promotores —308 y —238 aumentan €l

riesgo de padecer esta enfermedad.



IV HIPOTESIS

Los niveles de TNFo se encuentran mas elevados en forma basal y
post-reto nasal con L-ASA en pacientes con EREA en comparacion con

asmaticos, riniticos y sanos.

Por lo que esta citocina puede ser la responsable de la cronicidad de la

rinusinusitis y la poliposis nasal en la EREA.



V JUSTIFICACION

Los pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por &cido acetilsalicilico
cursan con rinusinusitis y poliposis nasal de dificil manejo, ya que caracteristicamente
los sintomas son severos y persisten a pesar del uso continuo de medicamentos

tanto tdpicos como sistémicos.

El TNFa es una citocina pro inflamatoria que no solo activa y promueve
la infiltracion cronica de diversas células inflamatorias sino que estimula la liberacion

de mediadores de la inflamacion.

La demostracion de que TNFa se libera localmente en la reaccion inducida
por la aplicacion nasal de aspirina podria llevar a introducir el uso de antagonistas
de esta citocina como una nueva modalidad terapéutica de la enfermedad respiratoria

exacerbada por aspirina.



VI

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si el TNFa se libera localmente en las vias aéreas superiores de

pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por acido acetilsalicilico.

Objetivos Especificos

1- Investigar si el TNFa, en condiciones basales, se encuentra en concentraciones

elevadas en el lavado nasal de pacientes con EREA.

2- Determinar si el reto nasal especifico con L-ASA afecta la liberacion de TNFo.

3- Valorar si los niveles de TNFa correlacionan con los sintomas nasales en los

pacientes con EREA.

4- Determinar los niveles de TNFo en los pacientes con rinitis y/o asma

tolerantes Yy Sanos.



VII- MATERIAL Y METODOS

1- TIPO DE_INVESTIGACION

Estudio experimental, longitudinal, prospectivoy analitico.

2- POBLACION EN ESTUDIO

Se incluyeron 3 grupos. GRUPO 1: 19 pacientes con enfermedad respiratoria
exacerbada por aspirina, GRUPO 2: 12 pacientes con rinitis y/o asmaticos tolerantes a

aspirinay GRUPO 3: 7 pacientes controles sanos.

A todos los pacientes se les realizo historia clinica y se les abrio expediente
clinico en este Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias con historia clinica

completa. en un periodo de tiempo comprendido de Enero 2007 a Junio del mismo afio.

Todos los participantes de este programa suspendieron medicacion previa al
estudio: los broncodilatadores de accion corta e intermedia se suspendieron 24 horas
antes del estudio, los esteroides inhalados y antihistaminicos se suspendieron 48 horas
previas a estudio. El uso de antileucotrienos se suspendieron 96 horas antes de
participar del estudio. Se recomend6 no ingerir cafeina 4 horas previo a estudio y
evitar cualquier tipo de gjercicio durante los dias de estudio. A todos los pacientes se les
pidio firmar la carta de consentimiento informado.

Paravalorar €l estado atdpico y respiratorio de los pacientes se realizaron pruebas

cuténess, reto nasal con lisil aspirinay pruebas de funcién pulmonar.



3- CRITERIOS DE_INCLUSION:

® Pacientes de poblacion mexicana con diagnostico de enfermedad respiratoria
alérgica (rinitis y/o asma), enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina
y voluntarios sanos.

® Pacientesdeentre 18 y 60 afios que puedan realizar las pruebas del estudio
como espirometria, rinomanometria y reto nasal con L-ASA.

® Pacientes que estén de acuerdo en entrar a protocolo y firmen la carta de

consentimiento informado.

4- CRITERIOS DE EXCLUSION:

® Pacientescuyo FEV1 este por abgjo de 80%.

® Pacientes con enfermedades infecciosas 0 auto-inmunes concomitantes.

® Pacientes con EREA y con ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA
CRONICA.

® Pacientes que estén tomando medicamentos que interfieran con las pruebas o
medi caciones como antihistaminicos, esteroides sistémicos, inhalados o topicos y
antileucotrienos.

® Embarazo o lactancia

5- MEDICIONES CLINICAS Y FISIOLOGICAS




RETO CON LISIL ASPIRINA

Previo areto con lisil aspirina, se les realizaron a todos los pacientes mediciones
de la funcidn respiratoria y del flujo y resistencias nasales con un espirometro-
rinomandmetro Jaeger modelo Flowscreen Pro que se calibra diariamente. La
realizacion del estudio se hizo colocando papdl filtro (1xcm.) con 12.5 mg de lisil-
aspirina en cada narina (dosis total 25 mg). Este modelo de reto o hemos utilizado en

protocolos anteriores  (C-47-99).

15 - 30 minutos posteriores al reto local, se realizd medicion del FEV1 vy las

cuales se repitieron cada hora durante las cuatro horas subsecuentes (1, 2,3,y 4).

El reto se considerd positivo y se observd un descenso persistente del flujo
inspiratorio nasal de un 40% mas del valor basal o unacaida del FEV1 un 20% del
valor basal. Unavez concluido el estudio, estos cambios respiratorios se revertieron con
el uso de nebulizaciones con esteroide y broncodilatador s fué requerido con la
administracion de esteroides sistémicos.  En todo momento |os participantes estuvieron
bajo estrecha vigilancia médica, valorando la presencia de reacciones naso-oculares,
bronco espésticas o urticariales, cambios en la tensién arterial, frecuencias cardiaca y

respiratoria o variaciones en la saturacion de oxigeno.

Antes de iniciar € reto y posterior a la dosis fija cada paciente se evalu6 para

determinar la severidad de los sintomas y signos respiratorios mediante una escala clinica



(escala de Rojas, previamente validada), ademéas cada paciente tuvo visitas de

seguimientoalos 7 y 14 y 21 dias posteriores a reto.

PRUEBAS CUTANEAS POR PRICK

Para la realizacion de una prueba cutédnea por prick se utilizaron alergenos Alk
Abello estandarizados, la prueba consistié en depositar en la piel del paciente una gota
del alérgenoy luego realizar una puntura a través de la gota con el accuset de Alk Abello
(lanceta especial de 1mm de longitud), con lafinalidad de introducir en la epidermisy
en la dermis una cantidad minima de alérgeno, posterior a esto se leyd lareaccion en 15

minutos paravalorar latriadade Lewis. ppula, eritema y prurito.

El resultado se expresd en milimetros. Las pruebas cutaneas se realizaron
en € consultorio de alergia en el cud cuenta con carro rojo, para cualquier reaccion
indeseable. El riesgo de reacciones sistémicas con la prueba cuténea de prick es de

0.04% de pulso.

6- OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

LAVADO NASAL
A todos los pacientes se les realizo lavado nasal en condiciones basales (antes del
reto) y posterior a reto con lisil aspirina utilizando 10ml de solucién fisiologica (5 ml

en cada narina ) instilados con un dispositivo disefiado para este fin. Las muestras



obtenidas ( lavados nasales ) se procesaron inmediatamente y cuando esto no fue posible,

se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.

ELISA

La medicion de TNFa Yy de leucotrienos se realizé en e sobrenadarte de los
lavados nasales por latécnicade ELISA € cudl consiste de un anticuerpo en fase solida
y al cud se agrega un segundo anticuerpo con cromégena que revela la concentracion de

estacitosina. Laescalade medicion de TNFa fuéen pg/ml.

ESCALA DE ROJAS

Laescalaclinica de Rojas que se aplico evalla los sintomas cléasicos de rinitis
( rinorrea, estornudos, prurito, obstruccion nasal ), ademas de signos como coloracién
conjuntival, coloracion facial, tamafio y color de ambos cornetes inferiores, €l puntaje

minimo posiblees 0y el maximo posiblees 30. (41) Ver anexo (1).



IX- DISENO EXPERIMENTAL

PRIMER VISITA  Explicacion del protocolo de investigacion, firma de la carta de

consentimiento informado, realizacion de historia clinica, espirometriay rinomanometria

en formabasal y control de sintomas en caso de presentarl os.

SEGUNDA VISITA Revision del paciente y realizacion de pruebas cutaneas.

TERCER VISITA Redizacion de espirometria pre y post broncodilatador y

rinomanometria

CUARTA VISITA Redlizacion de Reto nasal con L-ASA con dosisfija, obtencion de

muestras, y escala clinica de Rojas y procesamiento de muestras.

QUINTA- SEXTA Y SEPTIMA VISITA Revisién subsecuente de todos los pacientes

sometidos a reto.



XI- RESULTADOS

ANALISIS DESCRIPTIVO

SUJETO | EDAD | SEXO | ATOPIA | RETO | FLUJO | FLUJO | ROJAS | ROJAS | FEV1%
L- PRE POST | PRE POST | BASAL
ASA | RETO |RETO |RETO | RETO
1 33 F Sl + 362 324 3 4 119
2 36 F NO + 750 350 3 13 120
3 37 F NO + 772 360 4 18 90.7
4 40 F NO + 376 116 4 9 105
5 35 M Sl + 716 362 4 8 935
6 47 F NO + 514 248 3 7 111
7 40 F NO + 288 172 4 9 109
8 42 F Sl + 0 0 6 8 934
9 72 F NO + 820 288 4 6 112
10 58 F Sl + 278 NO 4 12 101
11 35 M Sl + 254 68 6 11 122
12 62 F Sl + 1102 424 5 7 94
13 36 F Sl + 510 32 3 11 93.3
14 50 F NO + 662 36 3 13 112
15 27 F S + 360 164 4 12 98
16 25 F Sl + 628 228 4 12 96
17 43 F Sl + 418 192 2 8 121
18 33 F Sl + 410 144 3 8 82.9
19 38 F Sl + 176 32 3 6 126
20 36 F NO - 444 398 4 7 126
21 29 F Sl - 284 324 3 4 118
22 27 F S - 800 752 3 4 102
23 37 F Sl - 566 638 4 6 108
24 31 M Sl - 252 352 3 4 82.6
25 30 F Sl - 392 350 5 8 90
26 29 F Sl - 392 280 4 6 114
27 44 F Sl - 754 416 2 5 120
28 36 M S - 376 432 2 3 122
29 21 F Sl - 248 600 4 4 104
30 39 F S - 400 416 0 5 105
31 18 F NO - 252 518 0 0 116
32 29 M NO - 250 270 0 0 100
33 50 M NO - 325 410 0 0 102
34 29 M S - 411 400 0 0 104
35 30 M NO - 204 213 0 0 110
36 46 M Sl - 378 272 0 0 112
37 32 M NO - 168 173 0 0 94
38 44 F Sl - 410 410 0 0 97.2




ANALISIS ESTADISTICO

L os resultados de las variables se guardaron y analizaron en el Programa SPSS Version
10.0. Se rediz0 estadistica descriptiva para cada una de las variables utilizando
promedio, desviacion estandar, media, mediana para las variables continuas vy
frecuencias y porcentaje para las variables nominales. Se utilizd e coeficiente de
correlacion de Pearson, y T de student para variables paramétricas. Y ji cuadrada para

variables paramétricas. Seconsiderd significancia estadistica unvalor de P de 0.05.

DISTRIBUCION POR GRUPO

Percent

Intolerante Tolerante Sanos

Gréfical

Se incluyeron 19 ( 50% ) pacientes con EREA, 12 ( 31.6% ) con rinitis y/o asma

tolerantes y 7 (18.4 %) sanos.



SEXO DE LOS PACIENTES

20+

Percent

Gréfica2

La distribucion por sexo fué 26.3% hombres ( 10 ) y 73.7 mujeres ( 28 ), lo cua
concuerda con la literatura con un predomino en sexo femenino. La relacién mujer-
hombre fué de 2.8:1.



EDAD DE LOS PACIENTES

Percent
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El 89.5% de los pacientes se encontré en el rangodelos 20 y 50 afios de edad,
siendo predominantemente entre de los 30 a los 40 afos. Siendo la media de 36
anosy el rango entrelos 18 y 72 anos.
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Gréfica4

PACIENTES CON EREA

DFRy DPT Arboles Cullo
Gato Malezas Negativo

Gréfica 5



PACIENTES TOLERANTES

201
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Gréficab

El 60.5% de total de pacientes presentd atopia. En los pacientes con EREA €l
63.15% presentd atopia lo cud no concuerda con la literatura en la cua la mayoria son
no atépicos. El alergeno mas frecuentemente encontrado fue polvo 44.7% y gato
13.1% en losgruposde EREA y Tolerantes respectivamente , como se ve en las tablas
5y 6.
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Laevaluacion clinica se realizo con la escaa de Rojas previamente validada en donde se
encontro que el mayor porcentaje de sintomas y severidad de los mismos fué mas ata en
los pacientes con EREA tanto basal como posterior al reto nasal con L —ASA. Se
realizo correlacion de los niveles de TNFa con sintomas encontrando qua a mayor TNFa
mayor presencia de sintomas, con una r-Pearson de 0.835.
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Gréfica9
PROMEDIO DE TNF a BASAL PROMEDIO DE TNF a FINAL
EREA 75 pg/ml 182 pg/ml
TOLERANTES 64.4 pg/ml 100 pg/ml
SANOS 52 pg/ml 81 pg/mi
Tabla2

El TNFa en los lavados nasales se encontré més elevado en forma basal en los pacientes
con EREA que los controles tolerantes y sanos. Y posterior a reto con L-ASA se
evidencié un elevacion en todos los grupos, sin embargo, el valor més ato fué en los

pacientes con EREA, incrementdndose 2.4 veces con respecto a basal siendo

estadisticamente significativo con un valor de P de 0.001.




X11- DISCUSION

La citocina proinflamatoria TNFo tiene un papel fundamental en todas las
enfermedades inflamatorias y en algunas auto-inmunes. En este estudio se evidencio que
este juega un papel importanteen La Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina
a nivel local, encontrandose méas elevado que los pacientes tolerantes y sanos a nivel
basal e incrementandose significativamente posterior a reto nasal con L-ASA, al igual
gue otras citocinas como RANTES, Eotaxinas , MCP y MIP demostrado en estudios
previos. Esto pudieratener relacion con la cronicidad de la enfermedad y la severidad de
los sintomas, y probablemente con la rinosinusitis persistente y la formacion de polipos
nasales.

En laliteratura se ha reportado que la provocacion nasal es una aternativa dx , de bagjo
riesgo, comparandoloa con la provocacion ora o bronquial.

Los pacientes con EREA presentaron mayor cantidad de sintomas y mayor severidad de
los mismos seglin la escala de Rojas, y estos se incrementaron hasta 2 veces més en
nuestro estudio, posterior a reto nasal.

Llama la atencion la ata prevalencia de atopia en nuestro grupo de estudio cuando en la
literatura anterior se ha reportado que en la atopia no es frecuente en esta enfermedad.
Dos pacientes del grupo control sano presentaron atopia, sin presentar sintomas prey post
reto nasal, sin embargo, e nivel del TNFa se increment6 posterior a reto por 1o que
también la atopia pudiera jugar un rol importante en el incremento del TNFo a nivel
local.

Los alergenos més frecuentemente encontrados que causan adergia en la
poblacion general es €l polvo y e gato, y nuestro estudio mantiene esta frecuencia.

Creemos que € reto nasal especifico con L-ASA es un procedimiento
relativamente seguro, aungue siepre se debe de contar con la presencia de un carro rojo

por cualquier eventualidad.



X111- CONCLUSIONES

Podemos concluir con este estudio que nuestra hipotesis de que & TNFo esta
elevado basalmente y posterior a reto nasal especifico con L-ASA en los pacientes con
EREA, comparado con pacientescon Rinitis y/o Asma tolerantesy sanos es verdadera.

Se demostré en € estudio que la alta prevalencia de atopia en los pacientes con
EREA deun 63.13% que no corresponde con lo que dicela literatura la cud refiere

gue e 60% de los pacientes no tienen atopia.

Los pacientes con EREA tienen mayor cantidad y severidad de sintomas pre y

post reto nasal que los pacientes tolerantes.

Solamente a una paciente los 19 con EREA con reto nasal especifico con L-ASA
tuvo caidadel FEV1 a menos del 20% del basal, e cual revirtio con uso de esteroidesy
broncodilatadores de accion corta nebulizados en un 100% y en sus visitas posteriores

pararevision estuvo con FEV1 arriba del 90%.

Una de las limitaciones del estudio es que utilizamos un grupo pequefio de
pacientes, el cud en un futuro se pudiera completar dandole seguimiento a este estudio o

realizando otro con mayor nimero de pacientes.
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Anexo 1

PROTOCOLO ASMA INDUCIDA POR ASPIRINA
REGISTRO DE PACIENTES

HOSP. DE PROCEDENCIA: (EXPEDIENTE: PROTOCOLO:
. I B = i ! 3 " I
A PATERNO A. MATERNO NOMBRE (S) EDAD SEXO
DOMICILIO: CALLE NUMERO EXTERIOR E INTERIOR COLONIA TELEFCNO
DX. RESPIRATORIO: DX. SISTEMICO: ]
PRUEBAS CUTANEAS ] |
ALERGENO |HABON (mm)|ERITEMA (mm)[ ALERGENO  HABON (mm)|ERITEMA (mm)| PESO (Kg) | TALLA (cm)
DPT CF | PASTO | RETO CON LISIL-ASPIRINA
GATO | PASTO2 | %
[ CUCHAR ARBOLES | %
PERRO ARBOLESZ | %
CABALLO ARBOLES] | ) %
CONEJO | MALEZAS %
CULLO ! MALEZAS2 | [ %
MOsQUITO MAIZ ' %
VACA LECHE ! %
PLUMAS HUEVO | [ %
HONGOS | |
CLASIFICACION CLINICA DE ROJAS-RAMOS
PRE-RETOQ / PQST-RETQ CON LISIL-ASPIRINA
[RINORREA 0:NO 1:LEVE ' '_ MODERADA |3:5EVERA
ESTORNUDOS |0:NO 1:(1-5) 21610 [3:441+)
PRURITD 0:NO 1:LEVE ! MCDERADC '3 5EVERO
OBS. NASAL |0:NO 1:LEVE 1 MODERADO |1 SEVERD
COLOR FACIAL|O:r 1.R LEVE 1 R MCDERADO 1R INTENSO
CID TAMARO  |0:NV 1:VISIBLE 13 2 VISIBLE 213 J.OCLUSIVO
CID COLOR 0:r 1:PiR LEVE I R MODERADO J:PIRIC
Cll TAMAND  |0:NY 1:VISIBLE 113 |2 VISIBLE 213 3.0CLUSIVO
Cl COLOR __ |O:r 1:PIR LEVE |2 PR MODERADO IPIRIC
CONJUNTWA  |O:r 1:R LEVE |2"R MODERADD J3:R INTENSO
r=ROSA R=R0OJO P=PALIDO C=CIANDTICO NV=NO VISIBLE
TOTAL PRE-RETO= B | [TOTAL POST-RETO= |
MEDICAMENTOS EN LAS 6 ULT! NAS ESPIROMETRIA E FHERETU | POSTREID
] [FVC %
| FEV4 % |
FEVINC % |
— T RINOMANOMETRIA PRERETO [POSTRETO |
DER. IZQ.|DER. IZQ.
FLUJO
RESISTENCIA | | ]
CONTROL PE MUESTRAS
CANT. DE FECHA DE | CLAVE DE UBICACION FISICA DE LA
[ EspECIMEN VOLUMEN | FECHA MUESTRA TUBOS PROCESO | CONTROL MUESTRA
| ]

i
b

|

|

REGISTRO DE REVISION D

E PROTOCOLO

REGISTRO DE AUDITORIA DE PROTOCOLOQ
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

DETERMINACION DE TNFa EN LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA
EXACERBADA POR ASPIRINA (EREA)

México D.F. a de 2006

Sefior (a):

Le invitamos a participar en este proyecto de investigacion concerniente a la expresion de esta
citocina en lavados nasales de pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por aspirinay en
pacientes tolerantes ya sea con asma 0 con rinitis € estudio se realizara en una poblacion
comprendida de 18 a 70 afios de edad. Las muestras obtenidas sélo serén utilizadas para este
protocolo y en caso de ser (tiles para otro estudio se le notificara por escrito para que dé su
consentimiento.

En este estudio seincluiran 16 pacientes con intolerancia ala aspirinay 16 pacientes con tolerancia a
la aspirina del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Este estudio serealizara segln lasreglas de la Declar acion de Helsinki

Su participacion es VOLUNTARIA y CONFIDENCIAL, no alterara los cuidados médicos que podria
necesitar.

NO PUEDE PARTICIPAR EN ESTE PROYECTO S USTED ENCUENTRA EMBARAZADA, CON USO
DE BETABLOQUEADORES Y SINTOMAS SEVEROS DE ALERGIA, ASMA INESTABLE O
ANGINA INESTABLE

i
¢CUAL ESEL OBJETIVO DEL ESTUDIO?

Determinar si el TNFa se liberalocalmente en las vias aéreas superiores de pacientes
con enfermedad respiratoria exacerbada por acido acetilsalicilico.

¢QUE pasasi tomo la decision de participar?

Selerealizar an estudios de apoyo al diagndstico dentro de los cuales son:



ESPIROMETRIA: Estudio que per mite la medicién de la cantidad de aire que sale de sus pulmones
después de unainspiracion maxima .Con una duracién apr oximada de 10 miutos. Este estudio nos
permite medir € efecto de la enfermedad sobre su funcién pulmonar.

RINOMANOMATRIA: Estudio gue permitela medicion del flujo de aire a través de las fosas
nasales; dura aproximadamente 10 minutos, con este estudio medimos €l efecto de la enfermedad que
ocupa espacio dentro dela nariz como POLIPOS NASAL ES gue nos condiciona obstruccién.

RETO CON LISIL ASPIRINA: EL ASMA INDUCIDO POR ASPIRINA se caracteriza por una
reaccion de las vias dereastrasla administracién de ésta u otro antiinflamatorio no ester oideo, siendo
una sustancia usada en todo € mundo.

Es un estudio de provocacion nasal especifica ampliamente utilizado en pacientes, gue per mite
monitorizarse con facilidad mediante el control delosflujosy resistencias nasales.

PRUEBAS CUTANEAS: Evallla si existerelacién entelos sintomas que padece con alergia a
animales, pastosy malezas.
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DETERMINACION DE TNFa EN LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA

EXACERBADA POR ASPIRINA (EREA)
PRUEBAS CUTANEAS: EvalUasi existerelacion entelos sintomas que padece con alergia a
animales, pastosy malezas.

¢Cudéles son mis responsabilidades?

Dentro de susresponsabilidades se encuentran asistir a su cita puntualmente,,ademas de suspender €
uso de sus ester oides una semana antes tanto locales como inhalados ademas de suspender sus
lavados nasales 2 dias antes del estudio, ademas posterior al reto acudir a sus citas de control cada
semana posterior durantetres semanas.

Antesde cada uno delos estudios se revisara al paciente por un médico alergologo e inmundlogo para
determinar si esta en condicionesderealizarle dichos estudios. Serevisara al pacientealauna, dosy
tres semanas posterior alos estudios.



¢EXiste un riesgo?

Losriesgosparalarealizacién dereto con L aspirina pueden ser los siguientes:

1) Reactivacion de los sintomas de su enfermedad como rinorrea hialina, constipacion nasal,
estornudos, epifora, hasta una crisis de asma, los cuales se revierten con uso de esteroides y
broncodilatador es.

L osriesgos de pruebas cutaneas son los siguientes:

El riesgo de reacciones sistémicas con la prueba cutanea de prick es de 0.04% tal como crisis de
asma.

L os efectos secundarios gener almente setratan en el consultorio, sin necesidad de hospitalizacion

S el médico considera que el estudio no es beneficioso para usted o pone en riesgo su vida, se
suspender a su participacion en €.

¢Existe un beneficio parami?

Por supuesto, ya que al recibir un diagnostico preciso, conocera e comportamiento de su enfermedad
paraun mejor control dela misma.

¢Este ensayo tiene alguin costo?

Losestudiosy revisiones son totalmente gratuitos para usted.

¢Quién recibiralos resultados de este ensayo?

Los resultados se daran a conocer a usted mediante una carta al finalizar € estudio. Y e acceso al
expediente se hara respetando su privacidad y no se publicara su identidad de acuerdo ala ley.
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DETERMINACION DE TNFa EN LA ENFERMEDAD RESPIRATORIA
EXACERBADA POR ASPIRINA (EREA)

¢Cudl esladuracion del estudio?

La duracion del estudio sera de un mesy tres semanas para donde se programaran sus citas cada
smana

Si tomé la decision de empezar € estudio, puedo cambiar de opinidn

Puede Usted rechazar de participar en este estudio, darse de baja en cualquier momento, sin
justificarse y nadie podra oponerse a su voluntad. No existe ninguna obligacién de participar y tiene
toda la libertad pararechazar cualquier prueba.

Antes de firmar este consentimiento, haga Usted las preguntas que le parecen necesarias al médico ,
el cual estd en la disposicion para cualquier informacion adicional o aclaracion relativa a dicho
estudio.

CONSENTIMIENTO

Certifico haber leido este documento ( o0 que alguien me lo ha leido). Todas las explicaciones que me
fueron dadas me han dgado satisfecho y tuve la oportunidad de hacer preguntas. Entendi
perfectamente lo que va a pasar, losriesgosy e beneficio. Soy libre de darme de baja de este estudio
en cualquier momento. Mi decision de participar o no en € estudio no cambiar & los cuidados médicos
gue me estan proporcionando

ACEPTO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO
EN LAS CONDICIONES ANTES MENCIONADAS

Apellido y Nombre del Voluntario Apellido y
Nombre del Testigo

Firma Firma




Fecha: Fecha:

Apellido y Nombre del Testigo DR. LUIS
MANUEL TERAN JUAREZ ( Tel: 56655700)

(Radio 56299800 clave 154077)
INVESTIGADOR PRINCIPAL

Firma Firma

Fecha: Fecha:

En caso de preguntas rel acionadas con |os derechos de participante del estudio, o0 en caso
de creer haber sufrido una lesion conmo resultado de su participacion en e protocolo
contactarse con :Dr. Guillermo Carvajal Sandoval, Presidente del Comite de Ciencia
y Bioética, INER , Tel 566-45-39 ext 110.
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