Protocolo de investigacion para el control del asma en asmaticos
mediante la eliminacion de estimulos inflamatorios a nivel
epitelio-endotelial, en las vias bronquiales y bronquiolares.

Plantamiento del problema

Si bien una revolucién silenciosa ha sacudido el campo de la etiopatogenia del asma en
los dltimos 10 afios y claramente se ha identificado la inflamacién como disfuncion de
fondo que provoca la enfermedad, la evidencia que se acumula parece indicar que no se
han desarrollado aun las armas idoneas para obtener el verdadero control de la
patologia.

Los datos sobre prevalencia que sefialan un aumento del asma en nifios en paises
desarrollados, a partir de 1980, a una rata de crecimiento anual del 5% parecen
indicar que las medidas terapéuticas que se han utilizado, no modifican la etiopatogenia
de la enfermedad y menos aun controlan las diversas causas que contribuyen a que la
inflamacion sea un fenémeno perseverante. Entre las ultimas esta la posible
exacerbacion del padecimiento por la via de las causas ambientales, mediante la accion
de los gases contaminantes atmosféricos sobre las células epiteliales del aparato
respiratorio®, hacia los cuales hay pruebas concluyentes que dichas células muestran
hipersensibilidad, sea por exposicion a particulas de emision diesel o a elevados niveles
de ozono. Al cabo de casi 2 décadas, por mas doloroso que esto sea, simplemente es
necesario admitir que, con todo el arsenal que se despliega en contra de las
enfermedades crdnicas en nifios, y en particular el asma, sin duda el padecimiento
croénico mas frecuente en ellos, no se logra controlar el fenémeno inflamatorio que
gobierna la etiopatogenia de la enfermedad.

! Measuring Childhood Asthma Prevalence Before and After 1997 Redesign of the National Health
Interview Survey — United States Morbidity and Mortality Weekly Report 49(40): 908-911, 2000
Centers for Disease Control

Prevalencia del Asma en Nifios Antes y Después del Redisefio de 1997 del Censo Nacional por
Entrevistas — Estados Unidos Reporte Semanal sobre Morbilidad y Mortandad 49(40): 908-911, 2000
Centros del Control de Enfermedades

2 Martinez FD. Evolution of asthma through childhood. Program and abstracts of the 1999 Annual
Meeting of the American College of Allergy, Asthma, and Immunology; November 12-17, 1999;
Chicago, Ill. Plenary: Asthma at the extremes of life.
http://www.medscape.com/medscape/con/1999/ACAAI/Story.cfm?story id =888
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En resumidas cuentas, si bien la ciencia ha llegado a identificar la esencia de la
etiopatogenia del asma y a despecho de la variedad de medidas terapéuticas que se han
propuesto para combatirlo, persiste el problema y mas bien se ha dado un aumento de la
prevalencia de la enfermedad. Crudamente esto indica que dichas medidas terapéuticas
no son capaces de producir el verdadero control de la patologia y menos de las multiples
causas que exacerban su etiologia inflamatoria y mantienen su cronicidad.

Justificacion del estudio

Vista la situacion de pobre o del no-control de la etiopatogenia de la enfermedad, el
presente estudio lo justifican los mismos investigadores que han explorado los aspectos
inflamatorios de la enfermedad (ver antecedentes) y quienes contindian ampliando las
indagaciones. Casi todos hacen el llamado a desarrollar nuevas armas antiinflamatorias
que logren vencer la pertinacia de los estimulos que perpettan la enfermedad y que,
segun algunos, llegan a ser irreversibles y coronan en un continuo el cual origina en la
infancia y que luego acaba en asma de los adultos. Estos estudiosos centran en la
antiinflamacion, las auténticas esperanzas de mejorar la enfermedad.

También se ha acumulado suficiente evidencia circunstancial, que justifica la
investigacion de la accion terapéutica del OXCP, como agente especifico en aplacar el
proceso inflamatorio del asma y de mantenerlo suprimido en forma permanente sin
riesgos para el paciente; toda vez que el producto carece de toxicidad y el método de
tratamiento es por aplicacion tépica. La no-toxicidad* del producto y la simplicidad con
que se efectua el tratamiento mediante entrega tdpica, son rasgos muy atractivos para la
adopcion masiva del método con miras a beneficiar grandes poblaciones de pacientes.
En una serie de 20 casos de nifios menores de los 12 afios, se ha demostrado la eficacia
de ANTIASMAT en eliminar la sintomatologia por completo, a partir del primer dia de
tratamiento y con mejoria paulatina que sigue hasta que los nifios logran rdpidamente un
tenor de vida sin restricciones”. La eliminacion del cuadro sintomatolégico y las
futuras consecuencias que se pueden prevenir, mas el reintegro de los nifios a una
calidad de vida comparable a la de nifios sanos, sin duda justifican el estudio.

Casuistica no controlada

Telefono | Nombre Localidad | Edad Inicio del | Tiempo |Otros Activ. | Nueva
Alivio de medica - |Previa |Crisis
estabilida |mentos |ycon
d MH
231-0819 |Marytere |Heredia |10 5 dias 9 meses |Ninguno |Poca ninguna
Ramirez luego
del MH
mucha
231-0819 | Xinia Solis |Heredia |5 5 dias 8 meses | ninguno |ldem ninguna
244-5391 |Mauricio |Heredia |12 5 dias 8 meses | ninguno |ldem ninguna
Madrigal
272-7715 | Natasha Moravia |5 4 dias 2 meses |ninguno |ldem ninguna
Yauger

* Feoli E, Ramirez JJ, Chavez MA. Acute and subchronic oral toxicity of MaxHeal in mice. Unidad de
Ensayos Biolégicos, Universidad de Costa Rica Nov 2000

% Ramirez JJ, Feoli E. Casuistica de 20 casos de nifios asméticos tratados con MaxHeal. Comunicacién
personal. maxheal@hotmail.com




396-0621 |Enrique San José |10 5 dias 8 meses | ninguno |ldem ninguna
Aguilar

227-2408 |Jose Daniel | San José |4 5 dias 9meses |ninguno |ldem ninguna
Ramirez
Enrique San José |3 4 dias 8 meses | ninguno | ldem ninguna
Guevara
JRYT.R. |Ciudad |5ambos |5 dias 8 meses |ninguno |ldem ninguna

Colon

297-2472 | Diana San José |13 5 dias 8 meses | ninguno |ldem ninguna
Arifio

292-6548 | Valeria San Jose |6 5 dias 8 meses | ninguno |ldem ninguna
Rojas

219-7931 | Miguel San José |4 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Chavarria

265-4093 | Yerich Heredia |12 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Gonzalez

261-7644 |Lena San Jose |18 5 dias 8 meses |ninguno |ldem ninguna
Espinoza
Valeria 5 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Porrras
Fabian 5 5 dias 9meses |ninguno |ldem ninguna
Porras
Fernando 1 5 dias 9meses |ninguno |ldem ninguna
Porras
Alexandro |Guapiles |12 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Carlos Oreamun |10 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Brenes 0

280-7416 |Melany San José 5 dias 9meses |ninguno |ldem ninguna
Soto
Jorge San José |61 5 dias 9meses |ninguno |ldem ninguna
Salgado
Pamela San José |3 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Madrigal
Daniela San José |6 5 dias 9 meses |ninguno |ldem ninguna
Ramirez

Pregunta de investigacion

Ante los hechos anteriormente citados, es licito preguntar si en realidad: ¢ estamos
combatiendo la etiopatopenia del asma con las armas adecuadas? La evidencia
circunstancial de un nuevo agente antiinflamatorio que se aplica por via transdérmica y
que ha demostrado tener efectividad en mejorar la condicion de nifios asmaticos,
fundamenta la pregunta de ¢cuén efectivo es el nuevo agente en controlar la enfermedad
y si esta terapéutica puede ser la verdadera respuesta para controlarla?




Antecedentes

Nombre y descripcion del producto en investigacion.— El agente objeto de
estudio es el OXCP, el cual deriva de MaxHeal, un medicamento registrado y
que se encuentra disponible para la venta.

MaxHeal se demostré muy eficaz en tratar casos de periodontitis grave segin un
estudio clinico reciente que se complet6 en la ULACIT y hay evidencia
histoldgica que el producto actua evitando la adherencia de los elementos
leucocitarios al endotelio de medianos y pequefios vasos escapando a la
subsiguiente migracion al tejido conectivo (Gutiérrez y Zarate et al, 2001). Es
interesante sefialar que la periodontitis tiene también como etiopatogenia un
proceso inflamatorio no resuelto y la resolucién del padecimiento es con base en
un mecanismo de antiinflamacion.

Dicho mecanismo antiinflamatorio esté siendo estudiado en un modelo murino
de infiltracion eosinofilica en el pulmoén. Las histologias pos-operatorias de 10s
sujetos tratados en el estudio de periodontitis en humanos, mostraron una
resolucion total de la inflamacidn y ausencia de elementos leucocitarios en
cercania del endotelio de los vasos sanguineos. EI modelo murino daria
demostracion directa en el tejido pulmonar de la accién antileucocitica descrita
del ANTIASMAT vy sobre las posibilidades de su principio activo
antiinflamatorio en asma.

Un cierto tiempo después de haber lanzado el producto MaxHeal al mercado, se ha
descubierto que la porcidn sintética de MaxHeal, la molécula OXCP, que se
concibio originalmente como un buffer estabilizador, tiene efecto terapéutico por si
misma y puede ser utilizada como ingrediente principal en la preparacion de otras
presentaciones, como los hidrogeles.

Dichas cualidades de la molécula, resultaron claras cuando se lograron preparar
geles con disolucién suficiente, para que los niveles de los principios activos del ac.
salicilico y del aloe vera, sobre cuya accién se centraba el producto, resultaran
indetectables. No obstante lo anterior, el gel con dichas caracteristicas, se observo
que continuaba exhibiendo bioactividad y que mantenia, ain a las diluiciones que
demanda la preparacion del gel, un poderoso efecto terapéutico en la antisepsis de
heridas, en la cicatrizacidén y sobremanera en la antiinflamacion.

Posteriormente se descubrio que el gel con tales caracteristicas, resultaba ser un
tratamiento especifico en controlar el asma bronquial por via transdérmica (por
frotacion de 1 gm de gel en la espalda, dos veces al dia). La constatacion de este
hecho tan sorprendente, sefiald la irrebatible presencia del nuevo agente terapéutico
en la solucién: de importante valor al ser enteramente inocuo y con un elevado
poder antiinflamatorio y que, segun las observaciones no controladas, supera todo lo
conocido. La concentracion inicial del buffer en agua, de un 23% aproximadamente,
permite conservar suficiente cantidad de principio activo del OXCP en la estructura
del gel, lo que explica la persistencia de la accidn terapéutica observada a tales
diluiciones.

Del mismo modo se lleg6 a preparar un gel mucoadherente, apuntando a las nuevas
cualidades descubiertas del OXCP para su accidn terapéutica, y con el fin de usarlo
en la mucosa oral y en encias. En esta preparacion las concentraciones de los



principios activos previamente considerados como fundamentales, también dejan de
tener incumbencia y la atencion se vuelca sobre la bioactividad del OXCP. A dicha
preparacion se le ha asignado la sigla de OXCP 102 mientras se le encuentra su
nombre comercial, con el fin de estructurar los protocolos de estudio que
demuestren su eficacia y tramitar el registro de la nueva presentacion del principio
activo. Los ensayos preliminares han producido suficiente indicacion de que la
bioactividad del OXCP en la mucosa oral es excelente cuando es incorporado a una
base de absorcion apropiada, por lo que se propone estudiar en forma controlada
dicha preparacién en otros estudios.

e Estudios de toxicidad y experiencia en humanos del producto comercializado.—
Se proporciona en el anexo n° el ensayo de dosis letal 50 0 DL50 y el ensayo de
toxicidad Aguda-PN. Estudios realizados en Laboratorio de Ensayos Bioldgicos
de la Universidad de Costa Rica noviembre 2000.

El patrocinador ha vendido 1.500 dosis de 30 ml de MaxHeal solucion sin que se
hayan reportado efectos adversos por parte del pablico. Ha distribuido 10.000
muestras de 10 ml con los mismos resultados.

Estan por hacer ingreso al mercado 3.000 dosis del gel para uso cutaneo en el
mes de noviembre 2001.

e Estudios pre-clinicos y beneficios conocidos.—
El haber considerado los epitelios como barreras pasivas, ha dificultado la
comprension de muchas entidades nosoldgicas y la orientacion de los esfuerzos que
pueden mejorar esos padecimientos y desarrollar los tratamientos que eliminen la
patologia de fondo. Los esfuerzos siempre han estado dirigidos a atacar los
problemas, una vez que los epitelios fueron vulnerados y apoyados en el uso de
armas antibacterianas, las cuales no pueden controlar la inflamacion, y en medidas
paliativas que tienden a disminuir los sintomas transitoriamente o en terapias
antiinflamatorias inadecuadas.

Descubrimientos recientes que han puesto de relieve la importancia del aparato
epitelio-endotelial en iniciar una inflamacién que no se resuelve mediante estimulos
epitelio-inmunitarios sostenidos en pacientes asmaticos, como es el caso de toda
otra serie de patologias que tienen como base la inflamacién crénica no resuelta,
comienza a abrir una hendidura sobre la naturaleza del problema®,”. Conceptos

® Holtzman M. Epithelial Cells Contribute to Chronic Inflammation in Asthma. Washington University in
St. Louis. Highlights of Asthma 99" Honolulu. JAMA Asthma Information Center
http://www.ama-assn.org/special/asthma/newsline/conference/asthma99/0502epit.htm

Holtzman M Contribucién de la Células Epiteliales a la Inflamacién Cronica del Asma. Universidad
Washington en San Luis. Puntos destacados del Asma 99" Honolulu Centro de Informacion del Asma de
la Revista Americana de Medicina
http://www.ama-assn.org/special/asthma/newsline/conference/asthma99/0502epit.htm

" Devalia JL, Bayram H, Abdelaziz MM, Spasford RJ, Davies RJ. Differences berween citokyne release
from bornchial epithelial cells of asthmatic patients and non-asthmatic subjects: effect of exposure to
diesel exhaust particles. Academic Department of Respiratory Medicine, St, Batholomew’s and The
Royal London School of Medicine and Dentistry, London Chest Hospital. London UK.
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recientes sobre las funciones de los vastos aparatos epitelial y endotelial, los sitlan
como verdaderos organismos, autocrinos o paracrinos. Estos aparatos son sensibles
a sefales citocinicas y de acuerdo a estas, pueden modifican su comportamiento y en
los casos de exceso de mediadores, a dar respuestas patofisioldgicas de disfuncion,
que se traducen en permeabilidad alterada y disminucion de la funcion de barrera.

En Costa Rica, trabajos sobre el tema, han confirmado en animales la conveniencia
de eliminar tales disfunciones epiteliales en la cicatrizacion de la piel®. Este estudio
dio resultados diametralmente opuestos en cuanto al tipo de cicatrizacion que se
observo, segun el método de curacion de las heridas que fue utilizado. En todas las
heridas donde persistio el estimulo inflamatorio, se produjeron Ulceras sin que se
pudiera observar regeneracion epitelial. En las heridas donde se elimind el estimulo
inflamatorio, se observé cicatrizacién con regeneracion epitelial completa y
ortoqueratdtica, en 4 de 7 sujetos. El estudio concluye que la disfuncion epitelio-
endotelial amparada por un estimulo inflamatorio sostenido, constituye un obstaculo
al buen desenvolvimiento de la cicatrizacion.

Especificamente sobre asma, se encuentra el estudio de la Accidn Terapéutica
del OXCP 101 en un Modelo Murino de Inflamacion Eosinofilica Persistente. El
estudio sensibiliza a los ratones con blanco de huevo para generar la eosinofilia
pulmonar. Los animales controles y los tratados con OXCP, se analizaran
mediante la determinacion de anticuerpos OVA-especificos, extraccion de la
peroxidasa eosinofilica (actividad EPO) en el lavado broncoalveolar, recoleccion
de células de la médula dsea y la respuesta alergeno-especifica en la via aérea
con espirometria de la pausa respiratoria aumentada (enhanced pause o Pehn),
prueba cutanea PCA y estudio histoldgico de los pulmones. Esta prueba
correlacionada con los hallazgos histologicos y la intensidad de la inflamacion
en las vias aéreas, es un claro indicador de la actividad de la enfermedad.
Makoto Dohi et al. 1999, hall6 una correlacién de (r = 0.699, p < 0.001) entre n°
de eosinofilos en el lavado broncoalveolar y Penh. No solamente sino que hubo
correlacion entre Pehn y la intensidad de los hallazgos histoldgicos de
inflamacién. Pehn es la deteccion y cuantificacion de la amplitud de la pausa que
interviene entre el movimiento de la caja toracica del animal y el momento en
que realmente inicia el flujo de la inspiracién. Es un método no invasivo el cual
prescinde de la inmovilizacion del animal. El efecto terapéutico de OXCP 101
debiera claramente reflejarse con una mejora de estos indicadores. Este estudio
esta siendo realizado en el CIPAI (Centro de Investigacion Odontoldgica y de
Afecciones Inflamatorias) de ULACIT.

Varios estudios controlados que se realizan en humanos, han producido resultados

gue demuestran resultados sugerentes de disfuncion epitelio-endotelial, en grandes

heridas traumaticas y quirargicas®,*°, como también en las afecciones del
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peridonto™. Ademas mediante una monografia, se ha propuesto extender el
beneficio de las terapias que pueden eliminar la inflamacion no resuelta 'y sostenida,
en las afecciones nasofaringeas y del oido medio™.

e Descripcion y justificacion de la via de administracion, dosis, esquema de las dosis
y periodo de tratamiento.
La siguiente tabla ilustra las diferentes posibilidades de uso de ANTIASMAT y el
OXCP y lo remoto que las dosis terapéuticas se encuentran de
Posibilidad de error de procedimiento en la terapéutica con ANTIASMAT

Via de
administracion

Dosis letal

Dosis equivalente en
humano de 70 Kg

Dosis terapéutica

Oral

6178,32 mg/Kg"™

490 gm o beber
2130 ml de solucion en
una sola ingesta

3 gtt bid después de las
comidas

Subcutanea 2000 mg/Kg 140 gm o lavar herida |10 ml como megadosis
con 608 mly cerrarla |ha sido usada en
con esa cantidad de heridas quirurgicas
producto adentro abdominales,
usualmente 5 ml en un
litro de solucion salina
para lavado quirdrgico
Intraperitoneal 1000 mg/Kg 70 gm o dejar en Aml por litro de

cavidad peritoenal 304
ml y cerrar con
producto adentro

solucion salina

Transdérmica

Se coteja con la
subcutanea

Habria que conceentrar
608 de solucion en
aprox 50 Kg de gel y
friccionar los 50 Kg de
una sola vez

1.5 mg por humano de
70 Kg

Mucosa Se coteja con Imposible de aplicar 50 ppm por humano de
transdérmica mas de una modesta 70 Kg
cantidad de gel
mucoadherente en la
mucosa oral y encias
Intravenosa No necesaria por le | ldem Idem

momento

Intraraquidea

No explorada

Mecanismo letal y efectos no deseados
Los animales estudiados por toxicidad aguda y crénica, no presentan ningun dafio
histoldgico. Por lo que se ha invocado un potente mecanismo vasoactivo a las dosis
letales que produce vasodilatacion potente. Efectivamente este mecanismo ha sido

19 Feoli E, Badilla \V, Garcia J. Acevedo J. Gurierrez Protocolo de Investigacion sobre el Efecto de
ANTIASMAT en la Prevencion de Infeccion en Fracturas Expuestas, el Acortamiento y Simplificacion
del Salvamiento, y la Disminucion de Amputaciones Secundarias, Julio 2000
1 Feoli E, Accion regenerativa de MaxHeal en el periodonto, http://www.geocities.com/maxheal

12 Feoli E, Nueva arma terapéutica en afecciones ORLSs, http://www.geocities.com/maxheal

3 Ensayo de Dosis letal 50 ( DL 50) Toxicidad Aguda-PN Unidad de Ensayos Biolégicos UCR 2001




corroborado en estudios conducidos en la Unidad de Ensayos Biologicos de la UCR. A
pesar de ser las dosis letales inconmesurablemente separadas de las terapéuticas, se
buscan medidas que contrarresten el efecto, solamente con el fin de conocer més a
fondo el mecanismo de accion. Otro estudio en ratas normotensas, no mostro a las dosis
terapéuticas usadas en humanos, ningun efecto hipotensivo. Fuera de lo expuesto, no
existen complicaciones con el uso de MaxHeal.

La administracion de dosis tan pequefias de 1.5 mg bid por via transdérmica es la que se
estudia por efectos terapéuticos en asma y padecimientos vasculares. A dosis menores,
una vez al dia por via transdérmica, para hipertension arterial. No ha habido reacciones
alérgicas en mas de 10000 exposiciones en humanos de MaxHeal solucién. Con el gel,
existe la posibilidad de reacciones hacia los parabenos o los preservantes como cuando
se observa al aplicar anestésicos locales, que los contienen. En tal caso se puede
emplear un gel preparado sin parabenos el cual ha demostrado resistir sin contaminacién
hasta 75 dias. Perfectamente se puede emplear este gel cuando el uso va a ser inmediato.
Se estudia la manera de lograr la preparacion de este gel, para que resista un minimo de
2 afos.

En el caso particular de asma, se recomienda la dosis de 1.5mg dos veces al dia y por un
periodo de 2 meses. Después de la dosis de ataque, se aconseja una de mantenimiento
de una vez por dia 5 veces por semana como minimo.

Es interesante sefialar las ventajas que tiene la via de suministracion trans-dérmica, en
vista de que el acceso al torrente sanguineo lo por la via directa y evitando el primer
paso por el higado, la neutralizacion que se puede dar a la altura de la mucosa del tracto
digestivo y, segun el poder de penetracion del farmaco, dando un mejor balance de
absorcion. Todas desventajas que encuentra la via enteral™®. EI OXCP parece ser un
candidato ideal para ser suministrado por la via trans-dérmica y sin necesidad de
sustancias que ayuden a su absorcidn. Esto explica como un agente que se aplica por
frotacidn sobre la piel puede ser tan eficaz en eliminar la inflamacion a nivel del
territorio de la arteria bronquial (ver referencias de la literatura).

e Composicion de la poblacion por estudiar

En lo relativo a prevalencia del asma en nifios, en 1997 la NHIS (National Health
Interview Service: la fuente principal en prevalencia sobre asma en los EUA) advirtio
de que las tasas que se consideraban como representativas de del estatus de la
enfermedad, tenian que ser vistas desde un angulo mas critico para determinar si en
realidad el aumento de la prevalencia, que se venia reportando desde 1980 a 1997, no
era en realidad una sobrestimacion. Ese organismo considerd oportuno realizar nuevos
estudios para determinar las tendencias sobre prevalencia, de 1997 en adelante.

El redisefio de como efectuar las encuestas se baso en reformular la pregunta basica
dirigida a los padres de los nifios en los hogares que formaron la muestra (14.000 nifios
por afno). La nueva pregunta es: “;Le ha sido diagnosticado a su nifio/a asma por algun
médico o profesional de salud?” Para estimar la prevalencia de crisis asmaticas a los que
respoden con un si, se le pregunta: ¢Ha tenido su nifio/a durante los ultimos 12 meses,

14 Amir H Shojaei, Buccal Mucosa As A Route For Systemic Drug Delivery: A Review
Faculty of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada
T6G 2N8 J Pharm Pharmaceut Sci (www.ualberta.ca/~csps) 1 (1):15-30, 1998
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episodios de asma 0 una crisis de asma? La extrapolacion al territorio de los EUA y los
errores estandar fueron calculados usando la técnica SUDAAN. Anteriormente no se
tomaba en cuenta la enfermedad diagnosticada por un profesional.

Sin embargo tan recientemente como en el mes de octubre 2001, solamente se han
reportado los datos concernientes a 1998. El reporte conjunto de la CDC/NHIS consigna
una prevalencia de 53 por cada 1000 nifios en 1998, en comparacion a 54 por cada 1000
en 1997, como se puede ver de la figura n° y donde existe un desglose por edades, sexo
y etnias.

Figure 1. Asthma attack prevalence
per 1,000 population, 1998
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Las cifras de estas encuestas no toman en consideracion ciertos nichos de poblacion que

se encuentran expuestos ante mayores factores de riesgo. Es interesante la encuesta en
1642 de escolares en los barrios pobres de Filadelfia, conducida por el Dr. Salvatore
Mangione del Servicio de Medicina/CRMEHC del Jefferson Medical College, que
muestra un 27% de respuestas positivas en padecer asma y un 62.4% de exposicion
pasiva al humo de cigarrillo®.

Estos datos se tornan muy sugerentes, a la luz de la prevalencia que consigna el trabajo
del Dr. Soto Quiros en Costa Rica, resultante de una encuesta en 2682 nifios escolares.
La prevalencia de asma, en la muestra escogida con depuracion para que fuera
representativa, fue del 23.4% vy el factor de presencia de fumadores en el hogar, se logré
identificar como un factor de riesgo (odds ratio=1-6)".

También en 1998, se publicaron los resultados de la fase | del Estudio Internacional de
Asma, Alergias en la Nifiez obtenidos con criterios mas rigurosos, en vista de que la
encuestas estuvo dirigida durante 1991 y 1995 en 155 centros de 56 paises con 463.801
participantes. Los cuestionarios fueron llenados directamente por los mismos pacientes
de la edad de 13 a 14 afios y dirigidos a establecer la prevalencia de un solo episodio
durante el Gltimo afio y aquellos que presentaron > 4 episodios durante el Gltimo afio. El
estudio es muy importante, visto y considerado que trata con sujetos que segun el
concepto tradicional, ya han madurado su condicién y estan en una edad en que ESTA

Bprevalence of Asthma Among Inner-City Children Linked to Tobacco Smoke

Mangione S. CHEST 2001 67th Annual International Scientific Assembly of the American College of
Chest Physicians, November 4-8th

16 Soto-Quiros M, Bustamante M, Gutierrez I, Hanson LA, Strannegard, Kalberg J. The prevalence of
childhood asthma in Costa Rica. Clinical and Experimental Allergy, Vol 24, 1130-1136 1994



debiera de comenzar a desaparecer. En la categoria mas severa se identificaron
prevalencias que oscilan entre menos de 1% en Albania, Indonesia, Uzbekistan, Rusia,
Rumania, Grecia, Georgia y China a mas de un 9% en Australia, Nueva Zelanda, el
Reino Unido y Canada. En la menos severa que correlacionaba en distribucién con la
anterior (excluyendo errores de medicion) la prevalencia oscilé en los mismos paises,
entre menos de 5% y un 29-32%"". El estudio concluye que la enfermedad predomina en
los paises de habla inglesa y en muchos de Ameérica Latina.

A pesar de las dificultades que existen en establecer datos concluyentes en cuanto a la
prevalencia representativa del asma en nifios, considerados los diferentes criterios que
usan los distintos investigadores en la conduccién de sus encuestas, el total de pacientes
que sufren de asma en el mundo de acuerdo a estimaciones conservadoras, pueden ser
sobrecogedor. Esta poblacién puede ser estimada en 250 millones. De manera que la
muestra para este estudio ha de ser escogida en poblaciones con enfermedad endémica,
segun se puede corroborar del estudio realizado en Costa Rica (ver ref. n° 16).

La poblacién escogida para realizar el estudio corresponde a la adscrita al Hospital San
Francisco de Asis de Grecia, Alajuela. Segun datos del censo de la ATAPS en 1999,
existen en dicha area, 9108 individuos entre la edad de 8 y 14 afios. Si se toma el dato
de prevalencia del estudio del Dr. Soto Quir6s, habria un grupo de 2131 candidatos de
donde seréan escogidos los sujetos a ser incluidos en el estudio.

e Referencias y datos relevantes

En el asma es necesario comprender como se establece el fendmeno que convierte a la
enfermedad en un proceso de caracter cronico y que resiste a los métodos hasta ahora
conocidos de tratamiento.

Una vez que remite la fase aguda del asma, donde mastocitos presensibilizados y
recubiertos con un capa de IgE reaccionan al antigeno original o a antigenos cruzados,
para liberar histamina (que causa broncospasmo), leucotrienos (que atraen leucocitos,
eosinofilos y estimulan la secrecidén de mucus) y factor activador de plaquetas (que
produce aun mayor secrecién de histamina y serotonina de origen plaquetario), es
posible identificar que existe en el asma cronico un solido y sostenido estimulo epitelio-
inmunitario que perdura indefinidamente, cuando se estudian las células T. La evidencia
se acumula en sefialar que el asma es fomentado y mantenido por células T con
memoria, cronicamente activadas, que tienen sensibilizacion a la presentacion de
alergenos, antigenos ocupacionales o virales, y que se congregan en el pulmaén después
de tener contacto con un antigeno o una infeccion viral. Los alergenos provocan una
respuesta de las células T con receptores CD4+, o células ayudantes Th. Por otro lado
los virus son reconocidos por las células CD8+ o citotoxicas, tipo Tc. En las vias
respiratorias de los asmaticos, predominan las células CD4+ sobre las CD8+, por lo que
el perfil citocinico predominante es el Th-2 y Tc-2. Las interleucinas prevalecientes son
de tipo IL 3 y 5 y del factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos
FECGM Yy eotaxina, los cuales movilizan y activan los eosinofilos que
subsiguientemente dafian la mucosa y de tipo IL4, 1L13 cofactor esencial en la
produccion generalizada de IgE. El resultado es el desgajamiento epitelial,

7 International Variations of Childhood Asthma. Lung and Asthma Information Agency. Factsheet
2001/2. Public Health Sciences Dept., St George’s Hospital Medical School, Cranmer Terrace, London
SW17 ORE laia@sghms.ac.uk http://www.sghms.ac.uk/depts/laia/laia.htm
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hipersecrecién de mucus y contraccién del masculo liso bronquial®,*. Por lo que
concretamente la respuesta inflamatoria parece estar dominada por el nimero de
eosindfilos en explosion respiratoria, los cuales pueden ser correlacionados con la
severidad del asma®. La acumulacién de eosin6filos parece estar guiada por la
secrecion citocinica de tipo Th2 y Tc2 en asma acompafiado de, o sin, atopia, en
especial por secrecion de la IL5 y por la acumulacion final de IgE. Niveles elevados de
IgE, parecen estar relacionados con asma cronico desde edades muy tempranas.
Finalmente el aflujo de neutrdfilos puede complicar la severidad del asma, aumentando
los radicales libres de oxigeno de la explosion respiratoria y cambios profibréticos de la
liberacién de proteinasas, lipoperoxisadas y citocinas®.

El compromiso inflamatorio endotelial en las vias aéreas pulmonares es ademas un
hecho claramente documentado. El activador tisular del plasmindgeno en el plasma o
tPA, ha sido considerado por mucho tiempo que origina de las células endoteliales del
sistema vascular en general, sin importar tamafio ni territorio. Sin embargo
experimentalmente, Levin, Santell y Osborn han descrito mas recientemente la
distribucion de la tPA segun analisis inmunohistoquimicos de tejido pulmonar normal
en ratones y observaron que la tincion positiva se limita al endotelio de las arterias
bronquiales unicamente, sin distincién en el tamafio del vaso sanguineo, con muy pocas
células endoteliales de la circulacion pulmonar que muestran tincién. Los vasos de la
circulacion pulmonar que contenian tPA derivadas de origen endotelial eran
consistentemente de un tamafo entre 7 y 30 pm de diametro. Ningun capilar o vaso de
tamafio mayor del sistema pulmonar, dio tincion positiva por tPA. Estos resultados se
observan también en el pulmon de los primates, donde el endotelio de todos los vasos
del sistema bronquial, incluyendo los capilares, contienen tPA, mientras que
absolutamente ningtn vaso del sistema pulmonar contiene tPA%.

18 Kon OM, Kay Ab. T cells and chronic asthma. Allergy and Clinical Immunology, National Heart and
Lung Institute, Imperial College School of Medicine, London, UK.

Int Arch Allergy Immunol Feb-Apr; 118(2-4): 113-5

Kon OM, Kay Ab. Células T y asma cronico. Alergia e Inmunologia Clinica, Instituto Nacional del
Corazon y del Pulmén, Colegio Imperial de la Escuela de Medicina, Londres, Reino Unido

Archivos Internos de Alergia e Inmunologia Feb-abr; 118(2-4): 113-5

19 Gelfand E. Cytokines in Allergic Diseases: Will the Real Culprit Please Stand Up? American
Academy of Allergy, Asthma and Immunology 56th Annual Meeting Day 3 - March 6, 2000
http://www.medscape.com/medscape/con/2000/ACAAI/Story.cfm?story_id=1065

Gelfand E. Citocinas en Enfermedades Alérgicas: Que se Identifique el Verdadero Culpable. Academia
Americana de Alergia, Asma e Inmunologia Reunion Anual 56ima 3er dia, 6 de marzo 2000
http://www.medscape.com/medscape/con/2000/ACAAI/Story.cfm?story id=1065

0 Tsai JJ, Kao MH, Hau SH. The respiratory burst activity of activated eosinphils in atopic asthmatics.
Section of Allergy and Clinical Immunology, Department of Internal Medicine, Cathay General Hospital,
Taipei, Taiwan. Int Arch Allergy Immunol 1999 May; 119(1). 38-44

Tsai JJ, Kao MH, Hau SH. La explosion respiratoria de eosindfilos activados en asmaticos atépicos.
Seccion de Alergia e Inmunologia Clinica, Departamento de Medicina Interna, Hospital General Cathay,
Taiperi, Taiwan. Archivos Internos de Alergia e Inmunologia 1999, 119(1): 38-44

2L Carrol N, Carello S, Cooke C, James A. Aiway structure and inflammatory cells in fatal asthma
attacks. Eur Respir J 1996; 9(4): 709-715

Carrol N, Carello S, Cooke C, James A. Estructura de las vias respiratorias y células inflamatorias en
ataques mortales de asma. Revista Europea Respiratoria. 1996; 9(4): 709-715

?2|_evin GE, Santell L, Osborn KG. The expression of tissue plasminogen activator in vivo: a function
defined by vessel size and location. Journal of Cell Science 110 (2) 139-148 1997

Levin GE, Santell L, Osborn KG. Expresion del activador del plasmindgeno tisular en vivo: funcion
definida por tamafio del vaso sanguineo y su localizacién. Revista de Ciencia de la Célula
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Los mismos autores demostraron que la exposicion de los ratones a condiciones
hiperbaricas, promueve lesiones pulmonares agudas que se asocian a inflamacién. En
este modelo, se estudio el efecto de la inflamacion en la expresion del tPA endotelial.
Encontraron aumento de 4.5 veces, en el nimero de vasos pulmonares que tefiian
positivamente para tPA después de 66 horas y solamente en aquellos vasos que tenian
un didmetro entre 7 y 30 um. Ningun capilar o vaso mayor de la circulacion pulmonar,
mostrd presencia de tPA. Los niveles en el plasma de tPA aumentaron dramaticamente
con la hiperoxia y un andlisis de hibridizacion in situ demostré presencia de tPA mANR
en el endotelio de los vasos positivos al tPA. El tPA localizado sea en los vasos
bronquiales y aquellos pocos pulmonares, no dieron sefias de reaccionar a los
inmunocomplejos tPA-PAI-1, ni a la uroquinasa que abunda en el tejido pulmonar
perfundido. Por lo que la expresién del tPA endotelial, sea constitutivo o inducido por
motivos patdgenos, es una funcion altamente selectiva relegada a un grupo selecto de
células endoteliales de un territorio especifico o también por estar asociadas a vasos de
cierto tamafio determinado. EI concepto de que los niveles de tPA plasmatico se
mantiene mediante la produccidn constitutiva de todas las células endoteliales del
sistema vascular, es invalido. La participacion de la tPA en otros procesos, aparte del
papel que juega como componente del sendero fibrinolitico que se encarga de mantener
los vasos sanguineos libres, es evidente y especialmente su participacién en el complejo
proceso de la inflamacion.

Si bien el trastorno endotelial en asma parece estar circunscrito al territorio bronquial
como se deduce del parrafo anterior, queda por explicar los cambios que se observan en
la via de conduccion terminal (descrito en esta seccion pag n® )y que se correlaciona
con aumento de la permeabilidad capilar. No existen estudios que hayan establecido un
nexo del VEGF con el asma, a excepcion del aumento que se observa de este factor en
las poliposis nasales y la alta frecuencia de asma que se observa en estos pacientes®. La
persistencia de la enfermedad a pesar de las armas broncodilatadoras existentes y la
creciente disminucidn en la respuesta que se observa en muchos pacientes hacia estos
agentes con el avanzar de la enfermedad, hacen pensar que existen otros factores no
vinculados a la musculatura lisa, que igualmente inciden sobre la obstruccidon de las vias
de conduccion terminales y que son importantes en determinar su cronicidad. El
fendmeno puede ser denominado: “obstruccion no muscular”.

El mecanismo es importante en otras patologias las cuales fundamentan su
etiopatogenia en la inflamacion crénica®,” y con una claro compromiso del endotelio,
donde es posible identificar que existe una alta activacion del plasminogeno. En el
aparato respiratorio estos cambios anatdmicos pueden ser corroborados mediante el
examen morfométrico de tejido fresco pulmonar recién extraido en sujetos con asma,
con bronquitis crénica y en sujetos control, y asistido por métodos de computo muy
avanzados para establecer con precision el grosor de la pared y el tamarfio del lumen en
las diferentes zonas del pulmon. Las paredes de los conductos aéreos en pacientes
asmaticos, con estas mediciones reflejan un engrosamiento que compromete a todos sus

%% Seija Vento. Nasal Polypoid Rhinosinusitis- Clinical Course and Ethiological Investigations. University
of Helsinski Medical Faculty. Academic Presentation Auditorium of Otorhinolaryngology & Head and
Neck Surgery May 4™ Noon, 2001

2 |wasaka C, Tanaka K, Abe M, Sato Y. 1996. Ets regulates angiogenesis by inducing the expression of
uorkinase plasminogen activator and matrix metalloproteinase-1 and the migration of endothelial cells. J
Cell Physiol 169: 522-531

% Oda N, Abe M, sato Y. 1999. Ets-1 converts endothelial cells to the angiogenic phenotype by inducing
the expression of matrix metalloporteinases and integrin 3. J Cell Physiol 178:121-132
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elementos, incluyendo el masculo liso, el intersticio y los vasos sanguineos. Lo anterior
confirma los hallazgos radiol6gicos reportados en este protocolo en pag n° respecto de
la circulacion sanguinea que origina de la arteria bronquial. Sin embargo con esta
técnica es posible observar en forma mas particularizada, que el compromiso, ademas
de involucrar a los vasos bronquiales, también se extiende a los vasos subepiteliales, y a
los perimusculares. Estos autores practicaron una busqueda de los factores que pueden
ser la causa del engrosamiento, y a pesar de haber hecho tinciones inmunohistoquimicas
de los tejidos y los marcaron para identificar factores de crecimiento derivados de tejido
y de plaquetas (TGFP y PDGFP), no pudieron observar diferencias significativas con
los controles. Lo que confirma la necesidad, segin observacién hecha en este protocolo,
de estudiar estos tejidos con fines de identificar un aumento del factor VEGF.
Concluyeron ademas que la contribucién del engrosamiento provenia igualmente del
masculo liso y del tejido intersticial, y que la repercusion en términos de obstruccion al
flujo de aire, segun la simulacion de un modelo de cdmputo, seria mas severa conforme
el engrosamiento comprometiera las vias perifericamente y hacia los bronquiolos.
Cuanto mas extendido en la periferia es el trastorno mayor seré la pérdida de superficie
de intercambio, y menor la capacidad de re-absorcion de liquido desde la via aérea.

Ahora bien, a pesar de que se carece de informacion sobre el estado del endotelio en
relacion con la secrecion de VEGF en asmaticos, existen otros datos que hablan sobre el
flujo sanguineo pulmonar y que facilitan la comprension de ciertos aspectos de la
enfermedad. Uno de los rasgos méas notorios de los asmaticos es la facilidad con la cual
desarrollan tos y broncoespasmo al inhalar aire frio, especialmente durante el ejercicio
fisico. Paradojicamente esto es debido a que los sujetos asmaticos calientan el aire
inhalado més rapidamente que los sujetos normales durante la fase de recuperacion que
sigue al reto o provocacion bronquial®,”. Esto puede ser reflejo de un flujo sub-mucoso
aumentado, de congestidn vascular y de permeabilidad aumentada, cambios que
conducen a la permeabilidad de fluido plasmatico al tejido endobronquial y la
obstruccion descrita en al pag. n° . Agentes que aminoran la vasodilatacion y/o
trasudacion vascular (aplicacion topica de alfa agonistas vasoconstrictores como la
epinefrina) se ha demostrado que mejoran las consecuencias de la inhalacion de aire
frio. Experiencias hechas en asmaticos y controles con expansiones del volumen
circulatorio apoyan este concepto. La infusidn intravenosa rapida de solucion salina
normal de 30ml/kg de peso, provocan crisis de moderadas a severas y similares a las de
obstruccion de la via aérea por inhalacién de aire frio. Los cambios en los controles
fueron significativamente menores y en los asmaticos, iniciaron con un tercio del
volumen infundido®. Ahora si por el contrario al paciente se le prepara de antemano con
infusion de solucion salina y se expande la fuente de calor vascular alrededor de los
bronquios se mitiga el trastorno consecutivo al aire frio inhalado, en buena proporcion.
Igual si con anterioridad se prepara al sujeto y se mantiene durante el rato que dure la
inhalacién, con vasodilatadores inhalados como el furosemide y enalaprilat, o se

2 RC Boucher, IA Gilbert, JC Hocc, M King, MR Knowles, and J Nadel
Nonmuscular Airway Obstruction and Asthma Am J Respir Crit Care Med Vol 152. pp 408-410, 1995

27 Gilbert, I. A., and E. R. McFadden, Jr. 1992. Airway cooling and rewarming:

the second reaction sequence in exercise-induced asthma. J. Clin. Invest. 90:699-704.

2 Giber& I, A., J. Regnard, K. A. Lenner, J. A. Nelson, and E. R. McFadden, Jr. 1991. Intrathoracic airstream
temperatures during acute expansions of thoracic blood volume. Clin. Sci. 81:655-661.

° Gilbert, 1. A., J. M. Fouke, and E. R. MacFadden, Jr. 1987. Heat and water flux in the intrathoracic
airways and exercise induced asthma..l. Appl. Physiol. 63:1681-1691.
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provoca el desplazamiento de volumen sanguineo de las extremidades inferiores a la
circulacién central mediante pantalones compresivos anti-shock®. Esto es muy
esclarecedor ante la experiencia que caracteriza a la casuistica no controlada del cuadro
n° , donde estos pacientes reportan que con el tratamiento con OXCP, recobran la
habilidad de hacer ejercicio y de inhalar aire frio.

También en relacion con el OXCP se trata de establecer en otro estudio clinico, la
relacion que puede existir entre estos factores y las complicaciones que se observan en
el pie diabético®. De existir un aumento de la permeabilidad vascular en el endotelio del
aparato respiratorio terminal de los asmaticos, es indudable que una normalizacién de la
funcién endotelial en estos pacientes, puede ser de gran beneficio. Pero se necesitan
nuevos estudios experimentales dirigidos a esclarecer esas interrogantes, para estar en
posicién de dilucidar estos problemas. Finalmente en relacion con estos datos
relevantes, sera muy interesante ver hasta que punto los cambios morfométricos son de
caracter irreversible segin afirman algunos autores y si un agente con accion terapéutica
sobre el endotelio es capaz de revertir estos cambios en alguna medida.

Otra asociacion inadvertida con el sistema bronquial, es la que existe con el sistema
MALT (mucosa associated lymphoid tissue). Este importante sistema sigue la
distribucion bronquial y se extiende a las subdivisiones bronquiolares, y también a la de
los vasos bronquiales menores, donde se haya menos estructurado y disperso, pero
conservado la plena capacidad de reconocer antigenos y de emprender una respuesta
inmunitaria. El tejido linfatico de este territorio debiera de recibir mas apropiadamente
el nombre representado por las siglas, BALT (bronchial associated lymphoid tissue) y
que se involucra desenvueltamente en montar una barrera inmunitaria en la propia
mucosa, para combatir la agresion de patdgenos; ver ref. n° 7.

Estos hallazgos explican aquellos cambios que dependen de la mucosa bronguial. Sin
embargo para que los pacientes conserven plena capacidad ventilatoria (ver casuistica)
es necesario que la terapéutica tenga capacidad de resolver los cambios de la via de
conduccion terminal segln fue descrito. Cuando la inflamacién que afecta a ese
territorio llega a resolverse, el paciente recupera su capacidad respiratoria. Por tanto, el
nombre de asma bronquial para la entidad, sigue siendo atinado a la luz de tal evidencia.
Sin embargo es necesario tomar en cuenta los trastornos mas finos de la via de
conduccion terminal para resolver integralmente los problemas de los pacientes
asmaticos.

El compromiso del territorio bronquial esta ilustrado por observaciones clinicas
interesantes, las cuales demuestran que las arterias bronquiales se dilatan
considerablemente en respuesta a un estimulo inflamatorio crénico. Esta dilatacion es
responsable por la intensidad de la hemoptisis en pacientes tuberculosos, en pacientes
con bronquiectasias y en la fibrosis quistica. La asociacion entre inflamacion y la muy

% Gilbert, I. A., K. A. Lenner, J. A. Nelson, A. D. Wolin, and J. M.Fouke. 1994. Inhaled furosemide
attenuates hyperpnea-induced obstruction and intra-airway thermal gradients. J. Appt. Physiol. 76:409-
415.

3! Feoli E, Mendez E, Badilla \V, Bermudez M. Efecto cicatrizante de MaxHeal® en las ulceraciones del
pie diabético y la repercusion benéfica, mediante el mecanismo de accion antiinflamatoria del
cicatrizante, en las glicemias y la hemoglobina glicosilada CIPAI 2002
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This CT of the chest (A) reveals diffuse cystic bronchiectasis. Selective injection of
the right (B) and left (C) bronchial arteries demonstrate substantial enlargement of
the bronchial arteries in response to chronic inflanunation.

notoria capacidad de secretar tPA de los vasos dilatados que nutren el territorio
afectado, es una coincidencia muy insinuante. Igualmente lo son los cambios
morfométricos de la referencia n® . Los cambios vasculares son muy evidentes, al
estudiar estos pacientes con tomografia computarizada®.

Fig. n°1 Esta tomografia computarizada del torax (A) muestra bronquiectasias quisticas difusas.
Inyeccidn selectiva en la arteria bronquial derecha de medio de contraste (B) y en la izquierda (C),
demuestran una dilatacién sustancial de las arterias como respuesta a la inflamacion.

AUn respetando la importancia que anteriormente se les daba a las neuroquininas en la
patofisiologia del asma: taquininas activadoras de la sustancia P y la neuroquinina A,
que son secretadas por neurones especificos situados en las vias respiratorias; al fin'y al
cabo producen respuestas que colectivamente son reconocibles como una “inflamacion
neurogénica”. Respuestas tales como vasodilatacion, secrecion de mucus, extravasacion
de proteinas plasmaticas, adherencia leucocitaria y broncoconstriccion, son
completamente afines a la inflamacién®.

Por lo que el presente trabajo se nutre de antecedentes que solamente muy
recientemente han encontrado elucidacion y establecen la naturaleza preferentemente
inflamatoria del asma bronquial. Tan es asi que el compromiso inflamatorio en la
extension de vias areas periféricas, no llego a ser reconocido hasta finales de 1999,
cuando se comenzo a hablar del compromiso de los bronquiolos de >/=2mm de
diametro y se reconoci6 la necesidad de desarrollar propelentes
(HFA=hidroxifluoroalkano) que crearan aerosoles de particula suficientemente finas
para aumentar la entrega de corticoesteroides en esos terrenos; en comparacion con los
métodos usados hasta entonces, que no superaban el 5% de entrega. Sin embargo la
gran variedad y oferta de preparaciones comerciales y su disparidad de entrega, colocan
todavia el aumento de deposicion topica de sustancias activas en las vias respiratorias de
menor calibre, lejos del 60% que se requiere para disminuir el atrapamiento regional de
aire que provocan el espasmo y/o colapso de las pequefias vias, demostrativo por
tomografia computarizada de alta resolucion®. Dejando de un lado los inconvenientes

%2 Najarian KE, Morris CS. Arterial Embolization in the Chest. J Thoracic Imaging 13(2): 93-104 April
1998 http://rwj-rad.rwjuh.edu/newcases.d/bron3.jpg

Najarian KE, Morris CS. Embolizacién Arterial en el Torax. Revista de Imagineria Toracica

13 (2): 93-104 abril de 1998 http://rwj-rad.rwjuh.edu/newcases.d/bron3.jpg

%% Roisman GL, Lacronique JG, Desmasez-Dufeu N, et al. Airway responsiveness to bradykinin is related
to eosinophilic inflammation in asthma. Am J Respi Crit Care Med 153: 381-390 1996

Roisman GL, Lacronique JG, Desmasez-Dufeu N, et al. La respuesta de las vias aéreas a la bradiquina se
relaciona con la inflamacidém eosinofilica en asma.

Revista Americana de Cuidado Intensivo Médico 153: 381-390 1996

3 Casale T. Small Airways, Large Effects. 1999 American College of Allergy, Asthma and Immunology
Anual Meeting November 2-13.
http://www.medscape.com/medscape/con/1999/ACAAI/Story.cfm?story id=882
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que pueden tener el uso de los corticoesteroides (en combinacién 0 menos con
antileucotrienos) a largo plazo en nifios, la entrega de sustancias antiinflamatorias a los
niveles periféricos referidos, parece ser la Unica esperanza que se ha podido identificar
hasta el momento, para mejorar el asma y tener opcion de influir sobre la debatida y
desfavorable metamorfosis histolégica que puede derivar y que acaba en engrosamiento
bronquiolar y disminucion del lumen, cambios considerados por algunos autores como
irreversibles®.

A pesar de estos cambios tan llamativos con confinamiento al territorio bronquial, existe
un segundo sector donde es posible que la inflamacion cronica que caracteriza a la
enfermedad encuentre sustento progresivo, y que lo constituyen los bronquiolos y el
alvéolo. Pero la disfuncion en este sector, radica mas en trastornos que afectan al
surfactante, que al alvéolo propiamente. El surfactante es un liquido de recubrimiento
compuesto de lipidos y proteinas con actividad tensioactiva, que ademas de extenderse
con un sutil estrato a la totalidad de la superficie alveolar recubre también las vias
respiratorias conductoras terminales. Es conveniente entonces considerar esta patologia,
desde el punto de vista del surfactante.

El surfactante pulmonar reduce la tension de superficie al nivel de la interfase liquido-
gaseosa. Se puede decir que el recubrimiento de liquido, interactta con el aire inspirado.
El componente mas importante, la dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), es un fosfolipido
ampifilico. Su cabeza polar se proyecta hacia la hipofase acuosa que recubre la mucosa,
mientras que por el contrario el acido graso hidrofébico, se orienta hacia el aire luminal.
El componente proteico surfactante-especifico participa en mantener la orientacién del
fosfolipido como descrito, de manera que el potencial de bajar la tensién superficial en
las vias aéreas, se optimiza. Lo anterior disminuye la facilidad conque el liquido en los
calibres mas reducidos de las vias de conduccién, tiende a formar puentes (colapso del
filme). Esta importantisima funcion previene el colapso de las vias aéreas en la fase
ultima de la expiracion y permite el funcionamiento ciclico del pulmon.

En términos de equilibrio dindmico que debe de existir entre via aérea y lumen, una
tension de superficie disminuida, minimiza la presion negativa que se ejerce sobre la
pared de la via de conduccion y el liquido adyacente, disminuyendo la tendencia al
colapso pasivo por complacencia de la pared. De acuerdo a la ley de LaPlace que aplica
a los cilindros (P=y/r), donde p es presion transmural, y es tension superficial y r es el
radio del lumen, se entiende de cdmo a menor lumen, mayor seria el aumento de la
presion que se ejerce cuando llega a faltar el material tensio-activo. La tension

Casale T. Pequefias Vias Areas, Grandes Efectos. Reunion 1999 del Colegio Americano de Alergia,
Asma e Inmunologia Noviembre 2-13.
http://www.medscape.com/medscape/con/1999/ACAAI/Story.cfm?story id=882

% panettieri RA. Airway remodelling: the therapeutic approaches. Program and abstracts of the 1999
Annual Meeting of the American College of Allergy, Asthma, and Immunology; November 12-17, 1999;
Chicago, Ill. Plenary: Asthma as irreversible lung disease.
http://www.medscape.com/medscape/con/1999/ACAAI/Story.cfm?story id=893

Penettieri RA. Remodelacion de vias aéreas: aborde terapéutico. Programa y extractos de la Reunion
Anual del Colegio Americano de Alergia, Asma e Inmunonolgia; noviembre 12-17, 1999; Chicago,
linois. Plenario: Asma como enfermedad irreversible del pulmon.
http://www.medscape.com/medscape/con/1999/ACAAI/Story.cfm?story id=893
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superficial en las vias aéreas de conduccion oscila alrededor de 25-30 mMN/m®*,*’. Esto
permite que la presion transmural sea menor a 1 cmH,0 y que se mantengan patentes
las vias aéreas. Mediante la prevencion del colapso del liquido y el colapso por
complacencia de la pared, el surfactante asegura que no se altere la arquitectura de las
vias respiratorias y que se mantengan abiertas.

Primariamente se reconocié la importancia del surfactante en la patogenia del sindrome
de insuficiencia respiratoria de los infantes recién nacidos, donde existe una
insuficiencia cuantitativa del surfactante. Hoy en dia se reconocen una serie de
anormalidades bioquimicas y biofisicas del surfactante en muchas enfermedades
respiratorias, tales come el sindrome de dificultad respiratoria aguda, en la neumoniay
en el edema pulmonar cardiogénico®. La relacion entre disfuncion del surfactante y las
enfermedades respiratorias con trastornos predominantes en la via de conduccion, como
el asma, ha sido estudiada solo recientemente®. La creciente obstruccion de la via aérea
gue se observa en pacientes de asma, comunmente atribuida a la agravacion del
broncoespamo y a la remodelacion de la via aérea, muy probablemente es causada por
edema de la mucosa y trasudacion de liquido que contiene proteinas plasmaticas, hacia
el lumen aéreo, y por lo menos parcialmente atribuible a una deficiente funcion del
surfactante pulmonar.

La regulacién del balance de fluidos a cargo del surfactante, deriva de la alta
concentracion del surfactante en la superficie (la cual produce una baja tensién
superficial) y que se contrapone al influjo de fluidos proteicos hacia el lumen. La
pérdida de esta actividad resulta en el predominio de las fuerzas que operan hacia el
lumen, con acumulacion de liquido. El surfactante ademas mejora el aclaramiento de
particulas, de bacterias y la actividad mucociliar®® y en fin previene que se presente
hiperreaccion a agentes inhalados*.

En un modelo murino de asma en cobayos se observo, al ser expuestos a la
ovoalbimina por aerosol, un aumento de la trasudacion de proteinas plasmaticas hacia
las vias aéreas, con marcado aumento de la resistencia al flujo de aire y alteraciones
profundas del surfactante®. La instilacion profilactica intratraqueal de surfactante
reduce el deterioro de la funcién pulmonar observada y la resistencia al flujo®.

% W Bernhard, HP Haagsman, T Tschernig, CF Poets, AD Postle, ME van Eijk, H von der Hardt:
Conductive airway surfactant: Surface-tension function, biochemical composition, and possible alveolar
origin. Am J Respir Cell Mol Biol 1997, 17: 41-50 [Read the abstract on PubMed

$p Gehr, M Geiser, V Im Hof, S Schurch, U Waber, M Baumann: Surfactant and inhaled particles in the
conducting airways: structural, stereological, and biophysical aspects.

Microsc Res Tech 1993, 26: 423-436 [Read the abstract on PubMed

% A Giinther, C Siebert, R Schmidt, S Ziegler, F Grimminger, M Yabut, B Temmesfeld, D Walmrath, H
Morr, W Seeger: Surfactant alteratio ns in severe pneumonia, acute respiratory distress syndrome, and
cardiogenic lung edema. Am J Respir Crit Care Med 1996, 153: 176-184 [Read the abstract on PubMed]
%9 J Hohlfeld, H Fabel, H Hamm: The role of pulmonary surfactant in obstructive airways disease.

Eur Respir J 1997, 10: 482-491 [Read the abstract on PubMed]

0y Kakuta, H Sasaki, T Takishima: Effect of artificial surfactant on ciliary beat frequency in guinea pig
trachea. Respir Physiol 1991, 83: 313-322 [Read the abstract on PubMed

)G Widdicombe: Airway liquid: a barrier to drug diffusion? Eur Respir J 1997, 10: 2194-2197

[Read the abstract on PubMed]

*2 M Liu, L Wang, G Enhorning: Surfactant dysfunction develops when the immunized guinea-pig is
challenged with ovalbumin aerosol. Clin Exp Allergy 1995, 25: 1053-1060

[Read the abstract on PubMed]
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Fig n° La unidad funcional es el acino y se encuentra
distal al bronquiolo terminal, los ductos alveolares y
los sacos alveolares. Se agrupan en ndmero de 3 a 5,
para formar lobulillos y los cuales se comunican entre
ellos por los poros de Kohn. Sus paredes son
extremadamente finas. Consisten de las células
epiteliales pulmonares o neumaocitos de tipo I, una
membrana basal, un espacio intersticial (matriz
extracelular y el endotelio capilar. Los neumocitos |
son de espeso muy fino y recubren el 90% de la
superficie alveolar. El intercambio gaseoso ocurre
através de estas. Son muy vulnerables y si se destruyen
se reempazan por los neumacitos Il. Estos son célulkas
cuboides que proliferan para cubrir el area denudada y
se aplanan para convertirse en células de tipo I. Los
neumocitos de tipo 11 secretan el surfactante (ver texto
en esta pagina). El proceso se produce mediante la
liberacion de inclusiones laminares a través de la

membrana por exocitosis.

Los datos sobre estas alteraciones en humanos son escasos, pero Kurashima et al.
Reporté que el esputo de pacientes con asma posee escasa actividad de superficie*. Pero

los datos més reveladores son los que contemplan la posible interaccion del surfactante
en inmunoregulacion y su repercusion en la etiopatogenia de la enfermedad. La
exposicion experimental a alergeno en sujetos asmaticos y controles, permite estudiar el
lavado brongioalveolar (LBA) antes y después del desafio. Los cambios fueron
observados solamente en los asmaticos, y existio un aumento muy significativo de los
eosinofilos, de las proteinas, de los pequefios agregados del surfactante en relacion con
los grandes agregados y disminucion de la actividad de superficie al surfactometro®.
Anadlisis de los fosfolipidos del LBA, demostrd que el analisis comparativo con los del
plasma, sugiere que los cambios de la fosfatidilcolina en el LBA de pacientes asméticos
son debidos a la contaminacion por las lipoproteinas del plasma, pero no por causa de
un catabolismo o degradacion del fosfolipido*. Por tanto, la causa mas importante del
trastorno en la funcién del surfactante, se debe a la invasion de las vias aéreas hasta por
10 veces lo normal, por las lipoproteinas del plasma. Si el producto de lavado (LBA) se
limpia con solucidn salina, que remueve la porcién hidrosoluble tales como las

proteinas de origen plasmatico, el surfactante recupera su actividad®’.

Estos hallazgos forzosamente vuelven a llamar la atencion sobre la inflamacion cronica
y la permeabilidad vascular. Esto se comprende mejor con solamente visualizar la

* M Liu, L Wang, E Li, G Enhorning: Pulmonary surfactant given prophylactically alleviates an asthma
attack in guinea-pigs. Clin Exp Allergy 1996, 26: 270-275 [Read the abstract on PubMed]

* K Kurashima, M Fujimura, T Matsuda, T Kobayashi: Surface activity of sputum from acute asthmatic
patients. Am J Respir Crit Care Med 1997, 155: 1254-1259 [Read the abstract on PubMed]

% JM Hohlfeld, K Ahlf, G Enhorning, K Balke, VVJ Erpenbeck, J Petschallies, HG Hoymann, H Fabel, N
Krug: Dysfunction of pulmonary surfactant in asthmatics after segmental allergen challenge.

Am J Respir Crit Care Med 1999, 159: 1803-1809 [Read the abstract on PubMed]

“*® EL Heeley, JM Hohlfeld, N Krug, AD Postle: Phospholipid molecular species of bronchoalveolar
lavage fluid after local allergen challenge in asthma. Am J Physiol (Lung Cell Mol Physiol) 2000,

278: L305-L.311 [Read the abstract on PubMed]

*T'W Seeger, C Grube, A Giinther, R Schmidt: Surfactant inhibition by plasma proteins: differential
sensitivity of various surfactant preparations. Eur Respir J 1993, 6: 971-977

[Read the abstract on PubMed]
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estructura del alvéolo y la proximidad que existe entre endotelio y los neumocitos.
Es facil imaginar lo endeble que pueden ser estas estructuras y la gran permeablidad que
se producir entre torrente circulatorio y aire intra-luminal, ver fig n°

El surfactante y especialmente sus porciones proteicas SP-A y SP-D, fungen como
inmunoreguladores y protegen al alvéolo y la via respiratoria terminal, de estimulos
francamente pro-inflamatorios. Estos componentes proteicos del surfactante son
hidrofilicos. Son miembros de la familia de las colectinas, una familia de moléculas
oligoméricas que contiene un dominio colageno-simil y calcio dependiente, zona
conocida como el “dominio de reconocimiento” a los carbohidratos. Estas proteinas
pueden atrapar alergenos, como también pueden inhibir la interaccidn entre alergenos
que provienen de acaros Y el sitio especifico de union de alergenos en las IgE*. Esto
poderosamente sugiere que las colectinas inhiben las reacciones alérgicas mediante el
secuestramiento de alergenos. La actividad proliferativa de los linfocitos T, puede ser
apaciguada por las colectinas SP-A y SP-D de manera de que no prosigan a
diferenciarse en plasmacélulas y no que no se llegue a producir la secrecion de las IgE,
con disminucion de la actividad de la IL-5, de la IL-2**° %y |a liberacion de
histamina de sangre pura como respuesta al reto alergénico de polvo de acaros>.

La SP-A suprime la produccion de IL-8 estimulada anteriormente en eosinofilos por el
uso de ionomicina, en forma dosis dependiente y que puede ser revertida por
anticuerpos anti-SP-A>. La expresion de los marcadores CD69 y receptor HLA-DR en
eosinofilos, estimulada por la IL-5, se reduce en presencia de extracto natural de
surfactante lipidico bovino en una manera dosis dependiente®. Toda esta evidencia que
apunta hacia una funcion de inmunoprotecién que posee el surfactante, ejercida
predominantemente por sus componente proteicos y, también, en forma menos
importante, por su componente lipidico.

*8 JY Wang, U Kishore, BL Lim, P Strong, KBM Reid: Interaction of human lung surfactant proteins A
and D with mite (Dermatophagoides pteronyssinus) allergens. Clin Exp Immunol 1996, 106: 367-373
[Read the abstract on PubMed]

* MJ Ansfield, HB Kaltreider, BJ Benson, JL Caldwell: Immunosuppressive activity of canine
pulmonary surface active material.J Immunol 1979, 122: 1062-1066 [Read the abstract on PubMed]

0 RG Sitrin, MJ Ansfield, HB Kaltreider: The effect of pulmonary surface-active material on the
generation and expression of murine B- and T-lymphocyte effector functions in vitro.Exp Lung Res 1985,
9: 85-97 [Read the abstract on PubMed]

%L p Borron, RAW Veldhuizen, JF Lewis, F Possmayer, A Caveney, K Inchley, RG McFadden, LJ Fraher:
Surfactant associated protein-A inhibits human lymphocyte proliferation and IL-2 production.

Am J Respir Cell Mol Biol 1996, 15: 115-121 [Read the abstract on PubMed]

°2 PJ Borron, EC Crouch, JF Lewis, JR Wright, F Possmayer, LJ Fraher: Recombinant rat surfactant-
associated protein D inhibits human T lymphocyte proliferation and IL-2 production.

J Immunol 1998, 161: 4599-4603 [Read the abstract on PubMed

53 JY Wang, CC Shieh, PF You, HY Lei, KBM Reid: Inhibitory effect of pulmonary surfactant proteins A
and D on allergen-induced lymphocyte proliferation and histamine release in children with asthma.

Am J Respir Crit Care Med 1998, 158: 510-518 [Read the abstract on PubMed

> G Cheng, T Ueda, H Nakajima, S Kinjyo, S Motojima, T Fukuda: Suppressive effects of SP-A on
ionomycin-induced IL-8 production and release by eosinophils.

Int Arch Allergy Immunol 1998, 117(suppl 1): 59-62 [Read the abstract on PubMed]

%5 JM Hohlfeld, S Kndp, M Schael, H Fabel, N Krug: Pulmonary surfactant inhibits expression of HLA-
DR and CD69 on human eosinophils.

Am J Respir Crit Care Med 2000, 161: A662
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Como se dijo anteriormente, todo apunta de nuevo hacia el aspecto inflamatorio del
asma, aspecto que reviste de gran importancia inclusive en la via respiratoria terminal.
Por la complejidad de la inflamacién en el asma, la visualizacion gréfica facilita la
comprension de las interrelaciones que existen entre los varios factores participantes del
cuadro patoldgico, como estan representados en la fig. n°

Como es posible observar en la fig. n° , lo importante es el colapso de la via
conductora que resulta por aumento de la permeabilidad vascular y pérdida de la
funcion protectora del surfactante y por la contaminacion que se produce por
acumulacién de proteinas plasmaticas. La accion endotelio-epitelial que se postula
como mecanismo de accion de la variable independiente de este trabajo, es una
magnifica posibilidad que puede llegar a controlar los problemas que predominan en el
asma, tales como el broncoespasmo, la inflamacidn cronica y la pérdida de la funcion
protectora del surfactante.
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Interrelacion entre surfactante e inflamacion de la via aérea en asma. Luego que el alergeno es captado y
atraviesa la berrera del surfactante (derecha de la fig), este es presentado a las células dendriticas (DC)
las células T (T) las cuales secretan IL-2, y se diferencian en células T ayudantes o linfocitos Th2 (Th2).
Estas células secretan la IL-4 y la IL-5 (IL-4, IL-5) que atraen los eosinofilos (Eos) y estimulan la
secrecion de IgE por diferenciacion de los linfocitos B (B). La IgE se encuentra ligada a los mastocitos,
los cuales bajo estimulacion del contacto con el alergeno, liberan mediadores como la histamina, para
provocar los ataques de asma. Los eosinofilos activados se degranulan y liberan sustancias toxicas como
la proteina cationica eosinofilica (ECP), leucotrienos (LT) y factor de crecimiento de transformacion 3
(TGF-B) que causan dafio epitelial e inflamacion cronica. La ECP se muestra en negrita por que esta es
capaz de provocar disfuncién del surfactante, pero no la LT o el (TGF-B) que no lo causan (datos sin
publicar). Los varios efectos de las proteinas tensio-activas SP-A, SP-B, SP-C y SP-D se indican. La SP-
Ay la SP-D se muestran en negrita para enfatizar su importancia como inmunoreguladoras en asma. Los
varios mecanismos de estimulacidn, activacion, induccién o liberacion estan simbolizados por flechas.
Los mecanismos opuestos de inhibicion, disminucion, o moderacién se muestran con lineas que terminan
con . El signo de interrogacién (?) denota efectos no exactamente aclarados hasta la fecha.
PL=fosfolipido.
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Tomado de: The role of surfactant in asthma
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Raspiratory Research

Objetivos y propositos del estudio

Generales

Realizar un estudio sobre la eficacia y tolerancia del OXCP en el tratamiento del asma
en nifios, de intensidad mediana a grave y afirmar la introduccién del nuevo método
como tratamiento especifico del trastorno.

Especificos
Definir la eficacia del OXCP en terminos de:
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1. Eliminar el cuadro sintomatoldgico del grupo de nifios en estudio y su reintegro a
una vida de actividad fisica sin restricciones.

2. Definir en términos de marcadores de la inflamacion, la disminucién del proceso
etiopatogenético

3. Demostrar el aumento de la capacidad ventilatoria de los nifios en estudio y de
recuperar su capacidad de inhalar aire frio.

En términos de la tolerancia:

1. Demostrar la conveniencia del método en vista de que carece de efectos adversos
severos Y el beneficio, en términos de salud, que significaria el generalizar el
método a grandes poblaciones.

Disefio del estudio

La evidencia circunstancial de nifios tratados con OXCP que regresan a un tenor de vida
sin restricciones, nos permite trabajar con una prediccion muy respetable de la
evolucion que es dable obtener en los sujetos tratados con OXCP. El poder estadistico
previsto del estudio sera elevado.

También debido a la alta prevalencia del asma en nifios en Costa Rica, es posible
conformar dos grupos paralelos con caracateristicas de edad y severidad de la
enfermedad que sea muy similares. La poblacién que atiende el hospital de Grecia esta
muy bien atendida sea del punto de vista médico que del punto de vista estadistico, de
manera que la adherencia al tratamiento y en lo relativo a acudir a visitas de control en
consulta externa, esta previsto que sera muy elevado. En el ambiente descrito se
facilitara realizar las mediciones especiales que demanda el estudio. La organizacion
con la que cuenta el hospital, hace pensar que permitira aplicar los criterios de inclusion
en forma adecuada, realizar la randomizacién y cegamiento de los dos grupos sin que se
presenten lagunas en estos procedimientos. Lo mismo en cuanto a manejar el placebo.
Estas particularidades del ambiente abonaran a que la validez interna del estudio sea
alta.

Por tanto se pretende realizar un estudio longitudinal, randomizado, doble ciego y con
placebo, en grupos paralelos muy similares. La duracién del periodo durante el cual los
sujetos deben de acatar las demandas del estudio, es de 2 meses y durante el cual
deberan acudir 3 veces a control.

El producto a ensayar es derivado de un producto registrado pero utilizando en la
preparacion del gel todos los elementos, menos el &cido salicilico al cual un 15% de los
asmaticos puede presentar hipersensibilidad. EI producto sera asignado en forma ciega a
cada grupo y el placebo no se puede distinguir del producto con principio activo, ni por
olor y aspecto. Los pacientes continuaran recibiendo la terapia que hayan estado
utilizando y la irdn descontinuando prudentemente, conforme reciban los beneficios. Lo
que implica que todos los sujetos estaran amparados pro algun tipo de proteccién
terapéutica mientras dure el estudio.

Los datos se alimentaran a una base de datos disefiada especificamente para el estudio.
Los investigadores tendran también un formulario que les ayudara a recopilar los datos,
para luego alimentarlos a la base de datos (disefiar). Se llevaran registros de todas las
mediciones de laboratorio que se especifican en el método. En caso de practicar algin
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examen radioldgico en caso de que la evolucion del paciente lo demande, fotos de las
placas pueden ser archivadas en la base de datos.

El estudio duraré............c.ccecn... y constara de las siguientes etapas:

1. M
2. M
3. Metc.

Cronograma disefiar

Seleccion, Inclusion y desinscripcion de los sujetos

Serén sujetos de estudio, toda persona que se comprenda en rango de edad entre los 8 y
14 afios y que tengan antecedentes de padecer de asma episodica frecuente o cronica,
segun los parametros del Servicio de Neumologia H.N.N 1997 y que se encuentran en
tratamiento con agonistas B2 y/o corticoesteroides inhalados y/o antileucotrienos. Estos
sujetos deben de presentar evidencia de obstruccion bronquial con valores del FEV1 que
correspondan a un 60% de lo normal o menores. Deben de pertenecer a la poblacion
adscrita al Hospital San Francisco de Asis de Grecia, donde existiran las facilidades
para realizar el estudio y el personal sera entrenado para manejar a los pacientes (ver
Composicion de la poblacion por estudiar).

Se realizaran significaciones seriadas al completar multiplos de parejas compuestas de
20 pacientes (10 tratados y 10 controles) y se terminaréa el estudio cuando se encuentren
valores oy B en el orden de 0.01 y 0.05 como minimo.

Los sujetos que no colaboren con el método y cuyos padres no acaten las instrucciones
de los investigadores, seran desinscritos y en la base de datos se llevara cuenta de
cuantos sujetos fueron desinscritos, la fecha del retiro y las razones. Estos sujetos seran
reemplazados con el sucesivo paciente que se presente. Cuando se concluya con el
estudio el grupo total de pacientes asignados que estuvieron incluidos, seran analizados
segun los principios de “Intencion de tratar” y segin la cantidad de sujetos desinscritos
se valorara cual pudo haber sido atenuacion del riesgo de cada grupo en lo relativo a
atenuar la severidad de la enfermedad®.

Material y Método
Como arriba se indic0, es un estudio experimental disefiado para determinar en el grupo
en estudio, la relacion de causa y efecto entre una variable y los beneficios descritos.

El estudio sera con voluntarios y se estudiaran en el Hospital San Francisco de Asis de
Grecia. Firmaran un consentimiento informado que se muestra en los anexos.

Los sujetos seran sometidos a evaluacion previa por un especialista en neumologia
pediatica y se les tomaré una FEV1 y los marcadores inflamatorios no invasivos que se
especifican mas adelante, en la definicidn de las variables dependientes en Método.

*® Victor M. Montori, Gordon H. Guyatt Intention-to-treat principio
CMAJ 2001;165(10):1339-41
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La variable independiente, consiste en el tratamiento con OXCP. Las variables
dependientes seran los beneficios clinicos y la mejora en FEV1 y la disminucién de los
marcadores inflamatorios no invasivos.

Método

Los apoderados del paciente, firmaran la hoja de consentimiento. Ver anexo. Como se
trata de sujetos voluntarios, los apoderados habran conocido del estudio antes de que se
les entregue la hoja de consentimiento a firmar.

Meétodos de recoleccion de datos

La recoleccion de datos se hara por registro y para tal proposito se llevara una ficha de
control médico en el consultorio designado donde se llevaran a cabo las visitas médicas
y las pruebas del método. Se presenta ficha como anexo.

FEV1
Prueba de espirometria méas comun e indicativa del estado ventilatorio de los sujetos.

Marcadores inflamatorios no invasivos.

Criterios objetivos que reflejan el estado inflamatorio a nivel del aparato epitelio-
endotelial respiratorio, los cuales generalmente se muestran elevados en nifios
asmaticos®. La mejoria de los marcadores, se considera indicativo de la respuesta
terapéutica.

NO exahalado

Endogenamente se deriva del amino acido L-arginina por accion de la NO sintasa. Hay
tres formas de sintasa —la neuronal y la endotelial- més una tercera epitelial la cual es
inducible y se denomina iNO (sintasa de 6xido nitrico inducible). La expresion de iNO
en las células epiteliales respiratorias, aumenta bajo la influencia de las citocinas
pro-inflamatorias tipo IL-1 y FNT. La sintasa inducible provoca la produccién de NO,
con 1000 veces mas intensidad que las constitutivas.

La vasodilatacion que produce el NO, aumenta el flujo de la vénulas pos-capilares y
contribuye a la inflamacién, mediante el favorecimiento de edema en las vias
respiratorias. El relajamiento vascular es por estimulacion neuronal (ver arriba sobre
inflamacion neurogénica). La congestion circulatoria puede causar un trastorno del
equilibrio ventilacién-perfusion y aumento de la produccion de mucus de las gladulas
submucosas.

Niveles elevados de NO favorecen el perfil Th2 de los linfocitos, lo que tiende a
prolongar la respuesta asmatica. La fuente del NO en el aire exhalado, es por accion de
la iNO sintasa. Estudios inmunohistoquimicos de biopsias del epitelio respiratorio,
exhiben aumento de la tincion especifica a los iNOs. También puede derivar por
explosién respiratoria de macréfagos. La accién directa como molécula bioactiva del
NO, no es clara. Por un lado aumenta la quimiotaxis de los neutrofilos, monocitos y

57 Broide DH. Lower Respiratory Tract Inflammation: Noninvasive Markers. 96" International
Conference of the American Thoracic Society

http://www. Medscape.com/medscape.con/2000/ATS/Story.cfm?story id=1245

Boroide DH. Inflamcion del Tracto Respiratorio Bajo: Marcadores no Invasivos. 96esima Conferencia
Internacional de la Sociedad Toracica Americana.

http://www. Medscape.com/medscape.con/2000/ATS/Story.cfm?story id=1245
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eosindfilos mediante un mecanismo GMP (guanosin monofosfatasa) dependiente, por el
otro inhibe la adherencia de leucocitos al endotelio vascular y bronquial®.

La concentracién de NO se mide por quimioluminiscencia. En nifios atopicos de edad
promedio de 11.1 £ 0.8 afios se pueden esperar valores promedio de 19.4 + 3.3 ppb
contra 4.0 = 0.5 ppb en nifios normales. Los niveles de NO correlacionan con el n°
absoluto de eosinofilos en la sangre®. Se adjunta informacién sobre el método.

Eosindfilos y PCE proteina catidnica eosinofilica en el esputo. El andlisis de esputo
inducido por inhalacion de salino hipertonico de ambos parametros correlacionan muy
bien entre si. El primero se hace por anélisis de tarugos separados y seleccionados del
tratamiento del esputo con igual volumen de dithiothreitol 0.1%, “cytospins” para
conteo de células, una tincion especial y separacion del supernatante. El segundo
pardmetro se determina por fluoroinmunoensayo. Jang y Choi, correlacionaron el n°® de
eosinifilos y de los niveles de PCE en el esputo, con las alteraciones de FEV1%. Los
niveles de esperar en elevacion de la PCE en el esputo son: 1117.8 £213.9 pgm en
comparacion con 154.6 £ 47.4 ngm en sujetos normales. La conveniencia de trabajar la
PCE, es que perdura elevada hasta casi 3 dias después de un ataque agudo Y tiene alto
valor en identificar una reagudizacién. Para inducir el esputo en nifios, se aconseja
trabajar con sujetos de 7 afios 0 mayores.

pH del condensado de exhalacién

Los pacientes respiran por un dispositivo bucal hacia un tubo de teflon, que transporta el
aire expirado hacia un contenedor con hielo. Por lo general 1ml de condensado se
acumula en el teflon después de 5 min. El condensado congelado puede ser estudiado
para determinar interleucina 1, TNF y H202 y pH. Cuando hay broncoconstriccion
(menos alterado que el supernatante de esputo inducido), el pH baja de 7.4 y desciende
hasta 5.5 en un ataque de asma.

Se hara una visita de evaluacién en el momento de seleccionar el sujeto. Una visita de
control a los 15 dias y una final a los 30 dias, momento en que se repetiran las pruebas
que especifica el método.

%8 Volcheck GW, Li JTC. Mechanisms of Asthma: The Roles of Neurokinins, Nitric oxide and Genetics.
Medical School, Division of Allergy and Outpatient Infectious Disease and Internal Medicine, Mayo
Medical Center, Rochester, Minn. Medscape Respiratory Care 3(1), 1999
http://www,medscape.com/Medscape/RespiratoryCare/journal/1999/v03.n01/mrc.4638.volc/pnt-
Volcheck GW, Li JTC. Mecanismos del Asma: El Rol de las Neuroquininas, Oxido Nitrico y Genética
Escuela de Medicina, Division de Alergia y Enfermedades Infecciosas Ambulatorias y de Medicina
Interna, Rochester, Minesota. Cuidado Respiratorio Medscape 3(1), 1999
http://www,medscape.com/Medscape/RespiratoryCare/journal/1999/v03.n01/mrc.4638.volc/pnt-

% Silvestri M, Spallarossa V, Yourukova F, Battistini E, Fregonses B, Rossi GA. Orally exhaled nitric
oxide levels are related to the degree of blood eosinophilia in atopic children with mild-intermittent
asthma. Eur Respir J 1999; 13:321-326

Silvestri M, Spallarossa V, Yourukova F, Battistini E, Fregonses B, Rossi GA. Niveles de oxido nitrico
exhalado se relacionan con el grado de eosinofilia en la sangre en nifios con atopia y asma moderado
intermitente. Revista Europea Respiratoria; 13: 321-326

% jang AS, Choi IS. Eosinophil activation markers in induced sputum in asthmatics. Department of
Internal medicine, Chonnam University Medical Scool, Chonnam University, Kwangju, Korea.
Korean J Intern Med 2000 Jan; 15(1): 1-7

Jang AS, Choi IS. Marcadores de activacion eosinofilica en el esputo inducido de los asmaticos.
Departamento de medicina Interna, Escuela de Medicina de la Universidad Chonnam, Universidad de
Chonnam, Kwangju, Corea. Revista de Medicina Interna Coreana 2000 enero; 15(1): 1-7
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Método de empleo

Establecidos los pardmetros y las desviaciones de los marcadores en los sujetos que
califiquen para ser incluidos en el grupo de estudio, se procede a la aplicacion de
ANTIASMAT gel.

Proporciones 1.4mg de fosfazeno en 1gm de gel

Se aplican 1.4mg de fosfazeno en las espaldas o 1 gm de gel, después de haber hecho un
breve masaje sobre la piel. Frotar hasta que la mano no avanza con facilidad y extender
un poco hacia el cuello. Repetir el procedimiento en la mafiana y en la noche antes de
dormir. Durante un ataque de asma la aplicacion se puede practicar ademas en el térax
anterior y la dosis sube a 2.8 mg de fosfazeno.

Tratamiento nasal. Después de haber frotado una pequefia porcién de gel sobre las alas
de la nariz externamente se introduce con un aplicador revestido de gel en ambas
narices y se gira dentro de la fosa nasal. El tratamiento nasal despeja la nariz, hecho de
importancia en mantener la ventilacion himeda y que las particulas adecuadas lleguen a
los bronquiolos y alvéolos.

El estudio sera monitoreado por el CIPAI y este centro implantara el seguimiento de los
pacientes por via telefonica y verificara si el paciente acata el tratamiento recomendado.
Reportara las desviaciones a los investigadores, quienes decidiran si el paciente puede
ser mantenido en el grupo asignado.

Existen diversas variables dependientes que segin como evolucionen determinaran la

eficacia del método. Estos criterios se enumeran:

1. Desaparicion de los sintomas en grupo tratado con OXCP y grupo tratado con
placebo

2. Recuperacion de la capacidad del sujeto a inhalar aire frio durante el ejercicio

3. Mejoria de los marcadores inflamatorios

4. Liberacién del uso de agonistas B2 y/o corticoesteroides inhalados y/o
antileucotrienos.

5. Mejora del FEV1 en ambos grupos

6. Calidad de vida del sujeto luego de haber completado el periodo de iniciacion de la
variable independiente y al iniciar periodo de mantenimiento.

Evaluacion de seguridad

MaxHeal cuenta con una reputacion de absoluta seguridad en cuanto a problemas que le
pueda ocasionar al paciente, en las condiciones comunes de uso comercial. Se presentan
ademas en los “Antecedentes” de este protocolo, los amplisimos margenes de seguridad
en cuanto a toxicidad aguda, crénica y ausencia de lesiones internas relacionadas con
este producto. Por esa razon, se concluye que no se necesitan precauciones especiales
para el estudio.

No obstante en su presentacion de gel, es posible ver reacciones alérgicas a los

preservantes que se emplean en la elaboracion del mismo. Estos son parabenos y la
hipersensibilidad a estos estd ampliamente descrita en la literatura.
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El procedimiento de prevencion es el de estar atentos a al aparicion de prurito y de
reacciones de hipersensibilidad en el area de frotacidon, a los pocos dias de haber
iniciado su aplicacion. La reaccion desaparece, sustituyendo el gel con preservantes con
la preparacion del gel elaborada sin preservantes. Este ultimo estara disponible a los
investigadores, en caso de que se presente algin paciente hipersensible, bajo solicitud.
El gel sin preservantes es preparado bajo demanda, de manera que venga empleado
dentro 75 dias; tiempo en que se ha logrado conservar el gel sin problemas.

Si la reaccion de hipersensibilidad de un paciente no desaparece con la sustitucion del
gel arriba descrita, esta sera reportada al CEC.

No se conocen reacciones adversas para la preparacion de MaxHeal solucion ni para el
gel sin preservantes. De aparecer durante el estudio alguna reaccion adversa, esta sera
reportada al CEC.

Métodos estadisticos, andlisis e interpretacion de datos

Como se sefial9, se realizaran significaciones estadisticas seriadas al completar
multiplos de parejas compuestas de 20 pacientes (10 tratados y 10 controles) y se
terminard el estudio cuando se encuentren valores a y 3 en el orden de 0.01 y 0.05 como
minimo entre ambos métodos.

La muestra serd compuesta por tantos sujetos que se necesita reunir para alcanzar las
significaciones estadisticas arriba indicadas.

El poder estadistico del estudio se basara sobre la diferencia de cicatrizaciones
completas que existiran entre los métodos en términos percentuales y segun la
significacion ya definida. Se espera detectar 1 — f = 0.95

El estudio sera concluido cuando se alcancen las metas de significacion estadistica
propuestas.

Los datos que se recopilen del estudio, seran procesados en bases de datos Oracle.

Acceso directo a los datos o documentos fuente
Por patrocinador. Carta compromiso.

Control de calidad y aseguramiento de la calidad
Por patrocinador. Carta compromiso.

Etica

El estudio no reviste ningun contenido ético de peso en cuanto a algun perjuicio que
pueda recaer sobre los sujetos en estudio. Mas bien el estudio cumple plenamente con el
cometido de estudiar medidas terapéuticas que pueden ser de beneficio y se puedan
generalizar a amplias poblaciones, asentando un tratamiento eficaz para el manejo del
asma y eliminar la mortalidad.

El uso del placebo se justifica para garantizar la objetividad del estudio y minimizar el
sesgo. Como se indicd, los pacientes estaran siempre amparados por cobertura de
tratamiento convencional en el caso del grupo que recibira el placebo. Tampoco se
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descontinuara el tratamiento convencional en el grupo tratado, hasta que no se ha
verificado la mejora clinica y de la obstruccion bronquial, causada por la variable
independiente.

Manejo de los datos y custodia de los registros
Por investigador principal: mantener toda la documentacion necesaria y base de datos
actualizada. Debe proporcionar copia de los documentos que necesite el CEC

Financiamiento y seguro
Por patrocinador. Carta compromiso. Patrocinador en vista de la amplia trayectoria de
seguridad del producto, elige asumir los costos de cualquier evento adverso.

Politica de publicacién
El estudio sera presentado a publicacion internacional. Acuerdo por separado de los
participantes en el estudio y la institucion, etc.

Asesoria en metodologia y bioestadistica

No obstante, como los beneficios derivan de una metodologia asombrosamente simple,
antes es necesario definir la modalidad de entrega del producto y como su accién llega a
repercutir en las vias bronquiales de menor calibre. Como se dijo anteriormente, el
método de tratamiento es por aplicacion topica. Se aplica en las espaldas de los nifios
enfermos en la mafiana y en la noche, por frotacion de la presentacion de ANTIASMAT
en forma de gel. Este hecho infiere, que el producto esta capacitado de efectuar una
entrega transdérmica y llegar, en el término de 1 a 2 horas, a ejercer accion terapéutica
en el ambiente del aparato epitelio-endotelial de los bronquiolos. Por tanto la entrega
mediante las arterias bronquiales parece ser factible; hecho sumamente revelador: por
estar comprendidos en las paredes del arbol traguebronquial, los tejidos afectados por el
trastorno inflamatorio y que son receptores de la irrigacion de dichas arterias. Lo que
explica la alta especificidad del tratamiento en controlar los sintomas, probablemente
por el alto contenimiento de la entrega a través de arterias bronquiales dilatadas
(facilmente cateterizables) y que comparece en un territorio especificamente
comprometido. La demora de 1 a 2hrs. en iniciar la accion terapéutica, se explica por la
ruta que el principio activo debe de recorrer, para llegar hasta las cAmaras izquierdas del
corazén y a la aorta, y mientras se alcanza la concentracion necesaria que inicia dicha
accion. La proximidad de la pared toracica al retorno venoso que llega a las cdmaras
derechas del corazén, confirma la feliz opcion de aplicar el producto en el area
designada. El origen adrtico de las arterias bronquiales entre la 4 y sexta veértebra,
facilitan el acceso expedito al territorio meta. Finalmente como se ha observado que la
accion terapéutica protege a los nifios durante la noche, la entrega ademas de ser topica,
necesariamente tiene aspecto de ser retardada y controlada.

Por tanto el estudio esta estructurado bajo la hipotesis, que en la observacion
experimental de una muestra de nifios asmaticos, los sintomas se atentan y llegan a
desaparecer despues de 2 a 3 dias y su condicion ventilatoria mejora, lo que se obtiene
mediante la entrega transdérmica de ANTIASMAT gel y el control de la inflamacion a
nivel del aparato epitelio-bronquiolar, gracias a la accion terapéutica antiinflamatoria
del producto.
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