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Abreviacions (ordre alfabétic)

Ca*™: calci

Cys-LT: leucotriens cisteinilats

DAG: diacilglicerol

ECP: Proteina cationica eosinofila (eosinophilic cationic protein).

ELISA: Assaig per immunoabsorcio lligat a enzims (enzyme-linked immunosorbent assay).
EVA: escala visual analoga

FLC: fosfolipasa C

G1li G2: proteina G

GM-CSF: Factor estimulador de colonies (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor).
HCM-1:. Linia cel-lular de mastocits humans 1 (human mast cells-1).

IgE: immunoglobulina E

IL- : interleucina

I3P: inositol trifosfat

LTB,4: leucotriens B4

MAP: proteines activades per mitogens (mitogen-activated proteins)

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocits (monocyte chemotactic protein-1).

NF-kB: Factor nuclear kB (nuclear factor kB).

nM: nanomolar

MM: micromolar

PAF: Factor d’activacié de plaquetes (platelet activating factor).

PAF-AH: PAF-acetil hidrolasa

PAF-r: receptor del PAF

PB-MC: Mastocits de sang periférica (peripheral blood-mast cells)

PGD,: prostaglandina D,

P1-3K: fosfatidil inositol 3 quinasa (phosphatidylinositol 3 kinase)

PKC: proteina quinasa C (protein-kinase C)

RAC: rinometria acustica

RANTES: Citocina expressada i secretada pel limfocit T normal en funcié del seu grau
d’activacié (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted).

RFU: Unitats relatives de fluorescencia (relative fluorescence units).

RH;: receptor de la histamina H;

SDS-PAGE: Electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat sodic (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).

TNF-a: Factor de necrosi tumoral alfa (tumor necrosis factor alfa).

VCAM-1: Molécula d’adhesié de I’endoteli vascular (vascular cell adhesion molecule)
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INTRODUCCIO

1.PAPER DEL FACTOR D’ACTIVACIO DE PLAQUETES A LA
RESPOSTA AL.LERGICA

Fases de la resposta al.lergica

La resposta al-lérgica classicament es divideix en dues fases, una d'immediata on es
produeix I'alliberament de multiples mediadors pre-formats o sintetitzats rapidament
(histamina, triptasa, prostaglandina D, leucotriens o factor d’activacié de plaquetesi-
PAF-) que desencadenen una resposta clinica d'un laténcia curta en relacié al
contacte amb I'estimul al-lergénic. una segona fase, 8-12 hores despr s, on
mastocits i d'altres tipus cel-lular alliberen mediadors pro-inflamatoris sintetitzats de
novo, com ara el PAF, leucotriens, quimiocines o citocines. Aquesta fase tardana
implica el reclutament d’altres ceél-lules efectores (basofils, eosinofils, neutrofils i
limfocits ) responsables de la infiltracié persistent i o de la remodelacié propia de

malalties al-lérgiques croniques com la rinitis o 'asma (1, 2) (figura 1).

igura 1. ases de la resposta al.l rgica i mediadors alliberats
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Mediadors de la resposta al.lergica

ran varietat de mediadors estan implicats a la resposta al.léergica perd nom s
alguns d’ells sén utilitzats com a diana terapéutica o com a biomarcador. El cas m s
paradigmatic s el de la histamina, que va ser el primer mediador vasoactiu descrit
(1908) i el que s’ha convertit en I'objectiu terapéutic per excel-léncia a les malalties

al-lergiques (3) (figura 2 i 3).

igura . Estructura u mica de la histamina B-imidazolil-etilamina)
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Histamina i triptasa

La histamina s una amina endogena que participa a diversos processos fisiologics
com ara la inflamacié tissular, la secrecié gastrica o la neurotransmissié. Aquestes
funcions les realitza a traves dels quatre receptors que s’han descrit fins 'actualitat

1, 2, 31 4. La histamina t un potent efecte vasoactiu, aixi com un important
efecte broncoconstrictor gracies a la seva accid sobre el muscul llis bronquial i
exerceix un efecte estimulant sobre els terminals nociceptius, de manera que t un
paper rellevant a la patogénesi de la pruija. Aixi mateix s un destacat mediador que
s’allibera en gran quantitat durant les primeres fases de les reaccions
d’hipersensibilitat, i tradicionalment el seu bloqueig o inhibicié ha estat I'estratégia

farmacologica m s utilitzada en el tractament de les reaccions al-lergiques (3).

La histamina s’emmagatzema pre-formada als granuls citoplasmatics dels mastocits,
basofils i plaquetes, preparada per actuar de forma immediata despr s de la
desgranulacié cel-lular. Presenta un metabolisme molt rapid, de manera que als 15-
60 minuts s practicament indetectable a nivell plasmatic. Per aquest motiu, tot i ser
un marcador Util de desgranulacio, la valoracié dels nivells plasmatics no s’utilitza

per al diagnostic de les anafilaxi en fase aguda a la practica clinica habitual (3). En



canvi els seus metabdlits poden ser detectats a l'orina fins a 24 hores despr s de la
reaccio, fet que els converteix en una mesura util tant en el diagnostic de I'anafilaxi

com en d’altres patologies com la mastocitosi sistémica (4) .

Els receptors de la histamina ( 1, 2, 3, 4) pertanyen a la familia dels receptors amb
set dominis transmembrana lligats a proteina , i com d’altres receptors de la
mateixa familia s’expressen equilibradament en conformacié activa i inactiva (5). El
receptor ; esta present al sistema nerviés central i al muascul llis vascular, bronquial
i gastrointestinal, i juntament amb el receptor ., s el que s’expressa amb m s
quantitat. s el responsable de la broncoconstriccié, participa al reflex de la tos, aixi
com a l'augment de la permeabilitat vascular, la caiguda de les resisténcies
periferiques i la pruija. A trav s del receptor ; la histamina incideix sobre la
resposta immunologica induida pels antigens, participant a la maduracié de cél-lules
dendritiques, la modulacié del balan¢ de limfocits hl i h2 aixi com en
I'alliberament de citocines pro-inflamatories (6). El receptor . esta present a la
mucosa gastrica, Uter i muscul llis vascular. De fet els efectes de la histamina sobre
el cor, com l'increment de la freq éncia cardiaca o el vasoespasme coronari, estan
mediats per aquest receptor. El receptor 3 es localitza principalment als terminals
nerviosos i t un efecte inhibidor, regulant la sintesi i I'alliberament de la histamina.
Finalment el receptor 4, I'Gltim en ser descrit i amb accions menys ben definides,
s’expressa a medul.la Ossia i cél-lules hematopoétiques a sang periférica i sembla

tenir un paper en el reclutament d’eosinofils (7).

La triptasa s una serin esterasa que s’acumula Unicament als granuls citoplasmatics
dels mastocits i basofils, preparada per actuar un vegada s’ha produit la
desgranulaci6. Els mastocits son la principal font de triptasa ja que aquest mediador

s el principal component dels seus granuls, i tot i que tamb s present als basofils,
les quantitats detectades s6n molt menors (8). La triptasa es secreta de forma
constitutiva i en petites quantitats en els individus sans i s un biomarcador de
I'activitat i de la massa mastocitaria present. Per una banda s’utilitza en el diagnostic
de l'anafilaxi en fase aguda gracies a la seva lenta metabolitzacio, ja que es pot
observar un pic en els nivells plasmatics als 60-90 minuts i pot detectar-se en sang
fins a 5 hores despr s de la reacci6. Per una altra, I'elevacié de la triptasa s un

criteri diagnostic de mastocitosi sistémica (8, 9).

Altres mediadors caracteristics de la resposta al.lérgica s6n la quimasa o la menys



coneguda carboxipeptidasa A3. La quimasa s un altre mediador emmagatzemat als
granuls citoplasmatics juntament amb la triptasa i la histamina. s la responsable
d’activar el sistema renina-angiotensina, facilitant el pas de angiotensina a
angiotensina i compensant la disminucié de les resisténcies vasculars perifériques i
l'augment de la permeabilitat vascular induides per d’altres mediadors de la resposta
al.lérgica. La carboxipeptidasa A3 tamb sembla implicada en el metabolisme de

I’'angiotensina (8, 9) .

igura 3. ediadors i c | lules implicades a la resposta al.l rgica
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El PAF s un mediador lipidic amb un destacat paper a les malalties al-lérgiques pero
tamb a patologies tan diverses com el cancer o el rebuig de transplantaments (10,
11). Es tracta d'un fosfolipid sintetitzat en dues fases, una primera depenent de
fosfolipasa A, i que s comuna al metabolisme dels eicosanoids, i una segona
depenent de I’enzim AcetilCoA lisoPAF acetiltransferasa (figura 4). una vida mitjana
molt curta, entre 3 i 13 minuts, i el seu pas de forma activa PAF a forma inactiva liso-
PAF s catalitzat per la PAF acetilhidrolasa. Al igual que d’altres mediadors lipids com

els eicosanoids el PAF no esta emmagatzemat als granuls intracel-lulars siné que es
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produeix de novo en resposta a un estimul. ot i aixi la seva sintesi pot donar-se molt
rapidament i alliberar-se durant la primera fase de la resposta al.lergica. Moltes sén
les cél-lules que tenen capacitat de sintetitzar PAF (plaquetes, neutrofils, monaocits,
mastocits, eosinofils, basofils, cél-lules epitelials i endotelials) i la majoria d'elles
tamb presenten receptors especifics (PAF-r) (1, 12, 13). El receptor del PAF pertany
a la superfamilia de receptors acoblats a proteina i fins a I'actualitat nom s se n’ha
descrit un tipus, tot i que s’ha definit una variant en una mostra poblacional del apé
que s’ha relacionat amb una menor sensibilitat pel PAF (14). El PAF-r, al igual que
molts d’altres receptor acoblats a proteina , existeix en forma monomeérica i
dimerica, fet que s’associa a una transduccié de senyals intracel-lulars diferencial i per
tant a un diferent efecte resultant despr s de la unié del seu lligand. De manera que
I'estimulaci6 de formes monomeériques en eosinofils, s’associa a un proc s de
quimiotaxis i la unié del lligand a les formes dimeériques, desencadena la desgranulacio

cel-lular(15) (figura 5).

igura . etabolisme del A
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HC CH,
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Fosfatidilcolina Liso-PAF PAF

PLA, fosfolipasa A,

AA acid araquidonic

’ha demostrat el paper del PAF a I'agregacié de plaquetes, estimulacié de neutrofils,
activacié de macrofags o augment de la permeabilitat vascular. un paper destacat
a la quimiotaxi i I'activacié als eosinofils, augmentant [I'afinitat per la gE, la

supervivencia i la secrecié de proteines granulars (proteina cationica eosinofilica,ECP),
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radicals lliure, leucotriens, metaloproteinasa-9 i neutrotrofina-3 (1, 2, 15, 16). Pero
malgrat tota la bibliografia al respecte no ha estat fins fa pocs anys que s’ha pogut
demostrar que el PAF tamb presenta un efecte sobre els mastocits (humans i
animals), cél-lules encarregades per excel-léncia de pivotar les respostes al-lergiques
(17-19).

igura . Representaci de les formes actives monom rica i dim rica) del receptor del A ,

de la via de transducci de senyals i de | efecte associat a la uni del seu lligand

® PAF

membrana
cel.lular

Quimiotaxi Desgranulacio
eosinofils eosinofils

Ca calci
1i 2 proteina
MAP proteines activades per mitogens (mitogen-activated proteins)
PAF, receptor del PAF
P -3 fosfatidil inositol 3 quinasa (phosphatidylinositol 3 kinase)
P C proteina quinasa C (protein-kinase C)

Diversos autors han demostrat que el PAF t un efecte diferencial segons I'origen dels
mastocits. De manera que s capa¢ d’'induir l'alliberament d’histamina en mastocits
humans de pulmé i derivats de progenitors de sang periférica (PB-MC), perd no en
mastocits cutanis, fet que s’explica per I'abséncia de receptors especifics als mastocits
de la pell. Un altre aspecte rellevant s que tot i compartir la mateixa via de
transducci6é de senyals (fosfolipasa C) amb la gE, el temps que necessita el PAF per
posar en marxa la maquinaria cel-lular s molt menor. Mentre que el PAF nom s
necessita 5 segons, el receptor de la gE en necessita 40. Aixi la capacitat del PAF per

activar molt rapidament i de forma paracrina d’altres cél-lules implicades als fenomens
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inflamatoris, juntament amb la seva capacitat d’induir I'alliberament de mediadors
pre-formats, de neuropeéptids i citocines, i de productes del metabolisme de I'acid
araquidonic, el converteixen en un potent amplificador de la resposta al-lérgica (17,
18). Podriem estar davant de la clau que explicaria el fet que un estimul al-lergénic
local indueixi una resposta sistéemica com I'anafilaxi . Algunes evidencies comencen a
apuntar en aquest sentit tot i que encara queda molt recorregut per demostrar

aquesta hipotesi.

2. EL FACTOR D’ACTIVACIO DE PLAQUETES A L’AL.LERGIA
RESPIRATORIA

La rinitis al-lergica s una malaltia amb una alta prevalenca, tot i que aquesta pot
variar en funcié de la zona geografica, i que en termes generals es considera que es
situa entre el 12-25 (20). L’asma s una malaltia que pot afectar fins al 4-7 de la
poblacié i que, al igual que la rinitis, presenta una gran variabilitat geografica.
L'aparici6 de rinitis i asma de forma conjunta s un fet molt freq ent
independentment del seu origen al-léergic o no . Aixi entre el 50-80 dels pacients
amb asma presenten rinitis de forma concomitant i entre el 20-50 dels pacients
amb rinitis presenten asma (20-22). Ambdés malalties es caracteritzen pel seu
component inflamatori en el que estan implicats diferent tipus cel-lulars i mediadors,

entre els quals podem destacar el PAF (1, 22-24).

El paper del PAF a I’'asma

La implicacié del PAF a I'asma s’ha demostrat ampliament. L’administracié de PAF
per via inhalatoria indueix broncoconstriccié, increment de la hiperreactivitat
bronquial i alteracions a I'intercanvi de gasos tant en individus sans com en pacients
amb asma (25, 26). Els nivells de PAF detectats a I’esput o al rentat broncoalveolar
dels individus amb asma s6n m s elevats que els trobats als controls sans (27, 28).

s’ha correlacionat el déficit de PAF acetilhidrolasa (PAF-A ), que s’encarrega de
catabolitzar el PAF, amb la gravetat de I'asma. Pero les evidéncies respecte al seu
potencial com a objectiu terapeutic sén discrepants. Alguns models murins han
demostrat que l'administraci6 de PAF-A inhibeix la hiperreactivitat bronquial, la
eosinofilia i I'increment en la produccié de moc induida per al.lergens (29) . Pero
d’altres no han estat capacos de demostrar una atenuaci6é de la resposta bronquial a

la provocacié amb al.lergens en pacients amb asma lleu (30). els estudis realitzats
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amb antagonistes del PAF tamb resulten contradictoris. Mentre alguns estudis
havien demostrat que els individus asmatics en tractament amb un antagonista del
PAF presentaven una menor infiltracié eosinofilica pulmonar (30, 31), una menor
hiperreactivitat bronquial o una menor broncoconstriccié induida per PAF (32), molts
d’altres estudis no han pogut corroborar una millora de la funcié pulmonar, de I'GUs de
medicacié broncodilatadora de rescat o de corticoides, de les puntuacions de
simptomes o de la hiperreactivitat bronquial (26, 33, 34). De manera que tot i les
evidéencies de que el PAF exerceix algun tipus de paper en la fisiopatologia de I'asma,
no es pot assegurar amb contundéncia que la seva inhibicié pugui ser considerada un

objectiu terapéutic.

El paper del PAF a la rinitis

El paper del PAF a la rinitis encara esta per establir-se, perd sembla que de tots els
mediadors inflamatoris relacionats amb la rinitis al-lérgica s potser el m s potent
inductor de la extravasacio vascular, i aixi el principal contribuent a la rinorrea i la
congestid nasal (35). ant el PAF com el seu precursor i metabolit liso-PAF han estat
detectats a les secrecions nasals i al plasma dels individus amb rinitis. els estudis
realitzats amb provocacions nasals amb al.lergens han demostrat un increment dels
nivells de liso-PAF i PAF-A als rentats nasals, amb un pic als 10 minuts i un retorn
als valors basals als 60 (36). La instil-laci6 de PAF a nivell nasal indueix, de forma
similar a com succeeix a I'asma, I'aparicié dels simptomes de rinitis, la disminucié de
la permeabilitat nasal, 'augment de l'infiltrat eosinofilic i neutrofilic local, aixi com
I'increment de la hiperreactivitat i 'augment de les resisténcies nasals (37-41). Pero
al contrari del que succeeix a lI'asma, els antagonistes del PAF nom s han estat
provats en models animals (42, 43). Malgrat i els resultats esperancadors i
I’evidéncia del possible paper del PAF en el desenvolupament de la inflamaci6é nasal,
s fa necessaria la realitzacié de estudis en ssers humans per tal de demostrar

I'eficacia de la seva inhibicié a la rinitis.

3.EL FACTOR D’ACTIVACIO DE PLAQUETES A L’ANAFILAXI

L’anafilaxi s una patologia que, malgrat ser coneguda des de fa m s de 100 anys,
encara suposa un repte pel que respecta al diagnostic, tractament i sobretot
profilaxis. La seva naturalesa la converteixen en una emergéncia meédica i en un

problema de salut, tant per la seva potencial letalitat com per la repercussié a la
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qualitat de vida dels pacients (44). L'anafilaxi es definia classicament com una
reaccié d’hipersensibilitat induida per gE, perd la rganitzacié Mundial de I'Al-lérgia
( A ) aixi com d'altres experts en la mateéria, ha suggerit canvis a la terminologia
amb I'objectiu de tenir sota la mateixa nomenclatura reaccions clinicament similars
tot que potser fisiopatologicament diferents (45, 46). Una d’aquestes propostes
terminologiques la podem veure a la figura 6. La incidéncia exacta de les reaccions
anafilactiques s desconeguda, pero s’estima que es produeixen aproximadament
entre 50 i 2000 reaccions per cada 100.000 persones-any. Malgrat aquestes dades
aproximatives, els experts creuen que l'anafilaxi esta en augment i que les dades
disponibles infra-estimen clarament el problema (47). Els agents etioldgics
principalment implicats a les reaccions son els aliments, els medicaments o els verins
d’insectes, tot i que la proporcié pot variar en funcié de I'area geografica i 'edat del
pacient (48, 49).

Els mediadors que s’alliberen durant les reaccions anafilactiques s’han convertit en
objecte d’estudi donat el seu paper potencial com a biomarcadors o com a objectius
terapéutics. Aquest s el cas de la triptasa, la histamina (8, 44) o podria ser el cas
del PAF.

igura . Nomenclatura de | anafilaxi
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Evidencies obtingudes a partir de models animals

racies als models animals d’anafilaxi, disposem d’'informacié valuosa sobre els
mecanismes fisiopatoldogics sense tenir que sotmetre als nostres pacients a
provocacions (amb al.lergens) potencialment perilloses. ’'ha demostrat I’'existéncia
de dos mecanismes d’anafilaxi, el denominat cl ssic on la gE esta unida al receptor
d’alta afinitat (FceR ) i el mediador principalment alliberat s la histamina. el
mecanisme denominat alternatiu, on la immunoglobulina determinant s la g que
s’uneix al receptor de baixa afinitat (FcyR ), i on el mediador principal s el PAF
(50-52). Els motius pels quals es desencadena la reaccié per un mecanisme 0 per
I'altre estan encara per dilucidar, tot i que sembla que la naturalesa i la concentracio
de I'antigen hi poden estar implicades (53). Perd0 malgrat que el PAF no sigui el
principal mediador de les anafilaxi induides per gE, si que sembla tenir-hi un paper
rellevant (54). Aixi es demostra en un model muri d’anafilaxi per cacauet, on la
inhibicié del PAF va reduir la gravetat dels simptomes i accelerar la recuperacio dels
animals, en contraposicié a la falta d’eficacia dels antihistaminics (55). Aquest fet i
I'abséncia d’evidéncia que suporti l'efecte beneficids dels antihistaminics en el
tractament de I'anafilaxi (56) fan pensar als autors que, si b la histamina pot ser un
biomarcador de fase aguda no sembla ser un mediador imprescindible pel
desenvolupament de les reaccions. Ans al contrari, el PAF podria ocupar aquesta

posicié dual de biomarcador i objectiu terapéutic.

Evidencies obtingudes a partir de models humans

Malgrat les evidéncies del paper del PAF a les anafilaxi en models murins no s fins el
2008 que es publiquen dades que confirmen la seva rellevancia a l'anafilaxi en
humans. En un estudi publicat al Ne England ournal of edicine 11) es posa de
manifest que els individus que pateixen una anafilaxi presenten nivells de PAF (a la
fase aguda) superiors als controls, valors que s’incrementen proporcionalment amb la
gravetat de la reacci6. no nom s els nivells de PAF son diferents, siné que I'enzim
encarregat d’inactivar el PAF, la PAF-A , tamb presenta un comportament
diferencial. De manera que tot i que l'activitat global de I'enzim no era diferent entre
els grups avaluats, els pacients amb anafilaxi m s greus presentaven m s
freq entment una disminucié de I'activitat de la PAF-A . De fet els nivells i I'activitat
de la PAF-A dels individus morts per anafilaxi era inferior en comparacié amb un
grup heterogeni de controls (adults i nens sans, nens amb al-lérgia al cacauet,

individus amb anafilaxi per cacauet i adults morts per causes diferents a I'anafilaxi)
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(11). D’aquesta manera, tot i que nom s es tracta d'un estudi amb una mostra
relativament reduida de pacients (41 individus), sembla reforcar I'’evidéncia de que el

PAF s un mediador important tamb a les reaccions anafilactiques.

4. CARACTERISTIQUES DELS INHIBIDORS DE LA RESPOSTA
AL.LERGICA: ANTIHISTAMINICS | ANTAGONISTES DEL PAF

4.1.Antihistaminics

Els antihistaminics sén els farmacs m s freq entment emprats en el tractament de
les malalties al-lergiques i s6n un dels grups farmacoldogics m s habitualment
prescrits a la poblacié general (57). uan emprem el terme antihistam nic ens estem
referint als inhibidors del receptor ; d’histamina, i no als inhibidors del receptor -

com la cimetidina o ranitidina, o els nous antagonistes del receptor 3.

Els antihistaminics actuen habitualment com a agonistes inversos, s a dir,
estabilitzant la conformaci6 inactiva del receptor 1, tot i que en ocasions es poden
comportar com a antagonistes neutres, interferint en la unié de la histamina al seu

receptor(5) (figura 7)
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Els antihistaminics es divideixen des del punt de vista farmacologic en dos grups. Els
denominats de primera generaci tenen una baixa especificitat pel receptor i per tant
m s efectes secundaris relacionats amb la seva unié als receptors colinérgics,
serotoninérgics i dopaminérgics. En contraposici6, els de segona generaci tenen un
efecte m s selectiu sobre els receptors 1 i per tant menys efectes secundaris. Molts
d’aquests antihistaminics de nova generaci6 tamb presenten propietats
antiinflamatories, tamb denominades antial-léergiques, com s la capacitat per
inhibir I'alliberament de leucotriens o prostaglandina D,, la infiltracié eosinofilica, la
sintesi de citocines o inclds la hiperreactivitat bronquial (58) i per aquest motiu
alguns autors els han denominat de tercera generaci (20, 59). Pero malgrat
I'evidéncia d’aquest efecte afegit sobre la inhibicié de I’histamina encara existeix
certa polémica sobre la rellevancia real d’aquestes propietats antiinflamatories sobre
els simptomes dels pacients, que sembla ser molt menor que I'efecte antiinflamatori

demostrat pels corticoides ( aula 1).

Taula 1. Efecte antiinflamatori in vivo i in vitro d alguns antihistam nics de segona generaci
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4.1.1. Els antihistaminics a la rinitis i a ’asma bronquial

Els antihistaminics sén els farmacs de primera eleccié al tractament de la rinitis
al.lergica en qualsevol dels esglaons de gravetat o durada dels simptomes
(intermitent Vs persistent i lleu Vs moderada-greu) (20), i el seu efecte s m s
important sobre la rinorrea, la pruija o els esternuts, mostrant en general una
escassa eficacia sobre la congestié nasal. Els antihistaminics han demostrat millorar
la qualitat de vida dels pacients amb rinitis al.lérgica al disminuir la freq éncia i
intensitat dels simptomes (20, 60, 61), aixi com la somnoléncia di rna gracies al seu

efecte beneficids sobre la qualitat del son (62).

Esta demostrat que I'’histamina s capac de produir diferents efectes sobre I'arbre
bronquial de pacients amb asma, com s ara la broncoconstricci6 o I'edema. Aixi
mateix tamb s’ha evidenciat que als rentats broncoalveolars dels asmatics els
nivells d’histamina sén superiors als dels individus sans (63, 64) . Per0 malgrat el
suposat paper de la histamina en la fisiopatogénia de I'asma i que existeixen alguns
estudis a favor, els antihistaminics no han demostrat de forma concloent la seva
utilitat. Una revisi6 sistémica realitzada al 2008 va demostrar que el ketotifé podria
ser efica¢c en el tractament de l'asma lleu o moderat, sol o en combinaci6 amb
d’altres farmacs, a la poblacié infantil (65). L’'estudi E AC, tamb realitzat a I'ambit
pediatric, va demostrar que en un grup nens amb dermatitis atopica i sensibilitzats a
aeroal.lergens, el tractament amb cetirizina durant 18 mesos reduia en un 50 el
risc de desenvolupar asma en comparacié amb el placebo (66). En canvi els estudis
realitzats en adults no han demostrat resultats tan evidents. Per una banda, alguns
antihistaminics com la terfenadina (240 mg) (67), la cetirizina (20 mg) (68) o
I'astemizol (30 mg) (69) han demostrar tenir un cert efecte inhibidor sobre el
broncoespasme induit per diferents estimuls, tot i que aquest sempre han estat amb
dosis molt superiors a les contemplades a la fitxa técnica. tot i que les diferéncies
respecte al placebo han estat estadisticament significatives, la magnitud de la
resposta (caiguda del VEMs del grup placebo 28,7 Vs grup antihistaminic 21,6 )
(70) no ha estat suficient en cap dels casos com per considerar-los farmacs d’eleccio
a 'asma. Ara b , aixd no significa que els pacients asmatics no es puguin beneficiar
del tractament amb antihistaminics. Donada I'evident relacié entre la via respiratoria
superior e inferior, tant des del punt de vista epidemioldogic com fisiopatologic (20,
70, 71), podem entendre que I'Gs d’antihistaminics de forma concomitant al
tractament antiasmatic pugui disminuir el nimero de visites a urgéencies per

exacerbacions asmatiques o inclds I'GUs de medicacié de rescat (72, 73) . aquest
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efecte no s degut a I'accié de I'antihistaminic sobre la via respiratoria inferior, com
ja han descartat alguns estudis, sind que es produeix de forma secundaria al control
de la inflamaci6 de la via superior.

En definitiva, I'Gs antihistaminics suposa un benefici pels pacients amb rinitis
al.lérgica pels seus efectes obvis sobre la mucosa nasal, perdo tamb pels pacients
amb asma per la repercussié que el tractament de la rinitis t sobre el control de
I'asma. en el cas dels pacients en edat pediatrica podriem suposar, a la vista dels
estudis existents, que poguessin tenir algun tipus d’efecte directe sobre la via

respiratoria o cert efecte profilactic en pacients de risc.

4.1.2. Els antihistaminics a I’anafilaxi

Les reaccions anafilactiques sén encara avui dia una entitat clinica infradiagnosticada
i infratractada, tant entre els individus que sobreviuen a elles com entre els que no
ho fan (44, 74, 75). ot i que I'adrenalina es considera el tractament d’elecci6, els
antihistaminics i els corticoides encara son els farmacs que s’utilitzen m s
freg entment (74, 75). Una revisio sistematica publicada el 2007 (56) no va ser
capa¢ de trobar una evidéncia prou solida que recolz s I'GUs d’antihistaminics durant
la fase aguda de I'anafilaxi, perd tampoc va trobar arguments en contra. embla clar
que els antihistaminics poder tenir cert efecte beneficios sobre alguns dels
simptomes m s lleus que presenten els pacients, com la urticaria o la rinorrea, pero
son del tot insuficients en el tractament d’'un edema laringi, un broncoespasme o els
simptomes gastrointestinals. Algun estudis, o fins i tot la propia experiéncia, poden
conferir als antihistaminics un potencial que realment no tenen. La milloria
observada en un anafilaxi tractada Unicament amb antihistaminics s m s facilment
atribuible a una milloria espontania, gracies als mecanisme endogens de
compensacio (alliberament de adrenalina i angiotensina  enddgena), que no pas a
I'efecte d’aquests farmacs (46, 76). De fet, donat la gran quantitat de mediadors que
s’alliberen durant una reacci6é anafilactica s dificil creure que nom s el bloqueig d’un
d’ells pugui tenir la clau del tractament (55, 76). s aquest concepte el que ha
estat confirmat per alguns estudis amb animals, on el bloqueig Unicament de la
histamina va demostrar ser incapac¢ d’inhibir la reaccié anafilactica, fet que si
s’aconseguia amb la inhibici6 combinada de la histamina i altres mediadors
(serotonina (77) i PAF (55)).
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4.2. Antagonistes del PAF

’ha demostrat que una gran varietat de molécules estructuralment diferents poden
actuar com a antagonistes del PAF, tot i que solen compartir la seva capacitat per
estabilitzar la forma inactiva del receptor, s a dir, solen actuar com a antagonistes

inversos.

Actualment no disposem de farmacs antagonistes del PAF aprovats per a la seva
utilitzacié en ssers humans, de manera que gran part de I'evidencia sobre la seva
eficacia ens la donen els estudis realitzats en models in vitro i amb animals. Malgrat
aixo en alguns estudis en asmatics s’han utilitzat alguns antagonistes de forma
experimental i al mercat existeix un farmac antihistaminic, la rupatadina, que tamb

ha demostrat tenir un efecte inhibitori de I'acci6 del PAF (78).

4.2.1. Paper dels antagonistes del PAF a I’asma i la rinitis

Els estudis realitzats amb antagonistes del PAF en pacients asmatics resulten
contradictoris. Alguns treballs han demostrat que els individus asmatics que rebien
tractament amb un antagonista del PAF ( -24180) presentaven una menor infiltracio
eosinofilica pulmonar (31) i hiperreactivitat bronquial, aixi com una menor
broncoconstriccié en resposta a I’'estimulaci6 amb PAF (25, 32). En canvi, molts
d’altres estudis no han pogut demostrar que I'antagonisme del receptor del PAF
pugui millorar la funcié pulmonar, I'is de medicacié broncodilatadora de rescat o de
corticoides, les puntuacions de simptomes o la hiperreactivitat bronquial (26, 33,
34). De manera que tot i les evidencies de que el PAF exerceix algun tipus de paper
en la fisiopatologia de I'asma, no sembla que la seva inhibicié pugui ser considerada
un objectiu terapeutic.

Al contrari del que succeeix a I'asma, els antagonistes del PAF nom s han estat
provats en models animals de rinitis pero amb resultats esperancadors. L’antagonista
AB -491 ha demostrat la seva capacitat per inhibir, en rata i conill porqui, 'augment
de la permeabilitat vascular i de les resisténcies periferiques induides per PAF o per
un al-lerge (42). L'antagonista U -74505 ha demostrat que s capac¢ d’inhibir
I'increment de resisténcies nasals induides per PAF (79). Perd tot i aquests bons
resultats en els models animals s del tot imprescindible realitzar estudis in vivo en

ssers humans.
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4.2.2. Paper dels antagonistes del PAF a I’anafilaxi

Al igual que en els models de rinitis, l'evidéncia que suporta I'efecte dels
antagonistes del PAF a l'anafilaxi prov basicament dels models animals. Alguns
treballs han demostrat que alguns antagonistes del PAF (CV6209) tenen un efecte
superior als antihistaminics (difenidramina) pel que respecte al control de la
hipotensié induida per PAF en ratolins (52). En aquesta linia apunten alguns treballs
realitzats en ratolins al-lérgics a cacauet, on 'administracié de I'antagonista del PAF
(AB -491) demostrava una eficacia superior a la de l'antihistaminic, millorant la
superviveéncia i reduint el temps de recuperacié. de fet la utilitzacié6 d’ambdés
antagonistes (antihistaminic i anti-PAF) era encara m s eficag, demostrant una
vegada m s que en la fisiopatogenia de les malalties al-lérgiques intervenen diversos
mediadors i que la inhibici6 mdltiple s probablement el millor dels abordatges
(55). Malgrat que la majoria dels treballs recolzen aquesta idea existeixen alguns
treballs que no han aconseguit demostrat aquest suposit (80), perd s’ha de tenir en
compte que l'eficacia dels antagonistes del PAF podria dependre del farmac utilitzat,
els simptomes o efectes que s’avaluen, el model animal o I'estimul desencadenant de

I'anafilaxi.

4.3. Farmacs utilitzats als estudis

4.3.1. Antagonistes del receptor del PAF
WEB2086 o Apafant

El EB2086 (apafant) s una benzodiazepina que s’ha utilitzat exitosament en
diversos estudis sobre I'asma (81) o la dermatitis (82). Es tracta d’'un agonista invers
(83) i al igual que el PAF t capacitat per activar la via de la protein quinasa C (P C) i
de regular a la baixa I'expressié del receptor del PAF (PAF-r). Diversos estudis han
demostrat que EB2086 s capac¢ d’inhibir l'activacié (flux de calci i producci6
d’inositol fosfat) induit pel PAF (84, 85) i l'alliberament de leucotriens induida per
endotoxines (86). Respecte als escassos estudis in vivo, en un model animal de conill
no s’ha pogut demostrar que el seu efecte sigui superior al de la clorfeniramina en la

inhibicié de I'anafilaxi induida per gE (80).

BN52021 o Ginkgolide B

Un altre antagonista del PAF, el BN52021 o ginkgolide B, ha demostrat ser un efectiu
inhibidor de la desgranulacié (87) i de I'increment de la permeabilitat vascular (88)

induides per PAF en mastocits de rates. s capa¢ d’augmentar la supervivencia
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cel-lular, com s’ha demostrat en un model muri, i d’inhibir la unié del PAF al seu
receptor a eosinofils i neutrofils (89). Malgrat tot aixd0 tamb existeixen dades en
contra, i alguns estudis han evidenciat la seva ineficacia a I’hora d’inhibir el flux de
calci induit per PAF en un model de mastocits humans derivats de sang periférica
(17).

CVv6209

Una altra molécula amb efecte anti-PAF demostrat s el CV6209, capa¢ d’augmentar
la supervivéncia cel-lular en un model d’apoptosi induida per PAF (90) i de disminuir el
flux de calci relacionat amb I'estimulaci6 amb PAF en mastocits humans derivats de
sang periférica (17). amb s’ha utilitzat en models murins, on ha demostrat tenir un

efecte superior a la difenidramina a I’hora d’inhibir la hipotensié induida per PAF (91).

4.3.2.Antagonistes del receptor de la histamina
Rupatadina

El fumarat de rupatadina s un derivat de I'azatadina comercialitzat com a inhibidor
dual de la histamina i el PAF. Presenta una rapida absorcié oral i un metabolisme
hepatic, fruit del qual es generen diferents metabodlits que poden romandre actius
fins a 24 hores, entre els quals es troba la desloratadina (92). La rupatadina ha
demostrat tenir un efecte antagonista del receptor del PAF, tot i que aquest s 42
vegades menor respecte al de I'apafant ( EB2086) i 2 vegades menor al del
ginkgolide B (78).
Estudis in vivo
Els estudis in vivo realitzats en models animals ha demostrat la capacitat de la
rupatadina per inhibir la contraccid intestinal, la hipotensié i el broncospasme (78,
93) induits per la histamina. En un model huma d’exposicié a al.lergens (Cambra de
Viena) ha demostrat ser m s efectiu que el placebo controlant els simptomes (94).
Des d'un punt de vista clinic els estudis realitzats en adults i adolescents han
demostrat la seva eficacia en el tractament de la rinitis al.lergica i la urticaria
cronica. Diversos autors corroboren que la seva eficacia s superior al placebo i
similar a d’altres antihistaminics com la loratadina, la cetirizina o I’ebastina (92, 95-
97).

respecte al seu efecte anti-PAF, s’ha evidenciat que disminueix la mortalitat induida
per PAF en ratolins i que aquest efecte s similar en intensitat al de I'antagonista del
PAF EB2086 (apafant) (51).
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Estudis in vitro

Els estudis realitzats en diversos tipus cel-lulars han demostrat I'efecte antial-lérgic de
la rupatadina, s a dir, aquell que va m s enlla de la inhibicié de la histamina. Coma
exemples tenim la seva capacitat per bloquejar l'alliberament de NF-a i diferents
interleucines ( L-6, L-8, L-10, L-13) als mastocits humans ( MC-1 i LAD-2), de
leucotriens C; als mastocits de rata, de interleucina-5 a limfocits humans i el
reclutament dels eosinofils (98-102). La seva capacitat per inhibir l'alliberament
d’histamina induida per diferents estimuls tant dependent de gE com independent, en
mastocits de gossos i de rata, tamb ha estat estudiada, demostrant que t un efecte
inhibidor superior a la loratadina i similar a la cetirizina (78, 99, 100). La rupatadina
tamb ha evidenciat la seva capacitat per inhibir I'agregacié de les plaquetes induida
per PAF de forma similar a com ho fan els antagonistes del PAF ( EB2086 y
BN52021) efecte que no demostren altres antihistaminics com la loratadina i que
permeten atribuir aquesta accié a la capacitat de la rupatadina per actuar sobre el
receptor del PAF (78).

Desloratadina

La descarboetoxiloratadina o desloratadina s el metabolit actiu de la loratadina i de
la rupatadina amb major poténcia antihistaminica que la loratadina. Presenta una
gran afinitat i selectivitat pels receptors i, una baixa lipofilia motiu pel que
dificilment travessa la barrera hematoencefalica i un metabolisme minim, de manera

que no presenta interaccions amb d’altres farmacs (103).

Estudis in vivo

Un meta-analisi publicat al 2007 va corroborar que la desloratadina disminuia de
forma significativa els simptomes propis de la rinitis al.lergica, i en comparacio
presentava un efecte superior al placebo sobre la congestié nasal. De la mateixa
manera es va demostrar que la desloratadina era capa¢ de disminuir I'eosinofilia
nasal. En canvi els estudis comparatius amb la levocetirizina no van evidenciar

diferéncies entre els dos farmacs en aquests efectes (103).

Estudis in vitro

Molts son els estudis realitzats amb desloratadina utilitzant tipus cel-lulars, dosis i
estimuls diversos, fet que dificulta considerablement la comparacié. En el cas dels
models amb cél-lules animals podem destacar com la desloratadina s capa¢ d’inhibir

I'alliberament d’histamina en mastocits de rata, de gos o humans (93, 104, 105). En
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el cas dels mastocits humans ha demostrat ser capa¢ d’inhibir I'alliberament de
citocines, histamina, NF-a, L-61i L-8 (106, 107) efecte similar a I'observat sobre
I'alliberament de d’ L-4 i L-13 en basofils o de triptasa i ECP en una barreja de

cél-lules originaries de polips nasals (107, 108).

Levocetirizina

La cetirizina s la barreja dels enantiomers levo i dextro, i la seva activitat
antihistaminica depen del seu L-enantiomer (levocetirizina). L’afinitat de Ila
levocetirizina pel receptor 1 s dos vegades superior a la de cetirizina, aixi 10 mg
de cetirizina equivalen a 5 mg de levocetirizina. EI 85 de I'’excreci6 de levocetirizina
s a traves de l'orina, de manera que s’han d’ajustar les dosis i els intervals

posologics en cas d’insuficiencia renal (109).

Estudis in vivo

La quantitat d’estudis clinics que s’han portat a terme amb la levocetirizina és molt
destacable. Respecte als estudis farmacodinamics, la levocetirizina va demostrar ser
més rapida i més potent en inhibir la fava induida per la histamina o pel veri de
mosquit que els seus comparadors, loratadina, ebastina, mizolastina i fexofenadina
(110-112). Des del punt de vista clinic la levocetirizina és superior al placebo,
millorant tots els simptomes de rinitis, fins i tot la congestidé nasal, tot i que aquest
efecte triga tres setmanes en aconseguir-se en comparacid amb els set dies que
triguen en millorar la resta de simptomes (113, 114). El treballs comparatius amb
d’altres antihistaminics, basicament en desloratadina, no demostren que tingui un
efecte superior (115). Tot i que alguns autors havien demostrat que la levocetirizina
podria tenir cert efecte sobre la congestié nasal tant administrada a demanda com
de forma continua (116, 117), no sembla que la seva administraci6 de forma
concomitant amb corticoides topics nasals (fluticasona) o montelukast n’incrementi
I'eficacia (118). En canvi aquest efecte si que s’observa amb alguns models in vitro
amb desloratadina(119). Aquest fet fa considerar que si levocetirizina presenta algun
efecte sobre la congestié nasal aquest no és ni de bon tros tan important com el dels
corticoides o antagonistes dels leucotriens.

Estudis in vitro

Al contrari dels altres antihistaminics revisats, la levocetirizina no disposa de massa
estudis in vitro que evidenciin la seva eficacia. Alguns dels realitzats en eosinofils

humans han demostrat que la levocetirizina (1 pM) és capag d’inhibir I'alliberament
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de metaloproteinases 1,4 i 9 i de IL-1B i IL-17, aixi com de controlar la migracié
transendotelial induida per I'eotaxina (120-122). En un rang de dosi que va del 0,1
nM a I’ uyM també inhibeix I'expressié de VCAM-1 (molécula d’adhesié de I'endoteli
vascular) a fibroblasts de polips nasals (122-124).

A la taula 2 es descriuen les caracteristiques generals dels estudis realitzats amb
antagonistes del PAF i antihistaminics, des del punt de vista de les dosis i els

tipus cel-lulars utilitzats.

Taula . Comparaci de les caracter sti ues dels diferents estudis realitzats amb
antihistam nics i antagonistes del A

Ca: calci

ECP: proteina cationica eosinofila

IL: interleucina

IP: inositol fosfat

MC: mastocits

MP: metaloproteasa

N/A: no aplicable

PAF: factor d’activacio plaquetari

RBA: rentat broncoalveolar

TNF-a: factor de transcripcié tumoral a
VCAM: molécula d’adhesié de I'endoteli vascular

26



WEB2086

Models Animals

upre 3)
Inhibicié Ca/IP
Inhibici6 del receptor de PAF
Activacié PKC
COs-7

Dosi

10-100 uM

Models humans

N/A

Dosi

Ste art )
Inhibicié cel-lules endotelials i
leucocits bovins

10-100 uM

N/A

Centemeri (141)
Inhibicié Ca
MC de rata

0,1-10 UM

N/A

CVv6209

ai aral)
Inhibicié histamina i flux de Ca
MC humans

0.2-200 pM

BN52021

Northover(87)
Inhibicié de la desgranulacio
MC de rates

10 pM

ai aral)
Inhibicié alliberament histamina i flux de Ca
MC

5-50 pM

ei )
Inhibicié de I'increment de la
permeabilitat vascular
MC rates

5 Hg

N/A

Rupatadina

erlos )
Inhibicié de la contracci6 intestinal
Conill porqui

3-30 nM

Barron 1 1)
Inhibicié de I'alliberament de IL-5
Limfocits

erlos )
Inhibicié de la hipotensio i el
broncospasme induits per PAF
Ratolins

IDso 0,44
mg/kg i
0,0096
mg/kg

respectivam
ent

erlos 1 )
Inhibicié del reclutament d’eosinofils al RBA

erlos )
Inhibicioé alliberacié de LTC,
MC de rata

asiadi )
Inhibicié de I'alliberament de TNF-a,
1L(6,8,10,13)
MC (HMC-1 i LAD-2)

1,5,10,25,50
UM

ueralt )
Inhibicié de I'alliberacié d’histamina
MC gos

0,1-30 pM

N/A

erlos )
Inhibici6é de I'agregaci6 plaguetaria
induida per PAF
Conills

0,3-30 UM

N/A
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Thomson asala 11 1 )
Inhibicié6 de MP-1, MP-4,MP-9, IL-18, IL-17,

N/A ; 1 uM
eotaxina
Eosinofils
Levo-
cetirizina
ettecchia 1 )
N/A Inhibicié de I'expressié VCAM-1 0,1-100 uMm
Fibroblasts de polips
ueralt ) hao1 ) 0.0001-1
Inhibicié de I'alliberament d’histamina 0,1-30 uM Inhibicié d’alliberament de citocines ’
Y
MC de gos MC humans
ang 1 3) 0.01-100 o alski1l )
Inhibicié de I'alliberament d’histamina ’ M Inhibicié de I'alliberament d’ECP/triptasa 1-100 uM
MC rata H Polips nasals
Des-
loratadina eller 1 )
N/A Inhibicié de I'alliberament d’histamina 0’03;/'100

MC humans pell

Schroeder 1 )

Inhibicié de I'alliberament d’histamina, IL-4,
1L-13

Basofils

N/A 0,1-10 pM
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HIPOTESI

HIPOTESI PRINCIPAL

El PAF juga un paper destacat en la resposta al-lérgica nasal i, per tant, la

inhibicié de la unié del PAF al seu receptor s tradueix en una inhibicié de la

resposta al.lergica.

HIPOTESIS SECUNDARIES

El PAF t un efecte inflamatori sobre la mucosa nasal i condiciona
principalment el simptomes de congestié nasal i rinorrea.

L'efecte del PAF sobre la mucosa nasal s m s important al subjectes
al-lérgics en comparacié amb els individus sans.

La inhibicié del PAF inhibeix la desgranulacié mastocitaria de forma m s

efectiva que la inhibicié de la histamina.
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OBJECTIUS | PREGUNTES

1. Projecte I: Valoracié de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre els simptomes induits per
PAF en un model de provocacio nasal in vivo

Objectiu General

Avaluar la resposta clinica de la mucosa nasal despr s de I'estimulacié amb el PAF i

I’efecte inhibitori que exerceixen sobre aquesta dos farmacs antihistaminics.

Objectius concrets

1. Comparar la clinica induida per PAF en individus amb rinitis al-lérgica en
comparacié amb individus sans.

2. Comparar I'efecte inhibitori de rupatadina (antihistaminic amb activitat anti-PAF) i
levocetirizina (antihistaminic sense activitat anti-PAF) sobre la clinica de rinitis

induida per PAF en individus sans i amb rinitis al-lérgica.

PREGUNTES QUE INTENTA CONTESTAR L’ESTUDI

1. s capac¢ el PAF d’induir simptomes de rinitis despr s de la seva aplicacié a la
mucosa nasal

2. uins son els simptomes nasals m s importants associats a I'efecte del PAF sobre
la mucosa nasal

3. s diferent I'efecte del PAF sobre la mucosa nasals en els pacients amb rinitis
al-lérgica en comparacié amb individus sans

4. uina s la laténcia d’'aparicidé i desaparicid dels simptomes induits per PAF
administrat en una pauta acumulativa

5. 6n capaces la levocetirizina i la rupatadina d’inhibir els simptomes nasals induits
per PAF

6. On iguals els efectes de levocetirizina i rupatadina als individus sans i als pacients
amb rinitis al-lérgica

6. la rupatadina un efecte inhibitori superior a la levocetirizina sobre els

simptomes nasals induits per PAF
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2. Projecte Il: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre I'alliberament de mediadors
de la inflamacio induida per PAF en mastocits humans

Objectiu general
Comparar I'efecte dels antagonistes del receptor de la histamina ; (desloratadina,
rupatadina i levocetirizina) i dels antagonistes del receptor del PAF ( EB2086,

BN52021, CV6209) sobre la desgranulacié mastocitaria induida pel PAF.

Objectius concrets

1. Estudiar I'efecte induit per PAF sobre I'activacié de cultius de mastocits pulmonars
primaris i de la linia cel-lular LAD-2.

2. Estudiar I'efecte de la desloratadina, rupatadina i levocetirizina sobre I'activaci6
induida per PAF als cultius de mastocits pulmonars primaris i a la linia cel-lular
LAD-2.

3. Estudiar I'efecte del EB2086, BN52021 i CV6209 sobre I'activacié induida per
PAF als cultius de mastocits pulmonars primaris i a la linia LAD-2.

4. nvestigar I'expressié del receptor de PAF als cultius de mastocits pulmonars

primaris i a la linia LAD-2.

PREGUNTES QUE INTENTA CONTESTAR L’ESTUDI

1. enen els antihistaminics rupatadina, levocetirizina, desloratadina, i els
inhibidors del PAF EB2086, BN52021 o CV6209 capacitat per inhibir
I'alliberament de mediadors de la inflamacié induit per PAF en mastocits .
2.Existeixen diferencies entre I'efecte de la rupatadina, la levocetirizina i la
desloratadina sobre l'alliberament de mediadors induit per PAF .

3. s similar I'’efecte de la rupatadina sobre I’alliberament de mediadors induit per
PAF a la dels antagonistes del PAF (  EB2086, BN52021 o CV6209) .

4. enen la rupatadina, la levocetirizina, la desloratadina o els inhibidors dels PAF
( EB2086, BN52021 o CV6209) un efecte diferencial sobre la linia cel-lular LAD-

2 o els cultius de mastocits pulmonars primaris .
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MATERIALS | METODES

Aquest treball es basa en dos models humans d’exposicié al PAF i s’ha dividit en dos
projectes.

El Projecte s un model in vivo de provocacié nasal amb PAF que avalua la
capacitat de PAF per induir simptomes de rinitis en individus sans i amb rinitis
al-lérgica, aixi com I'efecte inhibitori sobre aquests simptomes d'un antihistaminic
simple i d’'un antihistaminic amb efecte dual, antihistaminic i anti-PAF.

El Projecte s un model in vitro en mastocits humans on s’avalua I'efecte del PAF
sobre I'alliberament de mediadors, aixi com I'efecte inhibitori de diversos farmacs
antagonistes del receptor del PAF, antihistaminics simples i un antihistaminic dual,

amb efecte antihistaminics i anti-PAF.

1. Projecte I: Valoracié de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre els simptomes induits per
PAF en un model de provocacio nasal in vivo

Es van avaluar 20 individus, 10 voluntaris sans i 10 pacients diagnosticats de rinitis
al-lérgica estacional. El diagnostic de rinitis al-lergica estacional es va realitzar
mitjancant criteris clinics, i I'existéencia d'un prick test i unes ¢E especifiques
clinicament compatibles.

L’estudi es va dur a terme fora de I'estaci6 pol-linica amb I'objectiu de poder valorar
clarament l'efecte del PAF sobre la clinica nasal i evitar la interferéncia dels
simptomes propis de la pol-linosi dels pacients.

ots els individus estudiats van evitar I'Gs de qualsevol medicament (sobretot
antihistaminics i corticoids) 4 setmanes abans de I'estudi. Es van excloure aquells
subjectes que haguessin patit un quadre de rinitis (de qualsevol etiologia) en els dos
mesos previs a I'estudi.

ots els individus estudiats van ser informats sobre les caracteristiques de I'estudi i
van signar el consentiment informat. EI Comité tic i d’ nvestigacié Clinica de

I’ ospital Clinic de Barcelona va aprovar la realitzacié d’aquest estudi.
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Els individus estudiats van ser sotmesos a una prova de provocacié nasal amb el
diluent del PAF (etanol 4 ) 30 minuts abans (temps -30) d’iniciar I'administracié de
la primera dosi de PAF, amb I'objectiu de descartar I'existéncia d’'una resposta nasal
inespecifica. Posteriorment es van administrar tres dosis creixents i consecutives de
PAF (100 nM, 200 nM i 400 nM) cada 30 minuts (temps 0, 30 i 60 respectivament).

A la figura 8 es pot observar el disseny de I'estudi.

Es tracta d’'un estudi a doble cec realitzat en tres fases. ots els pacients van rebre,
4 dies abans de sotmesos a les provocacions nasals amb PAF, una dosi diaria de
levocetirizina, rupatadina o placebo. ots els farmacs van ser subministrats pels

laboratoris Uriach Pharma (Barcelona).

igura . isseny de | estudi

PAF diluent [PAF 100 nM] [PAF 200 nm] {PAF 400 nm ]

[ 30 minuts | | ominuts | [ 30 minuts | [ 60 minuts | [ 90 minuts | [ 120 minuts | | 240 minuts |
[ rRac || rac |[ RrAc || RAc |[ RrRAc ]| RAc || RAC ]
[ 7ass || 71ass | [ Tass || Tass | [ Tass || Tass | [ Tass |

RAc, Rinometria AcUstica
4, puntuacio total (I'escala visual analogica i I'escala de Likert)

VEMs volum expirat maxim al primer segon
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Subjectives

Les variables subjectives avaluades van ser els simptomes caracteristics de la rinitis,
com son la rinorrea, la congestié nasal, la pruija nasal i els esternuts.

Cada simptoma es va avaluar als temps 0, 30, 60, 90, 120 i 240 minuts utilitzant
dues escales, la escala visual analoga (EVA) i I'escala de Likert. L'EVA s una linia de
10 cm on un extrem (0) marca l'abséncia de simptomes i l'altre extrem (10) la
simptomatologia maxima. En canvi I'escala de Likert ofereix una mesura qualitativa
de 0 a 3, on O es I'abséncia de simptomes, 1 correspon a simptomes lleus, 2 a
simptomes moderats i 3 a simptomes greus. Aixi amb I’'EVA es va valorar cada
simptoma de 0 a 10, i amb I'escala de Likert de O a 3, i els simptomes totals de 0 a
12.

Objectives

La resposta nasal a l'administracié del PAF es va avaluar de forma objectiva
mitjancant rinometria acustica (RAc) als temps 0O, 30, 60, 90, 120 i 240
respectivament.

Aixi mateix es van fer controls espiromeétrics al temps -30 i 240 per descartar un

efecte del PAF sobre la via respiratoria inferior.

Els volums nasal es van avaluar mitjancant rinometria acustica (RAc) (Acoustic
rhinometer ER 2000 RhinoMetrics, Lynge, Dinamarca) s una técnica que permet
una acurada avaluaci6é de la geometria de la cavitat nasal mitjancant la utilitzacié de
la reflexié d’impulsos acustics. Es tracta d’'una técnica no invasiva, rapida i fiable que
permet fer les mesures d’'una manera facil amb una minima col-laboraci6 per part del
pacient (125). La RAc ha demostrat la seva utilitat en el diagnostic de diverses
patologies que cursen amb obstruccié nasal, com la poliposi nasal, gracies a I’elevada
correlaci6 que s’ha evidenciat entre la mesura dels volums per RAc i la
simptomatologia existent (126, 127). D’igual manera la RAc s’utilitza amb éxit per
monitoritzar la resposta a la provocacié nasal amb aspirina que s una de les eines
utilitzades en el diagnostic de la intolerancia als antinflamatoris no esteroidals
(A NEs) (128).

otes les mesures es van realitzar bilateralment a la fossa nasal dreta i a 'esquerra,

i es van repetir tres vegades amb l'objectiu d’assegurar la seva reproduibilitat. Donat
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que els principals canvis a la geometria nasal en resposta a un estimul es donen al
segment m s vascularitzat, es va avaluar el volum nasal comprés entre el

centimetres 2 i 5 (Vol,.s).

El PAF ( igma Aldrich, Madrid, pain) es va dissoldre en etanol 100 i en una

solucié de NaCl al 0.9 p v, 0.25 p v de albumina séerica ( igma Aldrich, Madrid,
pain), per aconseguir una concentraci6 final de 10?M de PAF en una solucié final

d’etanol al 4 . La seleccié de les dosis utilitzades al projecte es va realitzar en

funcié de I'experiéncia prévia publicada a la literatura cientifica (37, 38, 129).

Es van instil-lar 100 | de PAF al cap del cornet inferior de cada fossa nasal

mitjancant una pipeta d’ Eppendorf segons s’ha publicat préviament (128).

Els resultats obtinguts a partir de I'EVA i I'escala de Likert es van expressar com a
mitjana  desviacié estandard (DE). Els volums nasals (ml) es van expressar com la
reduccié de volum respecte al volum existent despr s de la provocacié nasal amb el
diluent del PAF.

Les dades s’han comparat emprant els tests AN VA i t tudent per a dades
aparellades i no aparellades. Els valors de la p per sota de 0.05 es van considerar

significatives.
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2. Projecte Il: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre I'alliberament de mediadors
de la inflamacio induida per PAF en mastocits humans

Es van utilitzar dos tipus de mastocits humans de la linia cel-lular LAD-2 i mastocits

primaris de pulma.

1.Linia cel.lular LAD-2

Els mastocits de la linia cel-lular LAD-2 (Laboratory of Allergic Diseases, National
Institutes of Health, Bethesda, EEUU) van ser incubats amb el medi StemPro-34
Serum Free Media (SFM), complementat amb StemPro-34 Nutrient Supplement, 100
U/ml de penicil-lina, 100 pg/ml d’estreptomicina, 2 mM de L-glutamina i 100 ug/ml
de stem cell factor (SCF). Els cultius es van mantenir a I'incubador a 37°C i 5% CO,
fins a I'inici del protocol experimental.

Les caracteristiques dels mastocits de la linia cel-lular LAD-2 s6n similars a la dels
mastocits humans cutanis, tant en I'expressio del receptor d’alta afinitat per a la IgE
o del receptor kit, como en el contingut d’histamina (130). Aquest fet les fa adients
per a la realitzaci6 d’assaigs d’activaciéo i alliberament, permetent una bona

extrapolacid als fenomens que succeeixen als mastocits humans.

2.Cultiu de mastocits primaris de pulmo

Els cultius primaris de mastocits pulmonars es van obtenir a partir de mostres de
pacients sotmesos a cirurgia pulmonar electiva. Es van incloure tots els pacients dels
que es va poder obtenir un fragment de teixit pulmonar no patologic (confirmat
mitjancant un estudi anatomo-patologic).

Els mastocits es van aillar mitjangcant un sistema de purificacié magnética (seleccié
positiva amb Il'anticos anti-CD117 (Milteny Biotec, Madrid, Spain)) a partir de
mostres de pulmé sa digerides per un metode enzimatic (131). La puresa de les

mostres (>98%) es va valorar mitjancant tincié metacromatica.
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1. Per l'estudi de l'efecte del PAF sobre l'activacié dels mastocits, els cultius de

mastocits van ser estimulats amb diferents concentracions de PAF a diferents temps,
valorant la desgranulacié mitjancant dos assaigs:
« Alliberament de B-hexosaminidasa

e Flux de calci per fluorimetria

Donat que el PAF és inactivat rapidament per I'enzim PAF-acetilhidrolasa (132),
I'efecte del PAF no ha pogut ser estudiat detalladament, especialment als dissenys
experimentals de corbes de temps. Per aquest motiu, als estudio in vitro s’utilitza un
analeg no metabolitzable del PAF (C-PAF), de manera que els efectes observats seran

causats pel PAF i no per cap dels metabolits resultants de la seva inactivacio.

2. Per l'estudi de I'efecte de la desloratadina, rupatadina i levocetirizina, aixi como
per I'efecte del WEB2086, BN52021 i CV6209 sobre I'activacié de mastocits induida

per PAF, els cultius es van pre-incubar (30 minuts) amb diferents concentracions
dels diferents farmacs (segons publicacions prévies revisades). Amb linia cel-lular
LAD-2 es van realitzar assaigs d’alliberament d’histamina i de B-hexosaminidasa. En
el cas dels cultius primaris de mastocits de pulmé es van realitzar Unicament assaigs
d’alliberament d’histamina donat les Ilimitacions en el nombre de mastocits

disponibles.

3.L’estudi de I'expressié del receptor de PAF a la linia cel-lular LAD-2 es va realitzar

mitjancant Western Blot. De la mateixa manera es va corroborar la preséncia del

receptor de PAF als cultius primaris de mastocits pulmonars (17).

Assaig d alliberament de B-hexosaminidasa

L'analisi de la secreci6 de B-Hexosaminidasa, mediador contingut als lisosomes
cel-lulars dels mastocits, s’utilitza com a mesura de la desgranulacié mastocitaria. Es
tracta d’'una analisi colorimétrica amb resultats comparables amb els assaigs

d’alliberament d’histamina (133).

Inicialment es van realitzar corbes de temps (5, 15 i 30 minuts) i dosi resposta (1 i 10
MM). Després de la incubacié amb els diferents estimuls, es va realitzar una nova

incubacié amb P-nitrofenil N-acetil-beta-D-glucosaminida a una concentracié de 1,3
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mg/ml en un tampé de citrat de sodi 0,1 M (pH 4,5). La reaccié es va aturar afegint
un tampé de carbonat de sodi 0,2 M (pH 10,7). Finalment es va determinar
I'absorbancia de 4-P-nitrophenol. L’activitat resultant s’expressa com el percentatge
de la resposta maxima (mostres tractades amb Trité (lisats cel-lulars) x 100).
Alliberament de B- exosaminidasa alliberament de les mostres - alliberament

espont nia) alliberament m xim - alliberament espontani) x 1

Assaig d avaluaci del flux de calci

Els canvis a la concentracié del calci intracel-lular s6n responsables de Il'activacié de
multiples processos cel-lulars i s’utilitza com a mesura indirecta d’activacio cel-lular.
Per a I'estudi de I'efecte del PAF sobre el flux de calci intracel-lular es van realitzar
corbes de dosi resposta amb 1, 10 i 50 uM. Les mostres amb les diferents condicions
experimentals es van incubar amb una sonda fluorimétrica (Fluo4/AM) i la

fluorescéncia es va monitoritzar mitjancant un fluorimetre (Modulus™ 11

Microplate
Multimode Reader, Turner Biosystems, EEUU). La concentracié de calci s’expressa

como RFU (unitats relatives de fluorescéncia).

Assaig d alliberament d histamina

Els assaigs d’alliberament d’histamina es van realitzar mitjancant técniques de ELISA
(Assaig per immunoabsorcié lligat a enzims) amb un kit comercial per histamina
(Immunotech, Beckman Coulter Co., Alemanya). Els resultats s’expressen com el
percentatge d’histamina alliberada, una vegada que s’ha restat la histamina
alliberada de forma espontania. Els limits de la corba estandard van de 0 nM a 104
nM.

S S- A EI estern-Blot

Per determinar I'expressié del receptor de PAF a la linia cel-lular LAD-2 va ser
necessari realitzar inicialment una electroforesis de proteines (SDS-PAGE 10%) i
posteriorment un Western-Blot. La transferéncia a una membrana de nitrocelulosa
(PVDF) es va realitzar mitjangcant un sistema semi-sec. Una vegada finalitzada la
transferéncia es va incubar la membrana amb I'anticos d’interés, en el nostre cas:
anti-receptor del PAF (Cayman Chemical, Michigan, EEUU). El revelat es va realitzar
amb el Supersignal Chemioluminiscence Substrate, utilitzant pel-licules Curix RP2
Plus pel revelador CURIX AGFA 60. El pes molecular del receptor del PAF s’expressa
en kilodaltons (kDA).
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Avaluaci de la toxicitat de A iels f rmacs antagonistes del A

La tinci6 de rypan Blue es va utilitzar per a determinar el nimero de cél-lules
viables en un suspensié cel-lular. Es basa en el principi de que les ceél-lules vives
posseeixen una membrana cel-lular intacta que evita I’entrada de determinats tints a
nivell intracel-lular, com el rypan Blue, fet que no succeeix a les que estan mortes
al estar la seva membrana malmesa. Es va realitzar una suspensio cel-lular amb tint
i es va avaluar la viabilitat, comptant les cel-lules tenyides de blau (mortes) i las no
tenyides (vives) (134).

Les dades es mostren como a mitjana desviacié estandard (DE). L’analisi estadistica
es va realitzar mitjancant proves t de tudent o analisi de la variancia (AN VA) en

funci6 de les variables. Una p 0.05 s’ha considerat estadisticament significativa.
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RESULTATS

1. Projecte I: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre els simptomes induits per
PAF en un model de provocacio nasal in vivo

Les caracteristiques demografiques d’ambdés grups i el perfil de sensibilitzacié
al-lérgica del grup de pacients amb rinitis al.lérgica es poden veure a la taula 3 i la
taula 4. ots els pacients estudiats van resultar ser monosensibles a pol-len de
graminies o plataner d’'ombra.

No es van observar diferéncies significatives entre els individus amb rinitis al-lérgica

estacional i els voluntaris sans en cap de les variables avaluades.

Taula 3. Caracter sti ues basals demogr fi ues i cl ni ues dels individus estudiats

Pacients amb rinitis al-lérgica

Individus sans

estacional
Edat, mitjana (DE) 30,4 (2,5) 30 (6)
Dones, n (%) 5 (50) 6 (60)
Vol,.5 RAc, mitjana
(DE) 6,3 (1,7) 6,1 (0,9)
T4SS, mitjana (DE) 0,1 (0,3) 0,3 (0,4)
VEMSs, mitjana % (DE) 102,9 (7,7) 94,1 (10,1)

DE desviaci6 estandard
RAc Rinometria Acustica

4 puntuacio total de simptomes que inclou els valors corresponents a I’escala de Likert i I'escala analogica visual
VEMs Volum expirat maxim en el primer segon

Taula . erfil de sensibilitzaci dels pacients amb rinitis al | rgica estacional
Pacient Pol-linosi IgE especifica

1 Graminies Classe 4

2 Plataner d’'ombra 17.7 KU/L (classe 4)
3 Plataner d’'ombra 1.78 KU/L (classe 2)
4 Graminies 82.5 KU/L (classe 5)
5 Graminies 8.7 KU/L (classe 3)
6 Graminies 25.7 KU/L (classe 4)
7 Plataner 3.2 KU/L (classe 2)
8 Plataner 1.35 KU/L (classe 1)
9 Plataner 2.23 KU/L (classe 2)
10 Graminies 41.8 KU/L (classe 4)
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La provocacié nasal amb el diluent del PAF (etanol 4 ) no va provocar un increment
en els simptomes nasals o un canvi en el volum nasal ni en els individus sans ni amb
els pacients amb rinitis al.lérgica.
Simptomes respiratoris nasals

L’'administracié de PAF de forma progressiva i incremental (100, 200 i 400 nM)
(figura 8) va produir un augment dels simptomes (valorat amb la escala de Likert i
'’EVA) de manera dosi-depenent en tots els dos grups estudiats (individus sans i
pacients amb rinitis al-lérgica). L’increment de simptomes, valorats de forma
conjunta ( 4 ), comenca a ser significatiu ja als 60 minuts i les puntuacions
maximes, tant mesurats amb I'escala de Likert com amb I'EVA, es van observar als
120 minuts. No es va observar una milloria clinica significativa fins als 240 minuts
(figures 9A i 9B). L’obstruccié nasal va ser el simptoma m s important, tant en
intensitat com en durada i d’altres simptomes com la rinorrea, els esternuts o la
pruija nasal van ser menys rellevants (taula 1 de I'annex i figura 10 (A, B, C, D)).

ot i que els simptomes van ser en general superiors al grup de pacients amb rinitis

al.lérgica, aquestes diferéncies no van ser estadisticament significatives.
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igura . Efecte del A administrat en dosis creixents sobre |evoluci dels s mptomes,
mesurat mit an ant | escala de ikert A) i lescala visual anal gica B). Al temps 1 i
lincrement dels s mptomes respecte al minut despr s de la provocaci amb diluent)

era estad sticament significativa p . ), tant mesurat amb | escala de ikert com amb IE A.

A)

PAF100nM  PAF200nM  PAF 400 nM

: & 3

— ¥
*

DOVoluntaris Sans

d.x
1%

¥ Pacients amb RA

TA4SS (escala de Likert)
o

-30 0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)

*p<0.05
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(B)

PAF 100 nM PAF 200 nM PAF 400 nM

i 4 3 .

160

140

120

100

OVoluntaris Sans

TA4SS (EVA)
0
S

* M Pacients amb RA

60

40

20 _|_

-30 0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)

*p<0.05

4 puntuacio total de simptomes
EVA escala visual analogica
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igura 1 . Efecte del A sobre els s mptomes nasals individuals obstrucci nasal A),
rinorrea B), pru a nasal C) i esternuts )) avaluats mit an ant |lescala de ikert en
voluntaris sans i pacients amb rinitis al.l rgica. ). es difer ncies entre els valors als ,
1 o minuts i els valors basals -3 i minuts) no van resultar estad sticament
significatius. Tampoc es van observar difer ncies estad sticament significatives entre els

voluntaris sans i els pacients amb RAE en cap dels s mptomes individuals ni en cap dels temps

avaluats
(A)
Obstruccié Nasal
3
25
2
t
$ -
=]
Q
1.5
3 DOVoluntaris Sans
[+]
8
& ¥ pacients amb RA
1
i
0 M
0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)
(B)

Rinorrea

25

15
Ovoluntaris Sans

Escala de Likert

- -[ T M Pacients amb RA
1

0.5

0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)
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©

(D)

Pruija Nasal

2.5

15

Escala de Likert

DOVoluntaris Sans
] ] M Pacients amb RA

0 30 60

90 120 240

Temps (minuts)

Esternuts

25

15

Escala de Likert

DOVoluntaris Sans

I T B Pacients amb RA

0 30 60

90 120 240

Temps (minuts)

45



Volums nasals

El PAF va provocar una reduccié del volum nasal (Vol..5) que al minut 90 era superior
al 25 respecte al basal. Al igual que els simptomes, la reduccié6 maxima de volum
es va observar als 120 minuts. ot i que els pacients van referir una milloria clinica
dels simptomes evident als 240 minuts, l'obstruccié6 nasal mesurada de forma

objectiva mitjancant RAc era encara important (figura 11).

igura 11. Efecte del A administrat en dosis creixent sobre la reducci del volum nasal ol

). Al minut , 1 i la reducci del volum nasal respecte al minut despr s de la
provocaci amb diluent) era estad sticament significativa p . 1).
PAF 100 nM PAF 200 nM PAF 400 nM
0 30 60 90 120 240 Temps (minuts)

8.00 L L L L L ;

*
¥

@» @» \/oluntaris Sans

B T

o
o
S
.
f ;
*
*
—————— ¥
d *

}
]
!
!

e Pacients amb RA

Volume (ml)
S
o
o

* %

*
*

3.00 l

2.00

p 0.01
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Simptomes respiratoris pulmonars
L’administracié nasal de PAF no va induir simptomes respiratoris pulmonars i la

funcié pulmonar (VEMs) no es va modificar respecte al valor mesurat al inici de la

provocacio (figura 12).

igura 1 . Efecte de la provocaci nasal amb A sobre els valors de E s a linici de la

provocaci i als minuts, en individus sans i pacients amb rinitis al.l rgica.
No es van observar difer ncies estad sticament significatives ni entre els valors basals i els
mesurats als minuts, ni entre els voluntaris sans i els pacients amb rinitis al.l rgica.
150+
[C] Voluntaris sans
~ 100 . Pacients amb RA
3
N
=
w
> 50+
0

0 240

Temps (minuts)
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Simptomes nasals

La levocetirizina i la rupatadina no van demostrar cap efecte significatiu sobre els
simptomes ni en els individus sans ni en els pacients amb rinitis al.lérgica. No es
varen observar diferéencies en les puntuacions respecte al placebo ni amb I’'escala de
Likert (figura 13A i 13B) ni amb I'EVA (figura 14A i 14B). Al valorar l'area sota la
corba (AUC) de les puntuacions obtingudes del 4 mitjancant Likert en el grup de
pacients amb rinitis al-lergica, varem observar que la rupatadina disminueix de
forma significativa els simptomes en comparacié amb placebo, efecte que no
s’observa amb la levocetirizina (figura 15A i 15B) (taula 5).

L'avaluacid dels simptomes de forma individual (obstruccié nasal, rinorrea, esternuts
i prurija nasal) va corroborar que ni la levocetirizina ni la rupatadina eren capaces de
millorar cap dels simptomes induits per PAF en comparacié amb el placebo, ni en el
cas dels pacients amb rinitis al.lérgica ni en els voluntaris sans (Figura 16 (A,B,C,D)
i 17 (A,B,C,D)).

igura 13 Efecte del A sobre els s mptomes nasals avaluats mit an ant | escala de ikert en
individus sans A) i amb rinitis al.l rgica B) en tractament amb placebo, levocetirizina o
rupatadina. Tot i ue lincrement de s mptomes respecte al basal minut ) s estad sticament
significatiu figura A), no existeixen difer ncies estad sticament significatives entre els
s mptomes induits per A en els tres grups evaluats placebo, levocetirizina, rupatadina) ni

entre individus sans i amb rinitis al.l rgica.

A

Voluntaris Sans

L OPlacebo
& Levocetirizina
-I- M Rupatadina
' ‘|'
0 30 60 90 12

0
0 240

T4sS Escala de Likert
w s

N

Temps (minuts)
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(B)

Pacients amb RA

4 —! OPlacebo

- i Levocetirizina

T4SS Escala de Likert

"I M Rupatadina

) 1 T LT

0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)

igura 1 . Efecte del A sobre els s mptomes nasals mesurats mit an ant | escala visual
anal gica E A) en voluntaris sans A) i pacients amb rinitis al.l rgica B) en tractament amb
placebo, levocetirizina o rupatadina. Tot i ue lincrement de s mptomes respecte al basal
minut ) s estad sticament significatiu figura B), no existeixen difer ncies estad sticament
significatives entre els s mptomes induits per A en els tres grups evaluats placebo,

levocetirizina, rupatadina) ni entre individus sans i amb rinitis al.l rgica.

A

Voluntaris Sans
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= 4 W Levocetirizina
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(B)

Pacients amb RA

10

. 1
<
>
] DOPlacebo
g
= 4 i Levocetirizina
W Rupatadina
3
5 S
Ny 11l
Ll ol | e |
0
0 30 60 90 120 240

Temps (minuts)

igura 1 . Efecte del A sobre els s mptomes evaluats amb | escala de ikert. Comparaci de
I rea sota la corva A C) en individus sans A) i pacients amb rinitis al.l rgica B) en
tractament amb levocetirizina o rupatadina i el placebo. No s observen difer ncies entre les
A C dels individus sans tractats amb levocetirizina o rupatadina respecte al placebo. En canvi,
els pacients amb rinitis al.l rgica tractats amb rupatadina presenten una disminuci del T SS
estad sticament significativa en comparaci amb placebo p . ), fet ue no sobserva amb

la levocetirizina.

(A) Voluntaris Sans
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(B)

Pacients amb RA

. /\
/ \
/ A\

@s==Placebo

@mm==| evocetirizina

TA4SS Escala de Likert
N
wv

@emmmRupatadina

T a—
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Temps (minuts)

p=0.05

Taula . Efecte de levocetirizina i rupatadina sobre els s mptomes nasals avaluats mit an ant
l escala de ikert i sobre la disminuci del volum nasal indut per A als voluntaris sans i a
pacients amb rinitis al.l rgica. a rupatadina va disminuir els s mptomes T SS) mesurats
mit an ant | escala de ikert en pacients amb rinitis al.l rgica en comparaci amb placebo.

Efecte ue no es va observar amb la levocetirizina.

Placebo 363 195 570 285
Levocetirizina 354 238 373 235
Rupatadina 327 263 262 256
Placebo 440 253 432 191
Levocetirizina 462 261 370 239
Rupatadina 332 242 350 227

p 0.05
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igura 1 . Efecte del A sobre els s mptomes nasals individuals obstrucci nasal, rinorrea,
esternuts i prur a nasal) mesurats mit an ant | escala de ikert en voluntaris sans i pacients
amb rinitis al.l rgica en tractament amb levocetirizina. No es van observar difer ncies
estad sticament significatives entre els temps , ,1 i amb els temps 0 3 minuts.

Tampoc es van observar difer ncies respecte al placebo.
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igura 1 . Efecte del A sobre els s mptomes nasals individuals obstrucci nasal, rinorrea,
esternuts i prur a nasal) mesurats mit an ant | escala de ikert en voluntaris sans i pacients
amb rinitis al.l rgica en tractament amb rupatadina. No es van observar difer ncies
estad sticament significatives entre els temps , ,1 i amb els temps 0 3 minuts.

Tampoc es van observar difer ncies respecte al placebo.

(A)
Obstruccié Nasal - Rupatadina
3
25
2
t
g -
=
Q
15
E OVoluntaris Sans
[+]
o
& H Pacients amb RA
1 T
0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)
(B)

Rinorrea - Rupatadina

2.5

|

] T ¥ Pacients amb RA

DOVoluntaris Sans

Escala de Likert

05 T T T

0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)

54



©

Pruija Nasal - Rupatadina

25

1.5

DOVoluntaris Sans

Escala de Likert

¥ pacients amb RA

0s T I T

0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)

(D)

Esternuts - Rupatadina

2.5

15

DOVoluntaris Sans

Escala de Likert

™ Pacients amb RA

o]

0 30 60 90 120 240
Temps (minuts)




Volums nasals

Ni la rupatadina ni la levocetirizina van demostrar cap efecte sobre la reduccid dels
volums nasal despr s de la provocacié amb PAF. ot i que en el grup d’individus sans
la rupatadina semblava reduir I'obstruccié nasal, aquest efecte no va ser

estadisticament significatiu (figura 18A i 18B)(taula 5).

igura 1 . Efecte de levocetirizina i rupatadina sobre la disminuci del volum nasal induit per
A i mesurat mit an ant rinometria ac stica en voluntaris sans A) i en pacients amb rinitis
al.l rgica B). Toti ue la disminuci del volum en els voluntaris sans i els pacients amb rinitis
al.l rgica tractats amb la rupatadina s menor ue lobservat amb el placebo o Ila

levocetirizina, a uestes difer ncies no foren estad sticament significatives.
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2. Projecte Il: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre I'alliberament de mediadors
de la inflamacio induida per PAF en mastocits humans

Es va avaluar la supervivéncia dels mastocits (tinci6 amb rypan Blue) despr s de
I'estimulacié amb el PAF a dosis de 1, 10 i 50 M, aixi com amb la rupatadina 1, 5,
10, 25i 100 M, la desloratadina a dosis de 1,5,10,100 M, la levocetirizina a dosis
de 1,10,100 nM i 1, 5, 10, 25, 100 M, el EB2086 a dosis de 1,10,100 M, el
BN52021 a dosis de 1,10,100 M i el CV6209 a dosis de 0.2y 2 M.

La desloratadina i la rupatadina a dosis de 100 uM van ser les Uniques dosis testades
que van induir un mortalitat del 7 , lleugerament superior al 6 induit pel control

(DM 1 )oal6 corresponent ala mortalitat espontania ( aula 6).

Taula . Resultats de |avaluaci de la toxicitat del A , la rupatadina, la levocetirizina, la
desloratadina, el EB , el C i el BN 1 a la I'nia cel lular A - . Els resultats

s expressen con el percentatge de mast cits morts )-

1nM | 10nM | 100nM | 02uM | 1uM [ 2uM [ 5uM | 10uM | 25 uM | 50 uM | 100 uM
PAF 5 5 6

WEB2086 4 6 5

BN52021 4 5 5
CV6209 5 4

Desloratadina 4 5 5 7

Levocetirizina 5 5 4 5 5 6 6 5

Rupatadina 5 6 4 5 7

[ T T e s T T S —
DMSO 1% 6
Mortalitat 6
espontania
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2.2.1 A mastocits de la linia cel-lular LAD-2

Assaig d’alliberament de 8-hexosaminidasa

Els assaigs de dosi-resposta amb dues dosis de PAF (1 i 10 M) i els assaigs de
temps-resposta amb tres temps (5, 15 i 30 minuts) a la linia cel-lular LAD-2 van
demostrar que la resposta de LAD-2 a I'estimulacié amb el PAF s depenent de la
dosi i el temps d’incubacié. al i com es pot veure a la figura 19, la dosi i el temps
optims pels assaigs d’activaci6 mastocitaria van ser 10 M i 30 minuts

respectivament. ots els experiments que es descriuen a continuacié, es van

realitzar amb un estimul de PAF de 10 M incubat durant 30 minuts.

igura 1 . Resum dels resultats de | efecte del A sobre | alliberament de S-hexosaminidasa a

lalniacellular A - n ). Assaigs de dosi-resposta i temps-resposta.
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PAF 10 uM - - - 5 15 30

Temps (minuts)

I P <0-0001

o PAF1 pM  PAF1 pM PAF 10 pM PAF10 yM  PAF 10 pM

SSliEeiisiEe Lobllel 15 min 30 min 5 min 15 min 30 min
Minim 2,90 8,64 16,95 1,62 9,54 29,76

250 Percentil 2,92 8,64 16,95 1,62 11,50 29,94
Mediana 3,20 11,30 18,28 2,46 18,30 30,53

75% Percentil 3,85 13,95 19,6 3,31 23,88 39,94
Maxim 4,00 13,95 19,6 3,31 27,98 43,06
Mitjana 3,32 11,30 18,28 2,46 18,49 33,47
Desviaci6 Estandard 0,49 3,75 1,87 1,19 6,54 6,40
Error Estandard 0,24 2,65 1,32 0,84 2,18 3,20
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Assaigs de flux de calci

El PAF (1,10 i 50 M) van induir un increment en el flux de calci depenent de la
dosis. De manera que PAF a1 M no va mobilitzar calci (similar al control negatiu) i
les dosis de 10 i 50 M van induir el maxim flux (figura 20). Les diferéncies

observades entre la dosis de 10 M i 50 M no van ser estadisticament significatives.

igura . Resum dels resultats de | efecte del A sobre lactivaci de la | nia cel lular A -
flux de calci). Assaigs de dosi-resposta n 3). A 1 i indueixen un flux de calci
estad sticament significatiu p . 1) respecte al placebo.
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Estadistica Control PAF 50 pM PAF 10 puM PAF 1 pM
Minim 3116 3378 3138 2824
25% Percentil 3226 7072 6367 2825
Mediana 3263 7105 6407 2846
75% Percentil 3313 7161 6501 2898
Maxim 3352 7290 6591 2961
Mitjana 3263 6790 6142 2863
Desviacié Estandard 64,07 1134 999,20 44 .88
Error Estandard 19,32 341,80 301,30 13,53
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2.2.2. A cultius primaris de mastocits pulmonars

Assaigs d’alliberament d’histamina

Es van realitzar assaigs dosi-resposta amb dues dosis de PAF 1 i 10 gyM en mastocits
humans als 5 i als 15 dies després del seu aillament. Es va observar una resposta
depenent de la dosi, que va ser més important als mastocits amb 15 dies
d’aillament. Els resultats s’expressen com el percentatge relatiu d’alliberament

respecte a la dosi que indueix I'alliberament maxima (figura 21).

igura 1. Resum dels resultats de | alliberament d histamina en resposta a | estimulaci amb
A en mostres de mast cits humans a llats a partir de teixit pulmonar: dies versus 1 dies
n 1). Els resultats s expressen com el percentatge relatiu d alliberament d histamina respecte

a la dosi ue indueix | alliberament m xim.
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Assaigs d’alliberament de 8-hexosaminidasa

Els antagonistes del PAF EB2086 i BN52021 no van ser capacos d’inhibir
significativament [l'alliberament de -hexosaminidasa amb cap de la tres dosis
testades (1,10 i 100 M) (figura 22A i 22B). En canvi 'antagonista del PAF CV6209
va inhibir de forma estadisticament significativa I'alliberament de -hexosaminidasa

induida per PAF a las dues dosis testades (0.2 i 2 M) (figura 22C).

igura . Resum de | efecte de | antagonista del A EB n ) A), BN 1 n ) B)
i C n ) C) sobre lalliberament de B-hexosaminidasa induda per A a la Inia
cel lular A - .
p 0.001
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Estadistica Control PAF PAF+WEB2086 1 M PAF + WEB2086 10 uM PAF + WEB2086 100 pM
Minim 256 11,59 13,24 12,32 12,97
25% Percentil 2,78 13,23 17,02 13,62 12,97
Mediana 3,05 20,04 25,25 22,39 18,28
75% Percentil 3,55 29,12 28,94 30,18 23,59
Maxim 4,50 32,53 32,29 31,15 23,59
Mitjana 3,21 20,95 23,43 22,06 18,28
Desviacié Estandard 0,68 8,40 7,02 8,66 7,51
Error Estandard 0,28 3,76 3,14 4,33 5,31
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(B) p 0.05
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p-Hexosaminidase elease (%)

O-
PAF10uM - + - - -
BN52021 - - 1uM  10uM 100 uM

Estadistica Control PAF PAF + BN520211 pM PAF + BN52021 10 uM PAF + BN52021 100 pM
Minim 2,10 18,14 15,14 15,20 14,97
25% Percentil 2,10 18,14 15,14 15,20 14,97
Mediana 3,20 23,49 19,78 19,43 15,78
75% Percentil 5,00 23,64 27,11 26,31 21,13
Maxim 5,00 23,64 27,11 26,31 21,13
Mitjana 3,43 21,76 20,68 20,31 17,29
Desviacié Estandard 1,46 3,13 6,03 5,61 3,35
Error Estandard 0,84 1,81 3,48 3,24 1,93
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Estadistica Control PAF + CV6209 0,2 pM PAF + CV6209 2 pM

Minim 3,40 11,14 1,34 0

25% Percentil 4,40 12,44 6,52 3,41
Mediana 4,90 16,74 8,69 8,20

75% Percentil 5,50 22,07 14,50 10,77
Maxim 6,70 31,38 17,52 19,43
Mitjana 4,99 17,92 9,91 7,88
Desviacié Estandard 0,87 6,11 5,63 6,20

Error Estandard 0,22 1,76 1,70 1,87

p 0.0001
p 0.005
p 0.0005
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Assaigs d’alliberament d’histamina
Donat que Unicament I'antagonista del PAF CV6209 va demostrar capacitat
inhibitoria sobre I'alliberament de B-hexosaminidasa, la inhibicié de I'alliberament

d’histamina es va provar Unicament amb aquest antagonista del PAF (figura 23).

igura 3. Resum dels resultats de |efecte de |antagonista del A C sobre

| alliberament d histamina indutper A alalniacellular A - n )

30+

T+
20+

10+

% Alliberament d'Histamina

PAF 10 uM - + +

CV6209 - - * p 0.0001
T b 0.005

Estadistica CONTROL PAF + CV6209 2 uM
Minim 4,44 12,02 8,23
25% Percentil 4,66 14,20 9,05
Mediana 7,64 15,28 11,28
75% Percentil 9,72 17,75 12,47
Maxim 9,95 18,87 13,11
Mitjana 7,34 15,62 10,91
Desviaci6 Estandard 2,35 2,35 1,84
Error Estandard 0,96 0,96 0,75
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Assaigs d’alliberament d’histamina
Donat que ni el EB2086 ni el BN52021 havien demostrat capacitat inhibitoria a la
linia cel-lular LAD-2, es va decidir testar Unicament el CV6209 als mastocits humans

aillats a partir de teixit pulmonar (figura 24).

igura . Resum dels resultats de |efecte de |antagonista del A C sobre
| alliberament d histamina indu t per A a cultius primaris de mast cits de pulm n )
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Estadistica Control CV6209 2 puM
Minim 9,79 18,58 13,15
25% Percentil 11,16 18,79 13,36
Mediana 15,99 19,81 14,14
75% Percentil 16,79 20,44 14,33
Maxim 16,81 20,53 14,35
Mitjana 14,65 19,68 13,95
Desviacié Estandard 3,31 0,86 0,55
Error Estandard 1,65 0,43 0,27
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2.5.1. A la linia cel-lular LAD-2.

Assaigs d’alliberament de 8-hexosaminidasa

Cap de les dosis testades de la desloratadina (1,10,100 pM) van inhibir I'alliberament
de B-hexosaminidasa induida per PAF (figura 25A). En canvi, la levocetirizina
(1,10,100 nM i 1 yM) va demostrar inhibir amb la m s gran de les dosis (1 uM)
(figura 25B i 25C). Per aquest motiu, malgrat i que es tractes de dosis molt superiors
a les referides a la literatura, es van realitzar assaigs a dosis de 1, 5, 10, 25 i 100
MM. D’aquesta manera es van observar una inhibicié estadisticament significativa de
I'alliberament induida per PAF a la dosi de 5 M. La rupatadina va demostrar la seva
capacitat per inhibir I'alliberament de B-hexosaminidasa induida per PAF a les dosis
de 5, 10 i 25 uM, tot i que nom s va ser estadisticament significatiu a les dosis de 5 i
10 pM (figura 25D). La desloratadina 1, 10 i 100 uM i la rupatadina 100 gM van
induir l'alliberament de B-hexosaminidasa perd no de forma estadisticament

significativa.
Figura 25. Efecte de la desloratadina (1-100 yM) (A), la levocetirizina (1 nM-1 uM) (B) i (1-
100 yM) (C) i la rupatadina (5-100 uM) (D) sobre I'alliberament de B-hexosaminidasa a la linia

cel-lular LAD-2 (n=6)
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- PAF + PAF + PAF +
Estadistica Control DL1 M DL 10 uM DL 100 M
Minim 2,30 9,60 15,22 19,58 19,20
250 Percentil 3,12 11,63 15,30 19,70 19,20
Mediana 4,05 20,94 20,55 24,99 24,34
75% Percentil 512 23,69 26,87 31,64 29,48
Maxim 5,20 37,31 27,60 32,21 29,48
Mitjana 4,02 20,17 20,98 25,44 24,34
Desviaci6 Estandard 1,09 9,30 5,49 6,57 7,27
Error Estandard 0,44 3,51 2,24 3,29 5,14
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p 0.005

Estadistica

Control

PAF +
LEV 10 nM

PAF +
LEV 100 nM

PAF +
LEV 1 pM

. 3,30 11,60 11,19 5,35 11,57 9,20
Minim
250 Percentil 4,13 12,10 11,81 7,85 12,19 9,35
. 4,63 16,00 17,34 23,35 14,66 10,20
Mediana
. 6,01 23,90 21,69 33,06 30,05 12,59
75% Percentil
. 6,95 25,70 21,92 33,63 34,98 15,49
Maxim
. 4,96 17,30 16,95 21,42 18,97 11,07
Mitjana
Desviacié Estandard 1,12 6,30 5,32 13,45 10,79 2,29
0,42 3,10 2,66 6,72 5,39 0,86

Error Estandard
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p 0.0001 p 0.01

Estadistica Control PAF + PAF + PAF + PAF + PAF +
LEV1 uyM LEV5 uM LEV 10 uM LEV 25 uM LEV 100 uM
Minim 3,73 11,2 9,20 8,74 9,58 9,13 8,83
0,
Pefc?e/;til 3.83 15 9,35 8,83 9,68 9,83 10,62
Mediana 4,34 13,4 10,20 9,88 10,77 11,57 13,01
0,

Pezge/;til 4,61 18,2 12,59 10,33 12,57 13,17 16,03
Maxim 4,63 19,3 15,49 13,68 13,48 16,83 16,85
Mitjana 4,26 14,6 11,07 10,21 11,1 12,09 12,88

ED;?QSZL‘; 0,41 3,50 2,29 1,65 1,58 2,53 2,96

Esgrr]‘;;r q 0,20 1,56 0,86 0,62 0,64 0,95 1,12
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Alliberament de p-Hexosaminidasa (%)
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p 0.005
p 0.05
p 0.005
‘ Estadistics control PAR RUPF;AELM RUTDAlli)erM RU||33A2F5+|.|M RUFF:?gOerM ‘
Minim 3,21 10,39 7,18 3,87 2,21 13,47
259% Percentil 3,22 10,46 8,42 4,33 6,77 15,86
Mediana 3,88 13,92 10,32 7,69 10,58 23,31
759% Percentil 4,32 18,85 12,32 10,60 12,81 24,43
Maxim 5,24 20,04 12,54 11,41 12,97 24,78
Mitjana 3,91 14,53 10,24 7,58 9,56 20,97
Desviaci6 Estandard 0,74 4,17 2,07 3,04 3,99 4,76
Error Estandard 0,30 1,70 0,85 1,24 1,63 1,94
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Assaigs d’alliberament d’histamina

La desloratadina va inhibir I'alliberament d’histamina amb les dosis de 1, 5i 10 M,
tot i que nom s va ser estadisticament significatiu a la dosi de 10 M. La
levocetirizina va inhibir amb totes les dosis provades, pero I'efecte va ser
estadisticament significatiu nom s a 1,5,10 i 25 M. La rupatadina va inhibir
I'alliberament d’histamina induida per PAF a les dosis de 1, 5, 10 i 25 M, malgrat
que nom s va ser estadisticament significatiu per les dosis de 1, 5i 10 M . La
desloratadina i la rupatadina 100 M van induir I'alliberament d’histamina perd no de
forma estadisticament significativa. Finalment, no es van observar diferéncies entre
cap de les dosis de la desloratadina, la levocetirizina o la rupatadina (figura 26A, 26B
i 26C).

igura . Resum de la desloratadina A), la levocetirizina B) i la rupatadina C) sobre
| alliberament d histamina indut per A alalniacellular A - n ).
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Control AR PAF+ PAF+ PAF+ PAF+ PAF+
ONto DL1pyM DL5pyM DL 10yM DL25puM DL 100 pM
Minim 4,40 12,02 8,23 9,13 9,15 11,04 17,75
25% Percentil 4,66 14,20 9,04 10,70 11,01 11,82 19,85
Mediana 7,64 15,28 11,28 13,05 13,49 13,01 21.43
75% Percentil 9,71 17,75 12,47 14,24 14,50 14,43 22,34
Maxim 9,95 18,87 13,11 16,62 14,75 14,62 22,74
Mitjana 7,34 15,62 10,91 12,75 12,82 13,02 21,02
Desviacio 2,35 234 1,84 249 2.10 1,38 1,78
Estandard
Error 0,95 0,95 0,75 1,02 0,85 0,56 0,72
Estandard
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Levocetirizina - - 1uM 5uM 10 uM 25 uM 100 uM
p 0.001
p 0.05
PAF+ PAF+ PAF+ PAF+ PAF+
il PAR LEVIpM LEV5uM LEV10pM LEV25uM  LEV 100 pM ‘
Minim 4,40 12,02 8,05 7,87 7,83 6,74 8,63
25% Percentil 4,66 14,20 8,70 9,39 9,74 10,07 11,42
Mediana 7,64 15,28 11,27 11,54 11,28 12,28 13,61
75% Percentil 9,71 17,75 14,73 14,56 13,72 13,58 14,67
Maxim 9,95 18,87 16,77 14,74 14,21 14,88 15,66
Mitjana 7,34 15,62 11,72 11,68 11,42 11,75 13,03
Desviacio 2,35 234 3.36 2,69 236 279 246
Estandard
Error
Estandard 0,95 0,95 1,37 1,10 0,96 1,14 0,99
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il PAR RUP1uM RUP5uM RUP10uyM RUP25uM  RUP 100 pM ’

Minim 4,40 12,02 8,60 7.21 7.56 7.25 15,22

25% Percentil 4,66 14.20 9.95 9.55 9.19 9.49 16,67

Mediana 764 15.28 11,65 11,49 11,28 1352 20,06

75% Percentil 9.71 17.75 12,93 12,45 12,67 16.19 20,69

Maxim 9.95 18.87 15.71 14,05 1311 16,41 21,00

Mitjana 734 15.62 11,67 11,08 10,91 12,84 19,01

Desviacio 2,35 234 234 2,25 2,01 3,60 2.30
Estandard

Error 0,95 0,95 0,95 0,92 0,82 1,47 0,93
Estandard
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2.5.2. A un cultiu primari de mastocits pulmonars

Assaigs d’alliberament d’histamina

La rupatadina 10 pM va inhibir l'alliberament d’histamina induia per PAF als

mastocits humans aillats a partir de mostres de pulmdé de forma estadisticament

significativa (p<0.05). En canvi ni la desloratadina ni la levocetirizina van aconseguir

aquest mateix efecte.

(figura 27)

igura . Resum dels resultats de | efecte de la desloratadina, la levocetirizina i la rupatadina

sobre | alliberament d histamina indu t per

n o)

PAF 10 uM

Alliberament d'Histamina (%)

A en cultius primaris de mast cits pulmonars

Desloratadina -

Levocetirizina -

w: — 1_ +

Rupatadina -

*p<0.05 tp<0.05
Estadistica Control PAF DL 10 uM LEV 10 uM RUP 10 uM

Minim 9,79 18,58 17,12 17,70 16,99
25% Percentil 11,16 18,79 17,36 17,78 17,08
Mediana 15,99 19,81 18,36 18,09 17,41
75% Percentil 16,79 20.44 26,67 19,33 18,26
Maxim 16,81 20,53 29,34 19,72 18,53
Mitjana 14,65 19,68 20,79 18,40 17,58
Desviacié Estandard 3,31 0,86 5,73 0,90 0,66
Error Estandard 1,65 0,43 2,86 0,45 0,33
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Mitjancant estern Blot s’ha demostrat I'existéncia del receptor del PAF en mastocits
de la linia cel-lular LAD-2 i s’ha corroborat als mastocits humans d’origen pulmonar

(figura 28).

igura . Resum dels resultats de | expressi proteica  estern Blot) del receptor de A ala
I nia cel lular A - i als cultius primaris de mast cits pulmonars. Es va comparar | expressi
del receptor del A alalniacellular A - i a mast cits de pulm on a shavia descrit la

seva pres ncia.

Mastocits
pulmonars i
55 kDa - PAFT
Beta-Actina
40 kDa -
PAFr/Beta-Actina 0.61 0.36

PAFr receptor del PAF
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A la taula 7 es pot veure l'efecte inhibitori induit pels diferents antagonistes ( )
respecte a l'alliberament d’histamina o p-hexosaminidasa induida per PAF. La
rupatadina (100 pM) i la desloratadina (100 pM) indueixen lalliberament tant
d’histamina com de -hexosaminidasa, perd de forma no estadisticament

significativa.

Taula 7. Resum de [l'efecte inhibitori que presenten els diferents antagonistes sobre
I'alliberament d’histamina i B-hexosaminidasa induides per PAF a la linia cel-lular LAD-2. La
desloratadina (100 pM) i la rupatadina (100 pM) indueixen alliberament d’histamina i
desloratadina (1,10,100 pM) i rupatadina (100 uM) indueixen [I'alliberament de R-
hexosaminidasa perd no en cap dels casos de forma estadisticament significativa.

CV6209 0.2 5 **n<0.005
CV6209 2 0 **n<0.005 5 ***n<0.0005
Desloratadina 1 1

Desloratadina 5 1

Desloratadina 10 1 *p<0.05

Desloratadina 25 1

Desloratadina 100 5 1

Levocetirizina 1 5 *p<0.05

Levocetirizina 5 5 *p<0.05 0 *p<0.01
Levocetirizina 10 *p<0.05

Levocetirizina 25 5 *p<0.05 1

Levocetirizina 100 1 1

Rupatadina 1 5 *p<0.05

Rupatadina 5 **p<0.005 *p<0.05
Rupatadina 10 0 **n<0.005 **n<0.005
Rupatadina 25 1

Rupatadina 100

ns: no significatiu
% d’inhibici6 respecte a I'alliberament induit per PAF.
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DISCUSSIO

1. Projecte I: Valoracié de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre els simptomes induits per
PAF en un model de provocacio nasal in vivo

Aquest estudi ha demostrat la capacitat del PAF per induir una resposta clinica a la
mucosa nasal i que la rupatadina, un antihistaminic amb efecte antagonista del PAF,
s capac¢ de disminuir els simptomes en comparacié amb placebo. Aixi mateix s’ha
observat que no existeixen diferencies entre individus sans i a pacients amb rinitis
al.lérgica respecte a I'’efecte del PAF o del rupatadina.
L'avaluacié subjectiva de la resposta clinica I’hnem realitzat mitjancant la utilitzacié
d’escales de puntuacié de simptomes, com sén I'escala de Likert o I'escala visual
analoga (EVA). Per a I'avaluacid objectiva hem emprat la rinometria acustica, técnica
utilitzada per avaluar la geometria nasal i que ha demostrat tenir una gran correlaci6
amb els simptomes, principalment amb la obstruccié nasal (127, 135). En estudis
publicats préviament s’havia utilitzat la rinomanometria com a métode objectiu
d’avaluaci6, pero en contrast amb la rinometria acustica, ofereix una pobre correlacio
amb els simptomes (125, 127, 128) .
L'efecte del PAF sobre la mucosa nasal ja havia estat valorat préviament per diversos
autors pero amb resultats contradictoris. lementsson et al (37) havia demostrat
que l'efecte del PAF nom s era observable en pacients amb rinitis al-lérgica. En canvi
d’altres autors com edeschi et al. (38) havia evidenciat que I'efecte del PAF nom s
era evident en voluntaris sans, i aquest no era universal ja que nom s el
presentaven un 30 dels individus. en la linia dels nostres resultats els treballs de
Leggieri et al. (129) no van trobar cap diferéncia entre els individus sans o aquells
amb rinitis al-lérgica.
L'administraci6 de PAF en el nostre estudi s’ha realitzat mitjancant un pauta
d’increment progressiu de les dosis (100 nM, 200 nM i 400 nM). La resposta maxima
I’lhem observat als 60 minuts despr s de la darrera dosi de PAF (400 nM). ots els
estudis publicats préviament utilitzaven una pauta d’administracié Unica (entre 30 i
600 nM), i la maxima intensitat de la simptomatologia es produia als 30 minuts (37,
38, 129). En el nostre treball hem observat una resolucié gaireb completa dels

simptomes als 240 minuts despr s de la primera dosi de PAF administrada, dades
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similars a les observades per edeschi et al (38). En canvi d’altres autors han trobat
que la resolucié dels simptomes i de les resisténcies nasals (mesurades per
rinomanometria) es produia tan precogment com als 60 minuts despr s de la
provocacié amb PAF. La variabilitat a les dosis utilitzades als diferents estudis (entre
30 i 700 nM) podria ser la causa de les discrepancies observades en la durada dels
simptomes.

El simptoma observat principalment en relacié amb la administracié de PAF ha estat
la congesti6 nasal, mentre que la rinorrea, i sobretot els esternuts o la pruija han
estat simptomes menors, reportats per pocs pacients i de baixa intensitat. Aquest
patré clinic podria ser explicat per la ben coneguda capacitat del PAF per induir un
increment de la permeabilitat vascular (37, 38, 129). s per aquest motiu que la
utilitzacié de la rinometria acuUstica per la valoracié de la congestié nasal no ha estat
un fet casual. La rinometria acuUstica ha estat utilitzada per valorar el canvi en els
volums nasals inclus en patologies amb greus obstruccions nasals com la poliposi, on
d’altres técniques com la rinomanometria no poden ser utilitzades (125, 126, 128).

El nostre estudi ha demostrat que rupatadina inhibeix els simptomes nasals induits
per PAF quan es valora I'AUC (escala de Likert), tot i que no modifica I'obstruccié
nasal mesurada de forma objectiva mitjancant la RAc. En canvi levocetirizina no ha
evidenciat cap efecte sobre cap dels dos parametres. Diversos estudis han demostrat
I’efecte inhibidor d’ambddés antihistaminics sobre els simptomes nasals (61, 113) o
fins i tot sobre la obstruccié nasal (113, 114, 136) quan l'estimul desencadenant s
un al-lerge. Pero aquest s el primer estudi amb antihistaminics que utilitza el PAF
com a inductor de la resposta clinica. De manera que les discrepancies observades
respecte a estudis previs podrien ser atribuibles a la major capacitat del PAF
d’activar diferents tipus cel-lulars en una fase inicial de la inflamacié i aixi induir
I'alliberament de multiples mediadors m s enlla de la histamina (12, 13). i b es
tractaria d’'una suposicié, donat que no existeixen estudis que comparin la intensitat
de la resposta al.lergica despr s de l'estimulaci6 amb al-lergens o PAF. De totes
maneres, tot i que cap dels dos farmacs ha demostrat induir una milloria
estadisticament significativa de I'obstruccié nasal (mesurada per RAc), rupatadina si
que presenta un cert efecte que podriem ser atribuible a I'activitat anti-PAF que no
comparteix amb levocetirizina.

El paper del PAF com a mediador de la inflamacié ha estat ampliament estudiat a les
patologies pulmonars. ’han trobat nivells de PAF elevats en pacients amb asma

(137, 138), i varies linies d’evidencia independents indiquen que el PAF pot ser un

77



mediador important implicat en la perpetuacié de la inflamacié dels asmatics (139).
Perd malgrat la suposada rellevancia d’aquest mediador a I'asma, els antagonistes
del PAF que s’han utilitzat fins el moment no han demostrat una eficacia terapéutica
massa evident (26, 34, 140, 141). En canvi alguns antagonistes del PAF com el AB -
491 si que han demostrat la seva eficacia en models animals de rinitis (42, 43).
Podria ser que estigu ssim davant d’'un efecte paradoxal dels antagonistes del PAF,
sense efecte sobre el pulmé tot i la seva capacitat antiinflamatoria, perd amb un
potencial efecte sobre rinitis. Una situacié similar al dels antihistaminics, amb un
efecte clarament demostrat sobre els simptomes nasal en multitud d’estudis, a
resultes dels quals es consideren de primera eleccié en el tractament de la rinitis,
perdo sense eficacia demostrada a I'asma (20, 63). Malgrat que existeixen moltes
evidéncies que recolzen el concepte d’una via respiratoria Unica, encara queden per
dilucidar moltes incognites sobre les similituds i diferéncies entre rinitis i asma.

sera aquest coneixement el que probablement ens permetra realitzar un abordatge

terapéutic m s realista.
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2. Projecte Il: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre I'alliberament de mediadors
de la inflamacio induida per PAF en mastocits humans

Amb aquest estudi hem demostrat que els antihistaminics rupatadina, levocetirizina,
desloratadina i I'antagonista del PAF CV6209 inhibeixen la desgranulacié induida per
PAF en un model in vitro de mastocits humans (linia cel-lular LAD-2 i aillats a partir de
pulmd), tot i que rupatadina presenta un efecte lleugerament superior a la resta

d’antihistaminics.

Inicialment varem establir mitjancant experiments de dosi-resposta que 10 PM era la
concentracié optima de PAF per induir la desgranulacié dels mastocits LAD-2. Els
escassos estudis previs havien demostrat que dosis entre 1 nM i 1 yM eren capaces
d’induir desgranulacié en mastocits humans de pulmdé, mastocits derivat de sang
periferica (17) o a la linia cel-lular HMC-1 (19). La dosi al nostre estudi és deu
vegades superiors a l'utilitzada per altres autors, fet que es pot justificar per les

diferéncies entre els mastocits humans utilitzats.

Donat que no teniem referéncies sobre estudis previs que demostressin I'existéncia de
receptor de PAF a LAD-2, mitjancant técniques de Western Blot varem confirmar la
seva preséencia. Aquest fet, juntament amb algunes de les evidéncies obtingudes amb
els antagonistes, ens fa suposar que l'efecte observat al nostre estudi podria ser
depenent del receptor del PAF. Préviament es tenia constancia de la seva preséncia a
mastocits humans de pulmoé i derivats de sang periférica, i la seva gairebé inexisténcia

a mastocits cutanis (17).

Es van realitzar experiment d’inhibici6 amb tres antagonistes del PAF, WEB2086,
BN52021 i CV6209, que havien demostrat la seva eficacia en diferents experiments i
tipus cel-lulars (17, 84, 87). Només el CV6209, al igual que en estudis previs amb
mastocits humans (17), va demostrar poder inhibir la desgranulacié de LAD-2 induida
per PAF. El BN52021 havia demostrat el seu efecte sobre l'alliberament de mediadors
en mastocits de rata, pero al igual que va evidenciar Kajiwara et al. (17) a mastocits
humans, no va tenir cap efecte sobre la desgranulaci6 a LAD-2. EI WEB2086 no
s’havia testat mai a mastocits humans, pero si a cél-lules endotelials, leucocits o

macrofags no humans (85, 142).

Els mediadors alliberats com a conseqiiéncia de la desgranulacié mastocitaria tenen

un efecte sobre un seguit de ceél-lules/estructura diana, pero també exerceixen una
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acci6 autocrina i paracrina, responsable de I'amplificacié de la resposta al.lergica (17).
Els antihistaminics, gracies a la capacitat d’estabilitzar la forma inactiva del receptor
d’histamina, inhibeixen parcialment aquestes efectes de I’histamina, disminuint la
intensitat i durada de la reacci6 al.lergica a expenses de la reduccié de I'alliberament
de més mediadors (5). Aquest és l'efecte observat amb rupatadina i levocetirizina al
nostre estudi amb LAD-2 (inhibici6 d’ambdés mediadors histamina i f-
hexosaminidasa) perd no pas amb desloratadina, que només és capac d’inhibir

I'alliberament d’histamina.

La justificacié de com el PAF pot influir en la manera com els mastocits desgranulen
entra dintre del camp de I’especulacié. Diversos treballs han demostrat I'existéncia
d’'una desgranulacié diferencial o també anomenada piecemeal, on en resposta a un
estimul no és produeix I'alliberament de tot el contingut dels granuls mastocitaris, sind
només d’'un part d’aquest (133, 143). Aixi per exemple I'amitriptilina pot induir
I'alliberament de serotonina i no d’histamina (144) o els peptidoglicans s6n capacos
d’alliberar LTC4 perd no B-hexosaminidasa (145). Tot i que no tenim constancia de
que es coneguin els mediadors que s’alliberen en relacié amb I’estimulacié induida per
PAF, podriem suposar a la vista dels resultats obtinguts que el PAF produeix una
alliberament diferencial d’histamina i B-hexosaminidasa a LAD-2. D’aquesta manera
qualsevol dels antagonistes testats podria bloquejar una alliberament d’histamina no
massa important, perd0 és requeririen farmacs més potents, en aquest cas
levocetirizina i rupatadina, per inhibir una alliberament de B-hexosaminidasa més

elevada.

Rupatadina 10 uM inhibeix I'alliberament de B-hexosaminidasa més intensament que
levocetirizina 10 pM pero d’igual manera que CV6209 2 uM, efecte que no s’observa a
d’altres dosis. D’aquesta manera podriem postular que la gran potencia inhibidora de
rupatadina esta justificada no només per I'efecte sobre els receptors de la histamina,
ja que és similar al de levocetirizina (146, 147), sin6 també pel seu efecte sobre el
receptor de PAF. | que la seva capacitat inhibitoria equiparable al potent antagonista
del PAF CV6209 seria el resultat d’'un efecte moderat sobre el receptor del PAF (42
vegades menor que el CV6209) (78) pero d’'una gran activitat antihistaminica (figura
29a).

Perd una altra possible explicacié de perqué levocetirizina té un efecte més proper a
rupatadina i que no pas a desloratadina, seria que també tingués un efecte sobre el

receptor del PAF, tot i que probablement inferior a rupatadina (Figura 29b). Un
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aspecte destacable del experiments realitzats amb levocetirizina és que s’han utilitzats
dosis molt superiors a les reportades a la literatura, sempre en un rang entre 1 nMi 1
UM. De manera que aquest fet ens podria fer especular que levocetirizina a dosis

elevades també podria tenir un cert efecte sobre el receptor del PAF.

En canvi a la practica clinica habitual es produeix la situacié contraria, ja que les dosis
de levocetirizina aprovades son inferiors (5 mg) a les de rupatadina (10 mg). Aixo ens
fa plantejar una altra pregunta, ja si baixes dosis de rupatadina no tenen un efecte
sobre la inflamacié induida per PAF en el model in vitro, rupatadina 5 mg a la practica
real potser no seria capa¢ de demostrar la mateixa eficacia que levocetirizina a 5 mg.
De fet en el nostre model de provocacié nasal in vivo, levocetirizina 5 mg és igual
d’eficac que rupatadina 10 mg. Aix0 voldria dir que ambdds farmacs utilitzats a la
mateixa dosi (5 o 10 mg) podrien presentar diferencies d’eficacia?. La veritat és que
resulta molt dificil extrapolar els resultats obtinguts en un model cel-lular on, en
aquest cas els mastocits, no presenten interaccions amb d’altres cel-lules ni estan
afectats per les diferents condicions a les que pot esta sotmés un organisme viu
complet. | és encara més dificil extrapolar I'efecte de les dosis, on diferents factors
que poden anar des de I'absorcié gastrica fins el metabolisme hepatic o renal, poden

influir en la concentracio final que arriben als receptors cel-lulars.
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igura . Resum simplificat de | hipot tic efecte de la levocetirizina, la rupatadina i el C
sobre | alliberaci de mediadors indu da per A en el cas de ue levocetirizina present s A) o
no B) un efecte anti- A . Rupatadina inhibeix la desgranulaci dels mast cits de forma
e uiparable a |l antagonista del A C tot i ue lefecte anti- A de la rupatadina s
menor, de manera ue | efecte net final seria resultat de | efecte antihistam nics unit a | efecte
antagonista del A . En cas de ue la levocetirizina tingues efecte anti- A , a uest sembla
menor ue el de la rupatadina, de manera ue | efecte net seria el resultat d un gran efecte
antihistam nic i un menor efecte anti- A . Si assumim ue la levocetirizina no t efecte anti-
A , | efecte observat podria ser a expenses totalment de la seva capacitat antihistam nica.

QY
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APLICABILITAT PRACTICA

En els darrers anys s’han invertit molts esfor¢cos en la recerca de dianes
terapeutiques que permetin un millor control de la malaltia al.lergica. El que
sembla clar s que no existeix un mediador Unic responsable de les reaccions i
que l'estrategia passa per intentar controlar la major quantitat de variables
possibles, perd sense caure en la trampa de pretendre bloquejar mediadors que
no son rellevants (13). El paper del PAF a les malalties al-lérgiques ha estat
demostrat tant a la rinitis (16, 35, 37-40), considerat un problema creixent i que
afecta a un gran percentatge de la poblacié (20), com a l'anafilaxi, amb una
incidéncia no menyspreable perd amb un potencial risc per la vida dels pacients
(44, 54, 55, 148).

L’'anafilaxi s una entitat sovint infra-diagnosticada i alarmantment infra-tractada
(44). L’adrenalina s el tractament d’eleccié a I'anafilaxi i el retard en la seva
administracié suposa un risc afegit pel desenvolupament d’'una reaccié encara
m s greu que pot acabar amb la vida dels pacients. Pero tot i que les guies de
practica clinica insisteixen en aquest punt, en la immensa majoria dels casos el
pacient que s atés a urgencies amb un quadre suggestiu d’anafilaxi reb al
menys una dosi d’antihistaminic i perd en menys de la meitat de les ocasions
adrenalina (47, 48, 85). Aix0 ens hauria de fer reflexionar sobre la necessitat
urgent de formar als metges no al-lergolegs en el reconeixement i actuacio
correcta davant una reaccié anafilactica. Pero per una altra banda i entenent que
formar a tot un col-lectiu pot ser un proc s lent, potser el menor de tots els mals
seria utilitzar el millor dels antihistaminics possibles, aquell que ens permeti anar
m s enlla de la simple inhibici6 de la histamina. Amb aquesta afirmacié no
pretenem situar a la rupatadina en la primera linia del tractament d'una
patologia tant greu com l'anafilaxi, perqué considerem que tot i els indicis encara
li queda molt per demostrar en aquest camp. Perd si pretenem que serveixi de
reflexio i per evidenciar que tot i la seva potencia relativa, potser alguns
antihistaminics poden oferir-nos quelcom m s a l'anafilaxi que no nom s el
control simptomatic.

La rinitis no s considerada una malaltia greu que pot comprometre la vida del
pacient, perdo en canvi si afecta la qualitat de vida de una forma comparable a
com ho fan malalties como la cardiopatia isquémica (20, 62, 149). Els pacients

amb rinitis moderada-greu amb freq éncia requereixen m s d'un farmac pel
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control de la seva malaltia, situacié que al igual que a d’altres patologies dificulta
el compliment terapéutic. Els corticoides topics nasals s6n una molt bona opcié
terapéutica, perd s ben conegut que la denominada corticofobia esta present en
una part important dels pacients. D’aquesta manera considerem que es fa
necessari la optimitzacié del tractament, que en aquests pacients sera cronic,
buscant la menor quantitat de farmacs possibles que puguin controlar els
simptomes i amb el menor rebuig per la seva part. en aquesta posicié podrien
situar els antihistaminics, farmacs de primera linia en el tractament de la rinitis,
prescrits habitualment tant per metges especialistes com a nivell de I'atencio
primaria, acceptats majoritariament pels pacients i que han millorat en els
darrers anys el seu perfil de seguretat i han disminuit els efectes indesitjables
associats, com la somnoléncia (20, 62). Pero la simple inhibicié de la histamina,
com en el cas de l'anafilaxi, no permetra als antihistaminics ocupar aquesta
posicié preferencial en el tractament de la rinitis. Aixi es fa necessari investigar
en els denominat efectes antial-lérgics, com la inhibicié del PAF en el cas de la
rupatadina, ja que seran els que en un futur marcaran la diferéncia.

En definitiva, el nostre treball apunta a que la inhibici6 de dos mediador
rellevants de la resposta al.lergica com la histamina i el PAF aporta un avantatge
terapéutic respecte a la inhibici6 de nom s un d’aquests mediadors.
Aixi la recerca en farmacs tan ben coneguts con els antihistaminics pot millorar
el tractament de patologies tan freq ents com la rinitis al.lérgica i tan greus com

les reaccions anafilactiques.
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CONCLUSIONS

1. Projecte I: Valoracié de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre els simptomes induits per
PAF en un model de provocacio nasal in vivo

« El PAF s capac¢ d’induir simptomes caracteristics de rinitis quan s’aplica sobre la
mucosa nasal.

o0 Els simptomes m s freq entment associats a I'administracié del PAF sén la
obstruccié nasal i la rinorrea.

0 La maxima simptomatologia s’aconsegueix als 60 minuts i es resol als 180
minuts despr s de l'aplicacié de la ultima dosi de PAF. ue s el mateix
que dir que la simptomatologia maxima s’assoleix als 120 minuts i es
resol als 240 minuts despr s de la primera dosi.

» L’efecte del PAF sobre la mucosa nasal no s diferent als individus sans o amb
rinitis al-lérgica

« Rupatadina, un antihistaminic amb activitat antagonista del PAF, disminueix els
simptomes induits per PAF (quan es valora I’AUC dels simptomes nasals valorats
amb I’escala de Likert). En canvi levocetirizina, un antihistaminic sense activitat
antagonista del PAF, no s capac d’inhibir els simptomes induits per PAF.

0 L’efecte de rupatadina o levocetirizina no s diferent en individus sans o

amb rinitis al.lérgica.

2. Projecte Il: Valoracio de l'efecte d’un antihistaminic amb
activitat antagonista del PAF sobre I'alliberament de mediadors
de la inflamacio induida per PAF en mastocits humans

« Les dosis que hem requerit per estimular els mastocits, tant LAD-2 com de
pulmd, sén 10 vegades superiors a les reportades préviament a la literatura.

« L’efecte dels antagonistes (rupatadina, desloratadina i levocetirizina) sobre la
resposta induida per PAF s diferent als mastocits de la linia cel-lular LAD-2 i als

mastocits humans de pulmo.
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» L’efecte de I'antagonista del PAF CV6209 s igual a LAD-2 i mastocits humans de
pulmé.

e Els diferents antihistaminics testats inhibeixen de forma diferencial els mastocits
LAD-2. Rupatadina i levocetirizina inhibeixen histamina i B-hexosaminidasa en
canvi desloratadina nom s inhibeix histamina.

e Levocetirizina podria tenir cert efecte antagonista del receptor del PAF a dosis
elevades a LAD-2.

 PAF podria induir una activacido-desgranulacié diferencial als mastocits LAD-2,
produint una activacié suficient pero induint poca alliberament histamina.

* Rupatadina i levocetirizina han demostrat un efecte similar a I'antagonista del
PAF CV6209 sobre la inhibicié de la desgranulacié induida PAF a LAD-2.

* Rupatadina s I’nic antihistaminic efectiu inhibint la desgranulacié als mastocits

de humans de pulmé.

CONCLUSIO FINAL

Els dos projectes portats ha terme han demostrat que rupatadina, un
antihistaminic amb activitat anti-PAF, t un efecte lleugerament superior a
levocetirizina i desloratadina, dos antihistaminics sense activitat anti-PAF, en un
model in vivo de provocacié nasal amb PAF i en un model in vitro d’estimulacié
amb PAF en mastocits humans.

Per una banda hem demostrat que el PAF s capac d’'induir una resposta clinica en
un model huma de provocacié nasal, fet que ens fa especular sobre la seva possible
implicacié a la fisiopatologia de la rinitis. el fet que Rupatadina tingui un efecte
superior a levocetirizina apunta la possibilitat de que la inhibicié de dos mediadors de
la inflamacié, com histamina i PAF, podria tenir avantatges terapéeutiques respecte al
bloqueig de nom s d’un d’ells.

Per una altra banda, tot i que no podem extrapolar els resultats a un context clinic,
rupatadina sembla tenir un efecte superior a levocetirizina i desloratadina sobre la
desgranulacié mastocitaria induida per PAF en un model in vitro amb mastocits

humans.
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Annex

Taula . S mptomes nasals induts per A avaluats mit an ant | escala de ikert -3). es
difer ncies entreelsvalorsals , ,1 o minuts i els valors basals -3 i minuts) no
van resultar estad sticament significatius. Tampoc es van observar difer ncies estad sticament
significatives entre els voluntaris sans i els pacients amb RAE en cap dels s mptomes

individuals ni en cap dels temps avaluats. ades expressades com a mit ana E).

-30 min 0 min 60 min 90 min 120 min | 240 min
Voluntaris Sans
0 0 0,2 (0,4) | 0,3(0,7) 0,3(0,7) 0
Pruija
nasal Rinitis
0 0,1(0,3) | 0,7(0,7) 0,7(0,7) 0,7(0,9) 0,3(0,7)
Allergica
Voluntaris Sans
0 0 0,4(0,7) 0,6(0,7) 0,8(0,8) 0,3(0,7)
Rinorrea
Rinitis
0 0 0,5(0,5) 0,9(0,7) 1,6(0,7) 0,5(0,7)
Allergica
Voluntaris Sans
0,1(0,3) | 0,1(0,3) | 0,5(0,7) 0,9(0,7) 1,7(0,8) 1(0,94)
Obstruccio
nasal Rinitis
0,3(0,5) | 0,3(0,5) | 0,8(0,8) 1,1(0,9) 1.8(1,0) 1(1,0)
Allergica
Voluntaris Sans
0 0,2(0,4) | 0,3(0,5) 0,5(0,5) 0,3(0,5) 0
Esternuts
Rinitis
0 0 0,6(0,7) 0,5(0,7) 0,7(0,8) 0,1(0,3)
Allergica
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