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RESUMEN

Antecedentes. La inflamacién de la via aérea es el componente mas importante en la
patogénesis del asma bronquial, ésta se caracteriza por la activacion de neutréfilos a través
de moléculas de adhesion. Son fundamentales en este proceso L-selectina (CD62-L) y LFA-1
(CD11a). Asimismo se ha sugerido que el extracto de Staphylococcus aureus (Sa) puede
modificar la expresidn de algunas moléculas de adhesién.

Material y Métodos: Diseiio del Estudio; experimental.

Objetivos: Determinar el efecto del extracto de Sa, sobre la expresion de las moléculas de
adhesion L-selectina y LFA-1 en neutréfilos de pacientes con asma bronquial moderada, no
alérgica.

Grupo de estudio:  Neutrofilos de pacientes con asma bronquial moderada no alérgica, con y
sin estimulo de Sa.

Caracteristicas de los pacientes elegidos: hombres y mujeres, entre 15 y 35 afios de edad,
no fumadores, que utilizaron broncodilatadores y esteroides inhalados, sin inmunoterapia
previa, sin enfermedades autoinmunitarias y sin de diabetes mellitus.

Mediciones: Se determinaron las moléculas de adhesion CD 62-L y el CD 11 a mediante
citometria de fiujo expresadas en |a superficie de neutrdfilos.

Resultados: La mediana de la expresion de la molécula CD 621 aumentd con el estimulo del
extracto bacteriano, en pacientes asmaticos de 2444 (Ci 1966, CS 3627, RC1661) a 6285.5
(Cl 6243, CS 7203, RC 1960) y la mediana de la expresion de la molécula CD 11a disminuyé
con el estimulo del extracto bacteriano, en pacientes asmaticos 9810.5 (Cl 9765, CS 9961,
RC 196) a 7670 (Cl 7125, CS 8291, RC 1166). La mediana de ta expresion de la molécula
CD 62L aumenté con el estimulo del extracto bacteriano, en sujetos sanos de 593 (Cl 361,
CS 929, RC 568) a 1113 (Cl 910, CS 1240, RC 330) y la mediana de ia expresion de la
molécula CD 11a disminuyé con el estimulo del extracto bacteriano, en sujetos sanos de
9850 (Cl 9741, CS 9898, RC 157) a 9808.5 (Cl 9693, CS 9890, RC 197) [CL.- Cuartil Inferior,
CS.- Cuartil Superior, RC.- Rango Cuartilar ).

Conclusiones: Concluimos que el extracto de (Sa) puede modificar la expresion de las
moleculas de adhesion LFA-1 y L-selectina en neutréfilos, y esta regulacién puede involucrar
al estado de activacién basal del neutréfilo. Sin embargo, es necesario explorar los
mecanismos por los cuales se puede llevar a efecto esta modificacion.



ANTECEDENTES

El asma es un padecimiento pulmonar crénico que afecta a personas de todas las
edades; puede ser grave y en algunas ocasiones puede provocar la muerte. Los reportes
sugieren que la morbilidad y la mortalidad se estan incrementando, aunque los motivos de
ésto aun no son claros. La prevalencia del asma se ha incrementando en Estados Unidos,
Reino Unido, Nueva Zelanda y Australia; los indices de mortalidad y la tendencia de la misma
varian ampliamente, pero aparentemente se estd incrementando en muchos paises, en
donde hay datos disponibles. El incremento en la morbilidad y fa mortalidad del asma son de
interés internacional, porque esto ocurre al mismo tiempo en que los avances cientificos

tienden a mejorar el entendimiento del asma y proveen nuevas terapias ().

El asma bronquial se define como un conjunto de episodios recurrentes de sibilancias o
disnea, caracterizados por un aumento significativo de la resistencia al flujo aéreo, con
periodos total o parcialmente libres de sintomas de forma espontdnea o después del
tratamiento y una reduccion de las resistencias en las vias aéreas (2. No existen estudios
epidemiolégicos que aporten datos sobre la incidencia real del asma bronquial, si bien, se
acepta que entre 10 y el 12% de la poblacién se encuentra afectada por este padecimiento.
La edad de comienzo predomina entre los 2 y 4 afios de edad. La incidencia en el sexo
masculino es aproximadamente el doble que en el femenino. Sin embargo, las cifras se
igualan hacia la pubertad y en la adolescencia predominan las mujeres, y esto es mas
evidente en la edad adulta (3).

E! asma bronquial se clasifica en alérgica (atopica o extrinseca) y no alérgica (no
atopica o intrinseca). Es mas frecuente la de tipo alérgico aproximadamente en 90% de los
pacientes menores de 16 afios, 70% de los pacientes menores de 30 afios y 50% de los
pacientes mayores de 30 afos. Ademas se clasifica de acuerdo a la gravedad de los
sintomas en leve, moderada y grave (Figura 1). Todos los pacientes con asma experientan
empeoramiento de sus sintomas por infecciones del tracto respiratorio superior o bronquitis.
En la mayoria de estos casos no existe una evolucion satisfactoria (7-s).



La obstruccién de la via aérea en asociacion con el asma es un fenédmeno complejo
que involucra broncoespasmo, edema, formacion de moco e inflamaciéon. El componente
inflamatorio de!l asma contribuye, no sélo a la obstruccion bronquial, sino también a la
hiperrespuesta, siendo esta la principatl caracteristica del padecimiento. Recientemente se ha
determinado que esta inflamacién ( aguda y crénica ) de la via aérea es el componente mas
importante en la patogénesis del asma bronquial. EI mecanismo iniciador del proceso
inflamatoric en el asma bronquial es la activacion de linfocitos, neutréfilos, eosindfilos y
céluilas epiteliales; con la subsecuente liberacion de mediadores de la inflamacion
(mediadores vasoactivos, mediadores quimiotacticos, enzimas, factores activadores,
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, neuropéptidos y moléculas de adhesién [Figura 2]),
seguida por un nuevo reclutamiento y una nueva activacion dentro de la mucosa, de esta
forma se produce un proceso infiltrativo persistente. Aunque fa via aérea de asmaticos
crénicos es infiltrada por basdfilos y linfocitos, también los eosinéfilos y neutréfilos tienen gran
importancia en este proceso. Un area de gran interés para entender este proceso infiltrativo
es la posibilidad de que participen dos mecanismos fundamentalmente: la liberacién de
moléculas quimioatrayentes especificas para neutréfilos y eosindfilos, y ia interaccion
selectiva de moléculas de adhesion celular entre eosindfilos, neutréfilos y el endotelio (9-14).

En la perpetuacion del proceso inflamatorio los eosindfilos, neutrédfilos y células
epiteliales, no soélo actdan como efectores, sino gque también generan proteinas, como
citocinas y moléculas de adhesion que promueven el proceso inflamatorio. El dafio endotelial
y la modificacién en la arquitectura bronquial, resulta de esta compleja interaccion entre
celutas inflamatorias y mediadores provocados por estimulos externos, en consecuencia,
dichos factores provocan los clasicos hallazgos histopatolégicos del asma bronquial (15).

El reclutamiento de células inflamatorias del torrente sanguineo, al tejido extravascular
es un proceso critico en la defensa del huésped. En estudios por microscopia intravital se ha
establecido una secuencia de eventos involucrados en la migracion cefular a los sitios de
inflamaciéon. En respuesta al estimulo extravascular, se generan sefales que activan
leucocitos (neutrofilos) y células endoteliales, en consecuencia una o ambas inician la
adhesion. Las fuerzas adhesivas involucran interacciones entre la fuerza de rozamiento, el



flujo sanguineo y el rodamiento del neutréfilo a lo largo de la pared basal para realizar la
migracion transendotelial o diapedésis (Figura 3a) (16-17).

Las moléculas de adhesidon regulan la migracion de leucocitos sanguineos y su
acumulacion en el lugar de la inflamacién, son expresadas en la superficie de leucocitos y
células endoteliales y median la interaccion entre estas células en eventos tempranos de la
respuesta inflamatoria. Existen tres tipos de familias de moléculas de adhesién: selectinas,
integrinas y la superfamilia de las inmunoglobulinas. Las integrinas y selectinas en leucocitos
median la adhesion de células circulantes al endotelio. La migracién de leucocitos a sitios de
inflamacién se inicia por moléculas de la familia de las selectinas, la activacion de integrinas
aparece de acuerdo a requerimientos subsecuentes, por la localizacién celular y la diapédesis
dentro del tejido [Figura 3b]. La agregacién de neutrofilos requiere principaimente de la
participacion de L-selectina (CD 62 L) y de la beta -2 integrina (LFA-1)(18-22).

Algunos reportes sugieren que la L-selectina es el resultado de la activaciéon del
neutréfilo, ya sea por la liberacion de calcio intracelular, por la produccién de superdxido, por
la induccidn de mRNA, mediante el estimulo de IL-8 ( interteucina 8) o por TNF-a (factor de
necrosis tumoratl alfa ) (23-24).

En el asma bronquial los ligandos para fa adhesion de neutirdfilos y eosindfilos
involucrados incluyen a la L-selectina en los primeros y a la E-selectina (CD 62 E) en los
segundos, y a lo largo del endotelio activado se encuentran moléculas como el complejo CD
11a/CD 18 6 LFA-1(subunidad comun a las Beta 2 integrinas), complejo CD 11b/ (CD 18 o
MAC-1), molécuia de adhesion intercelular 1 { ICAM-1 o CD 54) y el antigeno de activacion
muy tardia -4 6 VLA-4 (CD 49d) que también promueven la adhesion y la diapédesis en el
tejido dafado (2s).

La sefial de transduccion en las vias de regulacién del neutréfilo, mediante los
procesos de secrecion y adhesion aun son desconocidos, pero existe evidencia de que los
acidos grasos y otros mediadores de derivados lipidicos (incluidos los liposacaridos
bacterianos), inducen la fagocitosis; la adhesién monocitica; la agregacion del neutréfilo; el
incremento de las selectinas e integrinas en neutréfilos; la degranulacién del neutrofilo y del
monocito y la activacién y fusion de proteinas como las anexinas (ze).



Los pacientes con crisis de asma, han demostrado una activa migracidén de neutréfilos
y eosindfilos dentro de la luz del bronquio. Asimismo, se observa una regulacién a través de
la L-selectina, como indicadora de degranulacion (2z).

La especificidad en los requerimientos de las selectinas en la respuesta inflamatoria del
pulmén y la migracidon de neutréfilos es reiterada en publicaciones. Asi mismo, existe
evidencia de la elevacién de la L-selectina durante la infeccién aguda por bacterias, en BAL
de pacientes con asma bronquial. Las selectinas requieren de moléculas como; LFA-1, MAC-
1, VLA-4, como primer contacto para llevar a cabo la adhesidn (z-25).

Knol concluye que los neutrofilos utilizan L-selectina para activar células endoteliales
bajo condiciones de flujo, y a través de anticuerpos moncclonales se ha podido inhibir
selectivamente el ataque de neutrdfilos a células endoteliales estimuladas “in vitro”,
sugiriendo diferentes epitopos funcionales de la L-selectina, Bloemen por su parte sugiere
que es LFA-1 y no MAC-1 la que contribuye en mayor medida a la hiperreactividad en el
asma no alérgica. (29,36).

La contribucién de la L-selectina a la migracidn leucocitaria en inflamacién cronica es
muy importante y su bloqueo traduce inhibicién de la migracion al tejido inflamado; neutréfilo
(50-62%), linfocito (70-75%) y monocito (72-78%) @).

En otra linea de investigacion, estudios recientes sugieren que las toxinas del
Staphylococcus aureus (TSa) son potentes estimuladoras de macréfagos y células T (38). Los
estudios realizados en Staphylococcus aureus (Sa) proporcionaron evidencia de un nuevo
mecanismo de estimulacion inmunoldgica, ya que es considerado como el prototipo de los
superantigenos; estimulando células T a través de moléculas del MHC ( Complejo Principal
de Histocompatibilidad ) clase I, con interaccion en células presentadoras de antigenos. La
estimulacién selectiva de células T por TSa, se expresan particularmente mediante el
receptor de célula T (TCR) con una cadena [3, con segmentos de genes variable (VB). La
separacion convencional de los peptidos antigénicos y los otros componentes del TCR juegan
un pequeno papel en el reconocimiento de los superantigenos. Las TSa son potentes



inductores de IL-1 y gamma interferén en monocitos y macréfagos. Las TSa median la
estimulacién de monocitos y macréfagos como consecuencia de ligar y transducir una sefial
positiva a traves de antigenos y moléculas MHC clase il en la superficie celular de éstos. La
capacidad de las toxinas bacterianas para ligar moléculas MHC clase Il 6 estimular células T
en particular por su TCR sugieren algunos mecanismos del Sa (3s41).

Kinch encontr6 una interaccion de las moléculas MHC clase Il en CD4+,
independientemente del antigeno, con un incremento de la molécula LFA-1 mediante la
estimulacién con el superantigeno TSST-1 (Toxina 1 de! Staphylococcus aureus),
fusionandose con proteinas CD 4 solubles o con anticuerpos por reactividad cruzada
mediante la adhesion con LFA-1 2.

Se ha sefialado que las bacterias como el Sa toma ventaja del transporte mucociliar, al
provocar asi anormalidades en la fagocitosis y diminucién en la capacidad de responder a un
estimulo activador. Estos mismos autores buscando el aumento en la expresion de moléculas
MHC clase Il en células CD4+, encontraron reduccién en los niveles de L-selectina, en
pacientes sometidos a tratamiento con vacuna polivalente (cabe sefalar que estos pacientes
no eran asmaticos). Se sugiere que existe una alteraciéon en la cinética de modulacion de
diversas moléculas de membrana de polimorfonucleares y linfocitos. Se propone la hipdtesis
de que la primera respuesta posterior a la administracién de vacuna polivalente, consiste en
una activacion de células T; se inicia asi la expresién de molécultas MHC clase Il, a la vez que
disminuyen los niveles de L-selectina. Al mismo tiempo los polimorfonucleares, mas que tener
reactividad directa contra el antigeno bacteriano, modulan los receptores en la fagocitosis.
Finalmente el incremento de citocinas liberadas por la activacion de linfocitos, pueden inducir
un sostenido estado de activacion de polimorfonucleares (s).

JUSTIFICACION

Por muchos afios los alergdlogos han utilizado vacuna bacteriana conteniendo extracto
de Staphylococcus aureus (Sa) como terapia alternativa en el asma bronquial no alérgica, sin
embargo, a pesar de su uso frecuente y de los beneficios que se le atribuyen, no se
encuentran publicaciones que reporten estos datos y menos adn los posibles mecanismos en



los que se pudieran sustentar estas observaciones, por lo cual proponemos que el paciente
con asma bronquial no alérgica, cursa con una activacién de los neutréfilos caracterizada por
la expresion de moléculas de adhesion como L-selectina y LFA-1 y esta expresion puede ser
modificada por el extracto de Sa, siendo este el primer paso en la mejoria del desarrollo y la
perpetuacion del proceso inflamatorio, mediado por el infiltrado de neutrdfilos.

Las selectinas leucocitarias no constituyen un medio de adhesién, a no ser que la
célula sea activada. Las sefiales intercelulares para la activacién de moléculas aun no se
conocen. Sin embargo, cuando el neutréfilo es expuesto a lisados de Sa es activado en forma
distinta (efecto paradadjico), aumentando el numero de sefiales intercelulares, y quiza, una de
estas sefiales celulares puede influenciar la modulacion por frecuencia y/o por afinidad de la
L-selectina y LFA-1; como las mas importantes, participando asi en una menor infiltracion
celular durante el proceso inflamatorio.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Comparar el numero de neutréfilos que expresan en su superficie la molécula L-
selectina y LFA-1, obtenidos de pacientes con asma bronquial moderada no alérgica, con y
sin estimulo con extracto de Sa.
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental
MATERIAL Y METODOS

MUESTRA

Neutrdfilos obtenidos de hombres y mujeres, entre 15 y 35 afios de edad, con
diagnostico de asma bronquial moderada no alérgica de reciente diagnéstico, no fumadores,
que no hubieran recibido inmunoterapia con anterioridad, sin historia previa de enfermedades
autoinmunes o de diabetes mellitus, pacientes que acudieron a la consulta externa de!



los que se pudieran sustentar estas observaciones, por lo cual proponemos que el paciente
con asma bronquial no alérgica, cursa con una activacién de los neutréfilos caracterizada por
la expresién de moléculas de adhesién como L-selectina y LFA-1 y esta expresiéon puede ser
modificada por el extracto de Sa, siendo este el primer paso en la mejoria del desarrollo y la
perpetuacion del proceso inflamatorio, mediado por el infiltrado de neutréfilos.

Las selectinas leucocitarias no constituyen un medio de adhesion, a no ser que la
célula sea activada. Las sefiales intercelulares para la activacion de moléculas aun no se
conocen. Sin embargo, cuando el neutrofilo es expuesto a lisados de Sa es activado en forma
distinta (efecto paradéjico), aumentando el nimero de sefiales intercelulares, y quiza, una de
estas sefiales celulares puede influenciar la modulaciéon por frecuencia y/o por afinidad de la
L-selectina y LFA-1; como las més importantes, participando asi en una menor infiltracién
celuiar durante el proceso inflamatorio.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Comparar el numero de neutrdfilos que expresan en su superficie la molécula L-
selectina y LFA-1, obtenidos de pacientes con asma bronquial moderada no alérgica, con y
sin estimulo con extracto de Sa.
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental
MATERIAL Y METODOS

MUESTRA

Neutrdfilos obtenidos de hombres y mujeres, entre 15 y 35 afios de edad, con
diagnéstico de asma bronquial moderada no alérgica de reciente diagnéstico, no fumadores,
que no hubieran recibido inmunoterapia con anterioridad, sin historia previa de enfermedades
autoinmunes o de diabetes mellitus, pacientes que acudieron a la consulta externa del
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servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital de Especialidades CMN SXXI IMSS.
No se incluyeron estudios con viabilidad de células aisladas (neutréfilos) menor al 95% ylo
con un histograma ilegible.

LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Investigacidon Médica en Reumatologia e
Inmunologia y en el Servicio de Alergia e Inmunologia det Hospital de Especialidades del
C.M.N. 8. XXI LM.S.S.

GRUPOS DE ESTUDIO

Neutréfilos de pacientes con asma bronquial moderada no alérgica
Grupo 1.- Sin extracto de Sa Cowan 1
Grupo 2.- Con extracto de Sa Cowan 1

AISLAMIENTO DE GRANULOCITOS NEUTROFILOS :

Se recolecté 20 mi de sangre periférica por paciente, se colocd en un tubo conteniendo
EDTA como anticoagulante, que contenia 5 ml de gelatina (SIGMA) al 3% en solucion salina
con buffers de fosfatos (PBS) libre de contaminacién, se mezclé suavemente, se retiré la tapa
del tubo y se limpid dentro con una toalla de papel para que no se contaminara con sangre.
Se dejé fa mezcla a 37° C de temperatura en estufa de incubacién con 5 % de CO; durante
40 minutos, después del paso de sedimentacién, cuidadosamente se retiré el sobrenadante
del plasma coloreado, un estrato de aproximadamente 0.5 cm de sangre roja con células de
interfase, posteriormente se lavé con 5 ml de solucién de alsevers y se centrifugd durante 10
minutos a 1500 rpm a 4° C con una centrifuga Beckman TJ-6R con rotor-4.2 refrigerada y se
repetio el proceso una vez mas, el botén de células se resuspendio en 5 ml de PBS, usando
un volumen de 2:3 con medio de separacion de linfocitos Ficoll-Hypaque (SIGMA), estéril con
un radio de separacién media y un gradiente de separacién 1077, el estrato estabilizado con
una interfase aguda entre dos estratos, se centrifugd por 35 minutos a 500 xg, sin freno,
cuidadosamente se retiraron plaquetas y monocitos contenidos en el estrato y a continuacién
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se retird por pipeta el sobrenadante y se suspendio el botén en 2 ml de solucion PBS. Se
agregaron 5 ml de solucién de cioruro de sodio (NaCl) al 0.2% a 4° C para lisar células rojas
remanentes y suavemente se invertid la suspension de células por 20 segundos,
inmediatamente se le agregaron 5 ml de NaCl al 1.6% para hacer la solucion isoténica.
Posteriormente se agrego solucion balanceada de sal a la mezcla para darle volumen a 50 mi
y se centrifugaron estas células por 10 minutos a 500 xg, se decanté el sobrenadante y se
lavaron las células con PBS dos veces mas. Las células estaban libres de contaminacion de
celulas rojas y plaquetas después de estos tres pasos de separacion por lavado. La
suspension final de células obtenidas usando este protocolo puede dar preparaciones
conteniendo mas del 98% de granulocitos neutréfilos. El rendimiento del método empleado,
para la obtencién de las células fue mayor al 80% (s4-s).

PREPARACION DEL EXTRACTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS COWAN |

El Stapyhlococcus aureus Cowan | 12598 serotipo 1 National Collection of Type
Cultures (NCTC) 8530, London England. Se sembrdé en un medio sélido de agar sal de
manitol (Bioxon) se incubd durante 24 hrs a 37° C. Se cultivd en caldo de soya tripticasa
(Bioxon) en bafio maria a 37° C durante 22 hrs. Posteriormente se realizaron tres lavados
con solucién salina, se centrifugé a 5,000 rpm durante 15 minutos, desechando el
sobrenadante y se suspendié el botén en 8 ml de SSBH , centrifugandose nuevamente a
5,000 rpm durante 15 minutos, se lavé el botén y se suspendié en 5 ml de SSHB. Para
conocer la concentracién de bacterias por mi, se determiné la turbidez por nefelémetro de Mc
f-arlang, la lectura se realizd en el espectrofotémetro, para esto se correlacioné la escala de
Mc Farland de densidad bacteriana por mi con la densidad optica del espectrofotdmetro la
lectura se realizo a 540 nm. Se ajusté el nimero de bacterias por ml (12 x 10°%), que equivale
a la concentracion de las bacterias utilizadas en la vacuna bacteriana de Sa , se aniquilaron
las bacterias por calentamiento en una autoclave a 120°C durante 15 minutos, se realizé la
cuenta de bacterias en la camara de neubawer bajo el microscopio de |uz para ajustar las
distintas diluciones del extracto (13, 4748).
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CITOMETRIA DE FLUJO

Se utilizaron anticuerpos monoclonales para CD62-L marcado con isotiocianato de
fluorosceina (DAKQO, Glostrup, Denmark) y CD11a marcado con ficoeritrina (Becton Diekinson
immunocytometry, San José, CA ). Se incubaron los neutréfilos durante 20 minutos a 4° C
con 100 ul del anticuerpo CD 62L y 200 ul del anticuerpo CD11a, de acuerdo con las
especificaciones de los fabricantes. Posteriormente fueron introducidos a un citdmetro
FACScan (Becton Diekinson), la emision de fluorescencia del anticuerpo CD 62L fue leida a
una longitud de onda de 525 nm, la emisién de fluorescencia del anticuerpo CD 11a CD fue
leida a una longitud de onda de 578 nm. Ademas, se determiné la viabilidad de las células
con la tincién de yoduro de propidio para descartar células no viables. El analisis se realizo
con el programa LYSIS 1l (Hewllet Packard), incluyendo una lectura de 10,000 células para
cada uno de los ensayos y se cuantificdé el nimero de células que expresaban dichas
moléculas (49-58).

PROCEDIMIENTO (Figura 4):

Se verificod que los pacientes remitidos al servicio de Alergia e Inmunologia del Hospital
de Especialidades del CMN Siglo XXI con sintomas de asma bronquial cumplieran con los
criterios de seleccion y se les invitd a participar en el estudio y a firmar la carta de
consentimiento informado, se realizd historia clinica alergoldgica completa, se realizaron los
estudios de laboratorio y gabinete de rutina { exudado faringeo, citologia de moco nasal en
serie de 3, coproparasitoscopico en serie de 3, IgE, espirometria y pruebas cutaneas por
método de escarificacion). Se seleccionaron 12 pacientes con asma bronquial moderada no
alérgica y 12 sujetos controles sancs, de ellos se obtuvieron 20 ml de sangre por puncién
venosa; esta muestra fue sometida a aislamiento de neutréfilos en los siguientes 60 minutos
posterior a la toma. Se ajustaron volimenes que contenian un millén de células por ml. Los
neutrdfilos de cada sujeto fueron divididos en dos grupos, A y B; en el grupo A se agregd por
cada millén de células 100 ul del diluyente del extracto de Sa Cowan 1 (NaCl 0.9%, fenol 4%,
agua destilada y albumina sérica humana al 3%) y en el grupo B se agregé por cada millén de

células 100 pl de extracto de Sa Cowan 1, después de incubar neutréfilos a 37° C con
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CITOMETRIA DE FLUJO

Se utilizaron anticuerpos monoclonales para CD62-L marcado con isotiocianato de
fluorosceina (DAKO, Glostrup, Denmark) y CD11a marcado con ficoeritrina (Becton Diekinson
immunocytometry, San José, CA ). Se incubaron los neutréfilos durante 20 minutos a 4° C
con 100 pl del anticuerpo CD 62L y 200 pl del anticuerpo CD11a, de acuerdo con las
especificaciones de los fabricantes. Posteriormente fueron introducidos a un citdbmetro
FACScan (Becton Diekinson), la emisién de fluorescencia del anticuerpo CD 62L fue leida a
una longitud de onda de 525 nm, la emision de fluorescencia del anticuerpo CD 11a CD fue
leida a una longitud de onda de 578 nm. Ademas, se determiné la viabilidad de las células
con la tincién de yoduro de propidio para descartar células no viables. El analisis se realizo
con el programa LYSIS Il (Hewllet Packard), incluyendo una lectura de 10,000 células para
cada uno de los ensayos y se cuantificé el nimero de células que expresaban dichas
moléculas (49-55).

PROCEDIMIENTO (Figura 4):

Se verificd que los pacientes remitidos al servicio de Alergia e Inmunologia del Hospital
de Especialidades del CMN Siglo XXI con sintomas de asma bronquial cumplieran con los
criterios de seleccién y se les invitd a participar en el estudio y a firmar la carta de
consentimiento informado, se realiz historia clinica alergolégica completa, se realizaron los
estudios de laboratorio y gabinete de rutina ( exudado faringeo, citologia de moco nasal en
serie de 3, coproparasitoscopico en serie de 3, IgE, espirometria y pruebas cutaneas por
método de escarificacion). Se seleccionaron 12 pacientes con asma bronquial moderada no
alérgica y 12 sujetos controles sanos, de ellos se obtuvieron 20 ml de sangre por puncidon
venosa; esta muestra fue sometida a aislamiento de neutrofilos en los siguientes 60 minutos
posterior a la toma. Se ajustaron volimenes que contenian un millén de células por mi. Los
neutréfilos de cada sujeto fueron divididos en dos grupos, A y B; en el grupo A se agregd por
cada milién de células 100 pl del diluyente del extracto de Sa Cowan 1 (NaCl 0.9%, fenol 4%,
agua destilada y albamina sérica humana al 3%) y en el grupo B se agregd por cada millén de

células 100 pul de extracto de Sa Cowan 1, después de incubar neutrdfilos a 37° C con
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extracto de Staphylococcus aureus y con el vehiculo del extracto por 30 minutos, se
agregaron los anticuerpos monoclonales para CD 621 y CD 11a, y fueron incubados por 30
minutos a 4° C, para posteriormente ser analizados por citometria de flujo, con el uso de
FACScan mediante el programa LYSIS II.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS versién 7.0. Para conocer la
distribucién de los datos, se organizaron ocho grupos de acuerdo a la molécula expresada
(CD8&2-L y CD11a), de acuerdo a la presencia o no del estimulo (con estimulo y sin estimulo)
y de acuerdo a los sujetos de los que provino la muestra de neutréfilos (asmaticos y sanos),
en cada grupo se calculd sesgo y curtosis, se realizaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-wilk) y pruebas graficas de normalidad, en base a esto se observo que
ninguno de los grupos present6 una distribucion normal, ya que no cumplian con dos 0 mas
pruebas de estas para considerarlos como una distribucién normal, por 10 que se utilizaron
pruebas no paramétricas {prueba de Wilcoxon), los datos se presentaron con las siguientes
medidas de resumen, mediana como medida de tendencia central y percentiles como
medidas de dispersion, para la comparacion de medianas entre dos grupos dependientes y
descripcidn de significancia estadistica se utilizd la prueba de Wilcoxon. El nivel de
significancia estadistica fue en todos los casos de 0.05 bimarginal para una hipétesis nula (7).

RESULTADOS

Estandarizacion de la concentracion por nimero de bacterias contenidas en las
diluciones del extracto de Say el tiempo de estimulo.

Se probaron cuatro concentraciones de bacterias contenidas en las diluciones del
extracto de Sa cepa Cowan |, estas concentraciones fueron ( nUmero de bacterias por ml );
96 x 10°, 38 x 10°, 1.8 x 10° y 0.8 x 10°, para conocer la concentracién dptima de estimulo
para la expresién de las moléculas de adhesiéon CD 62L. y CD 11a en neutrdfilos de en 5
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diluciones del extracto de Say el tiempo de estimulo.

Se probaron cuatro concentraciones de bacterias contenidas en las diluciones del
extracto de Sa cepa Cowan |, estas concentraciones fueron { nimero de bacterias por ml );
96 x 10°, 38 x 10°, 1.8 x 10° y 0.8 x 10°, para conocer la concentracién 6ptima de estimulo
para la expresion de las moléculas de adhesion CD 62L y CD 11a en neutrdfilos de en 5
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sujetos voluntarios sanos y por duplicado. La concentracion de 96 x 10°, fue la qgue produjo
mayor variacién en la expresién de CD11a y CD 62L ( Gréfica 1).

Se probd el tiempo de incubacion de los neutréfilos durante 15, 30, 45 y 60 minutos,
para conocer el tiempo optimo de estimulo para la expresion de las moléculas de adhesién
CD 62L y CD 11a sin modificar la viabilidad de las céluias en 5 sujetos voluntarios sanos. El
tiempo optimo para la incubacién fueron 30 minutos ( Gréafica 2 ).

Medicion de la viabilidad de las células

Los recuentos diferenciales realizados después del proceso de aislamiento, demostré
que mas del 85% eran neutréfilos. La viabilidad medida mediante la exclusién de azul tripano
fue mayor al 95% y posterior a la tinciéon con yoduro de propidio del 89%. El rendimiento del
método empleado, para la obtencién de las células fue mayor al 80%.

Medicién de la expresién de moléculas de adhesion

Se estudié la expresion de las moléculas CD 621 y CD 11a en neutréfilos de 12
pacientes con asma moderada no alérgica. Seis de los pacientes fueron del sexo masculino y
seis restantes fueron del sexo femenino, con promedio de edad de 25.0 +/- 9.6 afios. Para
conocer si el fendmeno se relacionaba con la enfermedad se decidié analizar bajo las mismas
condiciones neutrofilos de 12 sujetos sanos, cinco sujetos fueron del sexo masculino y siete
fueron del sexo femenino, con un promedio de edad de 24.2 +/- 4.9 afios (Tabla 1).

La mediana de la expresién de la molécula CD 62L. aumentd con el estimulo del
extracto bacteriano, en pacientes asmaticos de 2444 (Cl 1966, CS 3627, RC1661) a 62855
(Cl 5243, CS 7203, RC 1960) (Grafica 3) y la mediana de la expresion de la molécula CD 11a
disminuy6 con el estimulo del extracto bacteriano, en pacientes asmaticos 9910.5 (Cl 9765,
CS 9961, RC 196) a 7670 (Cl 7125, CS 8291, RC 1166) (Gréfica 4). La mediana de la
expresion de la molécuia CD 62L aumentd con el estimulo del extracto bacteriano, en sujetos
sanos de 593 (Cl 361, CS 929, RC 568) a 1113 (Cl 910, CS 1240, RC 330) (Gréfica 5) y la
mediana de la expresién de la molécula CD 11a disminuyé con el estimulo del extracto
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bacteriano, en sujetos sanos de 9850 (Cl 9741, CS 9898, RC 157) a 9808.5 (CI 9693, CS
9890, RC 197) (Grafica 6) [CI.- Cuartil Inferior, CS.- Cuartil Superior, RC.- Rango Cuartilar ].

Se compararon medianas de grupos dependientes con la prueba de Wicoxon. Se
determind que existié una diferencia estadisticamente significativa en ta expresion de la
molécula CD 62L en pacientes asmaticos con y sin estimulo con valor de p <0.0001, asi
mismo en los sujetos sanos con valor de p =0.02. Existid una diferencia estadisticamente
significativa en la expresion de CD 11a en pacientes asmaticos con y sin estimulo con valor
de p <0.0001, no asi en los sujetos sanos, con un vaior de p =0.4.

DISCUSION

Nosotros encontramos que los neutréfilos de los pacientes con asma bronquial
moderada no alérgica expresan mas L-selectina y discretamente mas LFA-1 que los sujetos
sanos, lo que sugiere un estado mas activo de neutréfilos en los pacientes con asma
bronquial. La expresidn basal 0 aumentada de las moléculas de adhesién en leucocitos y en
el endotelio inflamado, son el soporte de la acumulacién focal y detencién de leucocitos en los
sitios de inflamacion. En leucocitos activados, algunas moléculas de adhesién incrementan la
participacion de sus ligandos y/o su expresion, mientras que otras se despojan de éstas,
presumiblemente para acomodarse, fijarse y migrar respectivamente.

En la literatura se ha informado que los extractos bacterianos de Staphylococcus
aureus (Sa) tienen un efecto inmunomodulador y regulador de la migracion de las células
inflamatorias, uno de estos estudios demostré in vitro que la toxina de Sa estimulaba la
mortalidad y adherencia de los granulocitos (ss-se)

En nuestro estudio, posterior a la administracién de extractc de Sa aumentd la
expresion de L-selectina en neutréfilos, sugiriendo una mayor activacién teérica de estas
células, estos hallazgos se habian propuesto en un estudio previo o). Sin embargo, este
ensayo se habia realizado con liposacaridos bacterianos y no con la bacteria completa como
lo fue en el nuestro. En otro estudio, Fattorossi @#3) encuentra una reduccién en la expresion
de L- selectina en linfocitos T CD4+ y en Polimorfonucleares, posterior a la administracién de
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bacteriano, en sujetos sanos de 9850 (CI 9741, CS 9898, RC 157) a 9808.5 (Cl 9693, CS
9890, RC 197) (Gréfica 6) [CL.- Cuartit Inferior, CS.- Cuartil Superior, RC.- Rangeo Cuartilar ].

Se compararon medianas de grupos dependientes con la prueba de Wicoxon. Se
determindé que existid una diferencia estadisticamente significativa en la expresion de la
molécula CD 62L en pacientes asmaticos con y sin estimulo con valor de p <0.0001, asi
mismo en los sujetos sanos con valor de p =0.02. Existi¢ una diferencia estadisticamente
significativa en la expresioén de CD 11a en pacientes asmaticos con y sin estimulo con valor
de p <0.0001, no asi en los sujetos sanos, con un valor de p =0.4.

DISCUSION

Nosotros encontramos que los neutréfilos de los pacientes con asma bronquial
moderada no alérgica expresan mas L-selectina y discretamente mas LFA-1 que los sujetos
sanos, lo que sugiere un estado mas activo de neutrofilos en los pacientes con asma
bronquial. La expresion basal 0 aumentada de las moléculas de adhesion en leucocitos y en
el endotelio inflamado, son el soporte de la acumulacion focal y detencién de leucocitos en los
sitios de inflamacién. En leucocitos activados, algunas moléculas de adhesion incrementan la
participacién de sus ligandos y/o su expresion, mientras que otras se despojan de éstas,
presumiblemente para acomodarse, fijarse y migrar respectivamente.

En la literatura se ha informado que los extractos bacterianos de Staphylococcus
aureus (Sa) tienen un efecto inmunomodulador y regulador de la migracién de las células
inflamatorias, uno de estos estudios demostré in vitro que la toxina de Sa estimulaba la
mortalidad y adherencia de los granulocitos (ss-59)

En nuestro estudio, posterior a la administracién de extracto de Sa aumentdé ia
expresion de L-selectina en neutréfilos, sugiriendo una mayor activacion teérica de estas
células, estos hallazgos se habian propuesto en un estudio previo (0. Sin embargo, este
ensayo se habia realizado con liposacaridos bacterianos y no con la bacteria completa como
lo fue en el nuestro. En otro estudio, Fattorossi @3) encuentra una reduccidon en la expresién
de L- selectina en linfocitos T CD4+ y en Polimerfonucleares, posterior a la administracion de
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extractos bacterianos en sujetos sanos. Esto tiene mayor coherencia, si pensamos en la
aplicacién clinica que se le ha dado al extracto de Sa, ya que el paciente asmatico no
alergico, que es tratado con dicho extracto tiende hacia la mejoria (observacion empirica) .
Esto nos sugiere, por un lado que el incremento que nosotros observamos en nuestro
modelo, es por la accion exclusiva del estimulo en neutréfilos, sin la participacion de otras
células (linfocitos y células presentadoras de antigenos), los neutréfilos deben migrar en
intimo contacto o adhesidon con substratos celulares y no celulares. Los neutrdfilos actian
contra las células endoteliales y de esta manera migran de la circulacion a sitios de
inflamacién activa o en proceso. Estas células interactGan con las células presentadoras de
antigenos, los macréfagos alveolares y las células dendriticas epiteliales, ocurriendo asi una
respuesta inmune especifica por un antigeno normal @o). En el estudio de Fattorossi se
analizé la participacion e interaccion de otras células efectoras que pueden influir en la
expresion de L-selectina en neutréfilos. Esta interaccion muy probablemente se pueda atribuir
a células T CD 4+. Sin embargo, esta exploracién no fue orientada hacia las moléculas de
adhesidn, sino hacia las moléculas MHC Clase |l.

Las glicoproteinas adhesivas de la superficie celular, son las principales reguladoras
de casi todos los aspectos de la respuesta inmune inflamatoria. En el asma bronquial la
regulacion de las moléculas de adhesion en el endotelio son principalmente por linfocitos Th2
y por la liberacién de derivados linfocitarios, como citocinas, tal es el caso de la IL-4, que ha
sido implicada en participacion del proceso, por la caracteristico infiltrado linfocitario
encontrado en este padecimiento. Mas alld de proveer simplemente al leucocito de una
traccién y un amarre, las glicoproteinas adhesivas de la superficie celular consuman el ataque
entre célula y célula y entre célula y matriz, desempefidndose activamente en el papel de
direccion y manejo de la respuesta inflamatoria.

Kanegane y cols 1) encontraron que las células T CD 4+ se dividian en dos grupos;
con expresion de L-selectina y sin expresion de L-selectina, estas células fueron evaluadas
por la produccion de citoquinas que participan en la regulacidn de inmunoglobulinas. Los
hallazgos observados por este grupo de investigadores encontré que las células T CD 4+
humanas positivas para L- selectina produce una gran cantidad de interleucina 4 y § (IL-4 e
IL-5), mientras que las células T CD 4+ humanas negativas para L-selectina produce una
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gran cantidad de interferon y. Este perfil de expresion de citocinas coincide con el perfil que
distingue a los sub-tipos de células T en Th1 y Th2,

Bloemen (33) sugiere que el desarrollo de la hiperreactividad en el asma bronquial no
alérgica se debe en gran parte a la participacién de la molécula LFA-1 y no a MAC-1 como se
habia apoyado en otros reportes, también reportd una disminucidn significativa en el
porcentaje de células T CD 4+, asimismo una inhibicién completa del influjo de neutréfilos,
posterior al tratamiento con anticuerpos monoclonales especificos contra LFA-1, lo que
sugiere que el evento esta mediado por LFA-1 y no por MAC-1. Estos datos coinciden con los
reportados por Scheynius y cols. 2. En nuestro estudio, la disminucion de esta molécula
podria relacionarse con una disminucién del influjo de neutréfilos al sitio de inflamacion, la
reducciéon de LFA-1 secundaria a la administraciéon de extracto de Sa, si correlaciona con la
mejoria clinica observada en los pacientes que se han sometido a terapia con el extracto. Sin
embargo, es importante conocer cual es el comportamiento de LFA-1 en células endoteliales,
para conocer la relevancia del fenémeno.

Algunos estudios han sefalado que la reactividad cruzada de LFA-1 en la superficie
celular por anticuerpos pueden inducir ha sefiales intra-celulares, sugiriendo que la unién con
el ligando puede afectar sefiales intra-celulares como apoptosis, citotoxicidad, proliferacion,
produccién de citocinas y presentacion de antigenos s3-64). Por lo gue la reducciéon de LFA-1
secundaria a la estimulacién con Sa, puede significar una modificaciéon en la produccion de
citocinas y de esta forma afectar la proliferaciéon celular produciendo una regulacion en la
expresiéon de esta molécula y su participacion en el fenémeno inflamatorio, sin embargo, aun
conociendo esta base teorica, no aporta suficiente informacién para conocer las vias que
toma el Sa para modificar la expresién de estas moléculas. Ademas, puede sugerir una
menor migracién de la célula a los sitios de inflamacion, ya que algunos reportes sugieren que
la integracién de esta molécula al citoesqueleto soporta el mecanismo de locomocion de la
célula.

Finalmente, la adhesibn en si misma, bajo condiciones apropiadas de
coestimulacidn/cooperacién, causan la sefalizacién, la impresioén de la sefal o la activacion
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de leucocitos. Esto obviamente sugiere que las moléculas de adhesién juegan un papel critico
en la respuesta inflamatoria del asma bronquial es-67).

En comparacién con el asma alérgica, no se ha puesto mucha atencién en el asma no
alérgica, sin embargo se sabe que la interaccion inicial de ios neutréfilos con el endotelio y
con los propios neuiréfilos es regulada por las selectinas, seguida por una apretada
interaccion regulada por las 2 integrinas (3s,s).

Por lo anterior, nosotros creemos que probablemente ios hallazgos reportados se
deban a que el extracto de Staphylococcus aureus puede encontrase con el linfocito T CD 4+
antes de estimular al neutréfilo y de esta forma enviar una sefal distinta ( probablemente por
ILs para reducir la expresion de L- selectina ).

En conclusién, consideramos que el extracto de staphylococcus aureus puede inducir
a un incremento en el numero de neutréfilos que expresan L-selectina y reducir el numero de
neutréfilos que expresan LFA-1 y esta modificacion en el nimero de neutréfilos que expresan
estas moléculas, puede depender del estado basal de la célula, 10 que sugiere que este
extracto puede tener un efecto modulador de la respuesta inmune y muy probablemente
participa en eventos clave de la respuesta inflamatoria y de la migracién celular, por lo que es
indispensable continuar estudiando dichos efectos antes de proponerlo como un modelo
terapéutico en el asma bronquial.
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Clasificacion de la gravedad del asma ).

Gravedad | Caracteristicas Funcion Tratamiento
del asma Clinicas antes Pulmonar usado
del tratamiento regularmente
para mantener el
control
LEVE + Episodios + PEF > 80% del valor |+ Uso intermitente de
intermitentes y cortos | previsto del paciente  {agonistas beta 2, de
+ Sintomas <de 1-2 + Variabilidad del PEF {accién corta ( lo toma
VECes por semana <20% s6lo cuando lo

+ Sintomas de asma
nocturna <a 2 veces al
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+ Asintomatico entre
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+ PEF normal después
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necesita)

MODERADA |+ Exacerbaciones > 1- |+ PEF 60-80% del + Inhalacion diaria de
2 veces por semana valor previsto del agentes
+ Sintomas de asma paciente antinflamatorios
nocturna > 2 veces al [+ Variabilidad del PEF |+ Posiblemente uso
mes 20-30% diario de
+ Los sintomas + PEF normal después | broncodilatadores de
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FIGURA 2.

MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN LA VIA AEREA.

INFLAMACION Células

/ participantes
NEUTROFILOS LINFOCTTCS EOSINOFILOS CELULAS ENDOTELIALES

v Mediadores

/ proinflamtorios
MEDIADORES VASCACTIVOS MEDIADORES QUIMIOTACTICOS

ENZIMAS FACTORES ACTTVADORES
PROSTAGLANDINAS LEUCOTRIENOS
CITOCINAS NEUROPEPTIDOS

MOLECULAS DE ADHESION



26

Figura 3.
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FIGURA 4.
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GRAFICA 2.- ESTANDARIZACION DEL TIEMPO DE ESTIMULO (media de 5 ensayos
independientes por duplicado})
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TABLA 1.

Caracteristicas de edad y sexo estudiadas en pacientes con asma bronquial
moderada y sujetos sanos.

CARACTERISTICA PACIENTES CONTROLES

ASMATICOS (12) SANOS (12)
edad (afios) * 25 +/-9.6 24.2 +/- 4.9
sexo (m/f) ** 6/6 5/7

* Media y desviacton estandar
**Frecuencias absolufas
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GRAFICA 3.
EXPRESION DE CD 621 EN PACIENTES ASMATICOS (mediana).

P < 0.0001
7000

5000 Y

4000 9

3000 9

2444
2000 9

No. de neutréfilos que expresan CDB2L

1000

sin xm;to de S5a con extra'clo de Sa

GRAFICA 4.
EXPRESION DE CD 11a EN PACIENTES ASMATICOS (mediana).

P < 0.0001
11000
]
b
=
(@
‘-c’ 10000 ¥
5 9911
5
¢
© 90004
&
/2]
o
5
£ 5000 Y
2
e 7670
2 7000

&n extr:glo de Sa con extracto de Sa



32

GRAFICA 5.
EXPRESION DE CD 62L EN SUJETOS SANOS (mediana).

‘ P = 0.02
1200
| y
‘ g 11001 1113
(&)
§ 1000 4
5
2 o0
g EDOI
w
o
=
2 70y
5
&
O 600N
© 593
2 s .
sin extracto de Sa con eximcto de Sa

GRAFICA 6.
EXPRESION DE CD 11a EN SUJETOS SANOS (mediana).

8920

8900 ¥

9880 4

9360 4

68404 9850

8620 9

0800 4 9809

9780 4

9760 4

No. de neutrdfilos que expresan CD11a

gn extracto de Sa con extm::to de Sa



