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RESUMEN

Antecedentes: Las alergias son una serie de padecimientos que se
determinan genéticamente, afectando del 20 al 30% de la poblacién en los
paises desarrollados. Estos padecimientos se caracterizan por un aumento
en la capacidad de los linfocitos B para producir anticuerpos del tipo de la
IgE en respuesta a ciertos grupos de antigenos. El asma alérgica es una
enfermedad inflamatoria por excelencia. Mucho sobre la compleja
interaccion bidireccional entre el sistema inmune y el epitelio de la via aérea,
el efecto del ambiente, y la patofisiologia subyacente del desorden nos son
obscuras. Una parte primordial para el inicio de dicha respuesta es la
manera en que los linfocitos T y linfocitos B realizan el reconocimiento del
antigeno y la manera en que son presentados estos antigenos a las células
T, las cuales se activan liberando un perfil de citocinas generando
subgrupos de células T reguladoras que producen diferentes interleucinas,
que pueden incrementar la respuesta inmune o incluso inhibirla. Se han
descrito dos subpoblaciones: las células Th1 que suprime la sintesis de IgE
y la proliferacion de células B, y las células Th2 que incrementa la
produccién de IgE y favorece la activacion y quimiotaxis de los eosindfilos.
Una de las vias coestimuladoras mas importantes y mejor caracterizadas en
la activacion de las células T implica la unién "ligando-receptor” de unas
moléculas de las superficie de las células T, estas moléculas reciben el
nombre de "Grupos de Diferenciacion” (CD).

Disefio del estudio: Este es un estudio piloto inicial, de corte transversal
analitico, para determinar el nivel de expresion de los "Grupos de
Diferenciacion” y su correlacion con la severidad del asma.

Material y métodos: Durante los meses de Noviembre de 1999 y Junio del
2000 se escogieron a 10 pacientes, con una edad mayor de 18 anos, y que
ingresaron al servicio de Urgencias Adultos del H. R. "1° de Octubre” por
presentar cuadro asmatico agudo, con historia de asma alérgica. Cinco de
ellos con cuadro asmatico leve y cinco con cuadro asmatico severo.
Resultados: Se observé un valor aito de CD-62L y CD-124 en los pacientes
con asma leve, encontrandose disminuidos en los pacientes con asma
severa. El CD-152 se encontré disminuido en los pacientes con asma leve y
aumentado en los pacientes con asma severa. El CD-30 se encontré elevado
en los pacientes con asma severa y disminuido en los pacientes con asma
leve. Se encontré una disminucién de la concentracién de IgE en los
pacientes con asma severa en comparacion con los pacientes con asma
leve.

Conclusiones: Clinicamente la expresion de las moléculas no podia ser
valorable ya que se median en un estado de descontrol. Los hallazgos abren
la posibilidad de generar otras rutas de investigaciéon como es el demostrar
el comportamiento de la expresion de los CD en los pacientes en estado
intercritico par predecir la predisposicion de sufrir un estado grave la
enfermedad.




ABSTRACT

Background: The allergies are a series of sufferings that you/they are
determined genetically, affecting from the 20% t030% of the population in the
developed countries. These sufferings are characterized by an increase in
the capacity of the linphocytes B to produce antibodies of the type of the IgE
in answer to certain groups of antigens. The allergic asthma is par
excellence an inflammatory illness. A lot of envelope the complex
bidirectional interaction among the immune system and the epithelium of the
air road, the effect of the atmosphere, and the underlying pathophysiology of
the disorder is we dark. A primordial part for the beginning of this answer is
the way in that the liphocytes T and linphocytes B carries out the recognition
of the antigen and the way in that these antigens are presented to the cells T,
which are activated liberating a chemokines profile generating sub-groups of
cells T regulateds that different interleukines that can increase the immune
answer take place or even to inhibit it. Two sub-populations has been
described: the cells Th1 that suppresses the synthesis of IgE and the
proliferation of cells B, and the cells Th2 that increases the production of IgE
and it favors the activation and chemotaxis of the eosinophyles. One of the
roads more important and better coestimulated characterized in the
activation of the cells T implies the tie-receiving union of some molecules of
the surface of the cells T, these molecules receive the name of "Clusters of
Differentiation" (CD).

Design of the study: This is a initial pilot study, of analytic traverse court, to
determine the level of expression of the Clusters of Differentiation and their
correlation with the severity of the asthma.

Material and methods: During the months of November of 1999 and June of
the 2000 they were chosen 10 patients, with an age bigger than 18 years, and
that they entered to the Mature service of Urgencies of the H. R. "1° de
Octubre" to present sharp asthmatic square, with history of allergic asthma.
Five of them with light asthmatic square and five with severe asthmatic
square. _
Results: It was observed a high value of CD-62L and CD-124 in the patients
with light asthma, being diminished in the patients with severe asthma. The
CD-152 was diminished in the patients with light asthma and increased in the
patients with severe asthma. The CD-30 was elevated in the patients with
severe asthma and diminished in the patients with light asthma. We met a
decrease of the concentration of IgE in the patients with severe asthma to
compare with the patients with light asthma.

Conclusions: Clinically the expression of the molecules could not be
rateable since they are mediated in a lake of control state. The discoveries
open the possibility to generate other investigation routes like it is
demonstrating the behavior of the expression of the CD in the patients in
even between critic state to predict the bias of suffering a serious state the

iliness.




1.- ANTECEDENTES

La alergia o atopia son una serie de padecimientos que se determinan
genéticamente, afectandose del 20 a 30% de la poblaciéon de los paises
desarrollados, con un incremento en su prevalencia observado en la ultima
década. Estos padecimientos alérgicos se caracterizan por un aumento en la
capacidad de los linfocitos B para producir anticuerpos del tipo de la
Inmunoglobulina E (IgE) en respuesta a ciertos grupos de antigenos? (alergenos)
que, en su medio ambiente, pueden activar dichos sistemas inmunolégicos por la
inhatacion, ingestion o penetracién a través de la piel. (1)

El asma, sindrome clinico que se conoce desde hace mas de 2,000 afios, es una
enfermedad inflamatoria por excelencia. Mucho sobre la compleja interaccidn
bidireccional entre el sistema inmune y el epitelio de la via aérea, el efecto del
ambiente, y la patofisiologia subyacente del desorden nos son obscuras. Los
mecanismos que la causan son complejos y varian segun la poblacion, 1a persona
y se ha involucrado a la sensibilidad genética, que probablemente involucra varios
genes, en combinacién con varios componentes del medio ambiente como
causantes de esta enfermedad. Sin embargo, no todos los casos del asma pueden
ser explicados por la respuesta alérgica.

El asma alérgica presenta una prevalencia maxima durante la infancia, afectando
aproximadamente al 10% de la poblacién, disminuyendo posteriormente entre el §
a 6% de la poblacion durante la adolescencia y el inicio de la vida adulta, época en
que son altas las tasas de remisidn. Posteriormente vuelve a incrementarse la
prevalencia durante la parte tardia de la vida adulta alcanzando del 7 al 9%. (2)
Aproximadamente la mitad de los ancianos con asma desarrollan su enfermedad
antes de los 65 afios, pero 2% de la poblacion anciana general tendran un inicio

tardio.

3 _Ell&émino antigeno sugiere una sustancia simple, generalmente una macromolécula organica que induce.la formacién de
anticuerpos. Estas substancias tienen dos propiedades definidas: 1) Capacidad para estimular la respue‘sla inmune y 2} La
abilidad para reaccionar especificamente con los anticuerpos o las células involucradas en la respuesta inmune.(35)




Varias pruebas han establecido que la mayor parte de los casos de asma son una
forma de hipersensibilidad inmediata. Aproximadamente el 70% de los pacientes
tienen pruebas cutdneas positivas —reacciones de habon y eritema- tras la
inyeccién de uno o mas alergenos comunes (Asma atdpico). Ademas, se puede
provocar la obstruccion de las vias aéreas en muchos pacientes asmaticos
mediante la inhalacion de alergenos especificos.(1)

Las principales sustancias capaces de desarrollar sensibilizacién alérgica —y que
con mas frecuencia disparan la respuesta inmunitaria- son los alergenos
intradomiciliarios; de éstos, los componentes del polvo casero ocupan un lugar
preponderante. El principal microorganismo presente en el polvo casero capaz de
desencadenar enfermedades alérgicas es el acaro del polvo o dermatophagoides,
el cual pertenece a la familia Acaridae. Las principales especies son el
pteronisinus, el farinae y la Blomia. (3,4,5,6,7,8,9,10).

El asma afecta aproximadamente a 10 millones de personas en los Estados
Unidos. La tasa de prevalencia es similar en otros paises industrializados, pero
parece ser mas baja en otras areas del mundo menos desarrolladas.(4,5) Por
razones que no enteramente se aclaran, la preponderancia de asma a aumentado
en la década pasada. En algunos pacientes;.el asma no &s un problema durant= la
mayor parte del dia, pero ocasionalmente ocasiona ataques severos supios que
necesitan las visitas no programadas a los hospitales y requiere manejo de
corticoesteroides sistémicos. Los individuos afectados pueden tener una
morbilidad considerable y el asma puede producir la muerte en algunos pacientes.
La incidencia de asma y muertes por asma esta creciendo en todo el mundo. No
obstante la mayoria de los pacientes nunca experimentan episodios que pongan
en peligro la vida. Por ofra parte la asistencia de los individuos con asma grave -
habitualmente individuos jévenes y ademds sanos con insuficiencia respiratoria
inminente o real- representan un desafié para los médicos internistas.(3,4,5,6)

En la patogenia del asma bronquial tienen que ver las células inmunitarias
(Linfocitos T y Linfocitos B) que expresan su funcion como resultado de una serie

compleja de fendmenos que tienen lugar en fases: (4,5,11)




Fase de activacion
Fase de induccién
Fase de proliferacién
Fase de diferenciacién
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Fase de ejecucién.

Tanto los linfocitos T como los linfocitos B realizan funciones inmunitarias, y cada
uno de ellos, cuando recibe las sefiales adecuadas, pasa a través de estas fases
en forma sucesivas hasta alcanzar sus funciones efectoras. La funcién efectora
expresada puede ser el punto final de una respuesta, como la secrecién de
anticuerpos por una célula plasmatica diferenciada, o puede servir como funciéon
reguladora que module otras funciones.

Una parte primordial para el inicio de dicha respuesta es la manera en que los
linfocitos T y linfocitos B realizan el reconocimiento de! antigeno. Las respuestas
de anticuerpos a los alergenos requiere del reconocimiento del antigeno por las
células T colaboradoras y la colaboracién entre linfocitos T y B especificos de
antigeno. Esta colaboracion entre los linfocitos T-B se denomina “interaccion
analoga”, porque depende del reconocimiento especifico del antigeno y de otras
moléculas de superficie que interactian en las dos células (4,6,8,10,12).

Una vez que ingresa el antigeno al organismo la respuesta inmunoldgica se inicia
con la presentacion de los antigenos, por medio de “células presentadoras de
antigenos” que pueden ser monocitos, macréfagos y células B a las células T
colaboradoras maduras (ThCD-4+) las cuales se activan liberando un perfil de
citoquinas generando subgrupos de células T reguladoras que producen diferentes
Interleucinas (IL), que pueden incrementar la respuesta inmune (IL-2, IL-3, IFN-y,
IL-5 e IL-6) o incluso inhibirta (IL-4 e IL-10). Esta unién que se establece entre el
antigeno y su receptor se denomina “ligando-receptor”.

Se han descrito dos subpoblaciones: las células Th1 que a través de la produccion
de IFN-y suprime la sintesis de IgE v la proliferacion de las células B, y la subclase

Th2 que incrementa la produccion de IgE y favorece la activacién y quimiotaxis de




los eosindfilos. En el asma la subclase predominante es la Th2, por lo que se ha
propuesto que la inflamacidon en el asma podria ser consecuencia de un
predominio de células Th2 sobre las Th1.

Una propiedad general de los linfocitos, tanto células T como células B, es la
necesidad de dos sefiales distintas para inducir la proliferacion y diferenciacion
hacia células efectoras. La primera sefial la proporciona la union del antigeno al
receptor del antigeno en la superficie celular. En el caso de las células T, esta
primera sefial la proporciona la union del complejo péptido-molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) al receptor para el antigeno de la célula T
(TCR). La segunda sefial para la activacion de la célula T es suministrada por
moléculas coestimuladoras que son moléculas de superficie en la superficie de las
“células presentadoras de antigenos” que se unen a receptores especificos en el
linfocito T. (4,9,12,13,14,15)

Una de las vias coestimuladoras mas importantes y mejor caracterizadas en la
activacion de 1a célula T implica la unién “ligando-receptor” de una molécula de
superficie de la célula T llamada CD-28, la cual se une a las moléculas
coestimuladoras B7-1 (CD-80) y B7-2 (CD-86) expresadas en las “células
presentadoras de antigenos”. El CD-28 suministra sefales que estimulan la
respuesta de células T al antigeno- El CD-28 se expresa constitutivamente en el
80% de las células ThCD4+. La cantidad de CD-28 que se expresa aumenta tras
la estimulacion de las células T. Se desconoce por completo la forma en que CD-
28 favorece la activacion de la célula T y probablemente implique varios
mecanismos. Existe evidencia de que las sefiales mediadas por CD-28 aumentan
la expresién de genes de citoquinas (IL-2), ademas parece proteger a las celulas T
de sufrir muerte celular programada al incrementar la expresién de la proteina de
supervivencia.

Otra molécula de la superficie de la célula T, llamada CD-152 (CTLA-4), se une
también a B7-1 y B7-2 pero, a diferencia del CD-28, transmite sefales que inhibe
la activacién de la célula T. El CD-152 no es detectable en la superficie de las
células T en reposo, su expresién es inducida después de la activacion de la




célula T, alcanzando niveles maximos a las 48 horas. Se une a B7-1 y B7-2 con
mayor afinidad que el CD-28.

Las senales bioquimicas generadas por CD-28 y CD-152 estan incompletamente
caracterizadas. Si bien no se conocen todos los detalles aun, esta claro que la via
CD-28/CD-152-B7-1/B7-2 superpone a la via de activacion por receptor del
antigeno de la célula T un sistema complejo de regulacién que garantiza que las
respuestas inmunitarias estén activadas cuando se necesiten y desactivadas
cuando estas no se requieran.

La activacion de las células T inducida por el antigeno lleva a la produccion de
muchas y diferentes moléculas secretadas y de superficie de las células, que
poseen varias funciones efectoras y reguladoras. Una de estas proteinas de
superficie inducida por activacion que influye profundamente en la forma en que la
célula T interactia con ofras células del sistema inmunitario es el ligando de CD-
40 (CD-40L). Esta proteina se expresa horas después de la estimulacion por el
antigeno de la célula T uniéndose al CD-40, que es un receptor de superficie de
otras células.(15,16)

Otra molécula de adhesion accesoria es el CD-11a que es una molécula de
adhesion leucocitaria que pertenece a la superfamilia de las integrinas y reconoce
a la molécula de adhesién intercelular 1 o ICAM-1 (CD-54, en la nomenclatura
internacional). Esta molécula permite el rodamiento de los linfocitos a lo largo de
las células endoteliales. No es una molécula coestimuladora pero aumenta el
efecto de otras sefales.

Por otra parte, el contacto fisico entre las células B y los linfocitos T para la
generacién de respuesta de anticuerpos se sospech6 por primera vez cuando se
descubri6 que la funcion colaboradora de los linfocitos T no podia ser
reemplazada por sus productos secretados. Diversos estudios demuestran que los
linfocitos T activados expresan una molécula de membrana que se une a un
receptor de los linfocitos B, y esta interaccién proporciona el estimulo que pone en
marcha las respuestas de las células B (CD-40:CD-40L). La interaccién del CD-

40:CD-40L desencadena sefiales bioquimicas intracelulares en las células B que




son necesarias para que las células confinien su proceso de activacion,
proliferacion y diferenciacion de las células B.(17,18)

El CD-40L es miembro de la superfamilia de moléculas que engloba a los
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) y a una proteinas llamada “Fas”.
Este ligando es necesario para la activacidn del linfocito B mediado por célula T.
De hecho, en la activacion del linfocito B se requieren de dos sefales, la primera
senal la proporciona la union del antigeno a la inmunoglobulina de superficie, y la
segunda senfal la unién del CD-40 al CD-40L. Aunque el CD-40L se expresa
principalmente en las células T activadas de fenotipo colaborador, se sabe ahora
que el CD-40 se encuentran en muchos tipos de células, entre ellas células B,
monocitos, células dendriticas foliculares, células epiteliales, fibroblastos entre
otras. En todos los casos, la unién del CD-40L induce respuestas de activacion en
las células que expresan CD-40, como es la proliferacion y el cambio de isotipo de
las células B; la estimulacién en los monocitos de la secrecion de citoquinas y la
actividad microbicida; y un aumento de la expresién de las moléculas de adhesién
en células endoteliales.(17,18,19)

Especialmente importante en la activacién de las células T, es la regulacion
positiva mediada por CD-40 de B7-1 y B7-2. Esto se produce en los tres tipos de
“células presentadoras de antigenos” profesionales (células B, células dendriticas
y monocitos). Por lo tanto, a través de las interacciones CD-40:CD-40L, las células
T activadas pueden amplificar mas aun las respuestas de células T al antigeno
estimulando la funcién coestimuladora de las “células presentadoras de antigeno”.
Del mismo modo el reconocimiento del antigeno por las células B estimula la
expresion de coestimuladores [B7-2 y B7-1 en orden de aparicion (CD-86 y CD-80
en la nomenclatura actual)] que son reconocidos por el CD-28 en las células Th
CD4+ que, al mismo tiempo, estan interactuando con los complejos péptido-
complejo de histocompatibilidad mayor de clase Ii de las células B, provocando de
este modo una mayor activacion de las células T.

La interaccion entre las células T auxiliadoras y las células B es bidireccional. Ya
que la expresion de B-7 y CD-40L son dependientes de la estimulacion mediada




por un antigeno, solo los linfocitos especificamente estimulados por él mantienen
la especificidad de la respuesta inmunitaria.(17,19)

Otro ligando importante es el descrito por Kanegane, conocido como L-selectina®
(CD-62L) en células CD4+ el cual nos permite el discriminar clonas Th1y Th2 ya
que solo las células Th2 expresan este marcador.{20)

La selectina-L o CD-62L acttia como receptor de asentamiento para los linfocitos
en las vénulas endoteliales altas de los ganglios linfaticos, sin embargo se expresa
también en otros leucocitos. En los neutréfilos, sirve para unir a estas células a las
células endoteliales que son activadas por las citoquinas (TNF-a, IL-1 e IFN-y) que
se encuentran en los focos inflamatorios. Se cree que el reconocimiento por la
Selectina-L (CD-62L) de su ligando ocurre rapidamente pero esta unién es de baja
afinidad; esta propiedad permite que el CD-62L medie la unién inicial y el posterior
rodamiento de los neutrofilos en el endotelio en la cara de la corriente sanguinea.
El CD-62L se localiza en los extremos de las proyecciones de las
microvellocidades de los leucocitos, facilitando su interaccion con ligandos del
endotelio. El ligando de la célula endotelial CD-34, que es un proteoglucano de las
células endoteliales y células de la médula 6sea, puede unirse al CD-62L.(21)

La expresién de CD-62L en el endotelio puede requerir de una amplia expaosicién a
la citoguina, tipico de las vénulas endoieliales altas de los gangiios linfaticoseriza
los focos inflamatorios periféricos, el CD-62L de los neutrdfilos puede contribuir
indirectamente al rodamiento al presentar carbohidratos acidicos compiejos como
el Lewis-sialilado, a la selectina-E o a !a selectina-P en la célula endotelial.

Existen diferencias entre las tres clases de selectinas (E, L y P), lo cual sirve para
conferir diferencias tanto en la especificidad de union como en la expresion tisular.
Sin embargo se cree que las tres selectinas en conjunto median una rapida unién
de baja afinidad de los leucocitos al endotelio, una fase precoz e importante en ef

aislamiento de los leucaocitos. (15,21,22)

b . Las selectinas, llamadas a veces moléculas de adhesién de tipo lectina son una familia de tres proteinas
independientes pero muy relacionadas que media la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales. Un
miembro de esta familia de moléculas se expresa en los leucocitos y los otros dos miembros en las células
endoteliales. Todos participan en el proceso de unién leucocito-endotelio.




Se han reforzado los conocimientos de las funciones fisiolégicas de las selectinas
gracias a los estudios en ratones con inhibicidn génica selectiva. En el caso de la
inhibiciébn selectiva de la selectina-L, los ratones poseen ganglios finfaticos
pequeifios y mal formados y muestran un defecto en la induccién de respuesta
inmunitaria dependiente de células T y reacciones inflamatorias.(21) (Tabla 1).

Las celulas T producen varias citoquinas, que son una serie larga y creciente de
mediadores solubles de caracter proteico que sirven fundamentalmente para
regular el crecimiento y la diferenciacién de diversas poblaciones de linfocitos
desemperiando un papel importante en la fase de activacion de la respuesta
inmunitaria dependiente de células T; asi como modulacién de otras reacciones
inmunolégicas y la participacién de otras células y sistemas durante el curso de
una respuesta inmunitaria. Debido a que muchas de estas citoquinas son
producidas por ciertas poblaciones de leucocitos -como respuesta a la interaccion
con un antigeno especifico, un antigeno inespecifico o un producto estimulante
soluble especifico- a estas moléculas se les llama interleucinas. De estas es de
importancia la interleucina 4 (IL-4) cuya funcion fisiolégica principal es regular las
reacciones inmunitarias mediadas por IgE y mastocitos /ecsinéfilos a través de su
unién con su proteina receptora conocida como CD-124, esta unién se cree que
permite una estimulacién en la produccién de IgE que desempefia un papel
importante en la defensa frente a las infecciones por helmintos, desempefiando un
papel critico en las reacciones inflamatorias mediadas por IgE vy
eosinéfilos.(17,20,23,24,25)

La interaccién de antigenos y de linfocitos inmunocompetentes es el protagonista
principal de una respuesta inmune. Generalmente un ndmero de interacciones
celulares es requerido para efectuarse una reaccién por completo. Estas pueden
ocurrir no solamente entre varias clases de linfocitos y células (leucocitos

mononucleares y polimorfonucleares) (Tabla 2).
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Otras interacciones incluyen:

» La presentacion por los macréfagos de antigenos a linfocitos T o B.

» Aumento de la actividad microbicida de los macrofagos mediante células T
activadas por antigenos en la resistencia celular a infecciones, y

> Reclutamiento de mononucleares y polimorfonucleares, nuevamente
mediante células T activadas por antigeno, en reacciones mediadas
celularmente semejante a la hipersensibilidad retardada.

La colaboracion entre linfocitos se ha documentado tanto en la inmunidad celular
como en la humoral, entre varias clases de linfocitos T asi como entre linfocitos T
y B.(Tabla 2)

En las personas que sufren de asma causado por una respuesta alérgica, una
variedad de eventos que todavia no se entienden por completo, conduce a la
inflamacién y la hiperreactividad en las vias respiratorias. Los conductores de esta
orquesta de factores del sistema inmunitario parecen ser ios linfocitos T
auxiliadores (Th2) las cuales producen interleucinas (IL), que como ya explicamos,
son un subgrupo de los factores inmunes conocidos como citoquinas.
(12,13,25,26,27)

Uno de los mecanismos efectores mas poderosos del sistema inmunitario es ia
reaccion dependiente de IgE que involucra a los mastocitos tisulares y a los
baséfilos. Cuando el antigeno se une a las moléculas de inmunoglobulina E (IgE)
previamente fijada a las superficies celulares, se produce una rapida liberacion de
una gran variedad de mediadores que, en conjunto, producen un aumento de la
permeabilidad vascular, vasodilatacion, contraccion del masculo liso bronquial y

visceral, e inflamacion local. (1) Esta reaccidn se conoce como “hipersensibilidad

inmediata.”
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Tabla 1.- Caracteristicas de las moléculas CD a estudiar. (15,16,21,22)

ESTRUCTURA PRINCIPAL EXPRESION FUNCIONES
DESIGNACION CD MOLECULAR CELULAR CONOCIDAS O
PROPUESTAS
180 kD Leucocitos
CD-11a Se asocia al CD-18 para Adhesién
formar la integrina LFA-1
45 - 50 kD Células B activadas, Receptor Fee de baja
CD-23 macrofagos. afinidad, inducido por IL-
{FceRIIB) 4; funcién desconocida.
La mayoria de las células | Receptor de las células T
Homodimero de cadena T. para las moléculas
CD-28 de 44 kD Algunas células coestimuladoras B7-1,
plasmaticas. B7-2.
Células T y B activadas; | Papel en la muerte celular
las células de Reed- por activaciéon, miembro
Stemnberg en la de la familia dei TNF-R
CD-30 105 kD enfermedad de Hodgkin
Papel en la activacion
dela célula B y del
Células B, macrofagos, | macrofago inducido por el
Heterodimero de cadenas células dendriticas, contacto con la célula T;
CcD-40 de 44y 48 kD células endoteliales, receptor para éi ligando
celulas epiteliales CD40defacélula T,
miembro de la famiiia
Fas/TNF-R
Leucocitos {la expresidén | Acentamiento de células
en células T es altaen T virgenes. Adhesién
células virgenes, leucocito-endotelial;
CD-62L 90 - 110 kD generalmente baja en | asentamiento de células T
células de memoria) virgenes en los ganglios
linfaticos periféricos.
Regular las reacciones
Células B inmunitarias mediadas
cD-124 130 kD Mastocitos porlIgE y
Eosindfilos mastocitos/eosindfilos
Regulador negativo de la
coestimulacion celular 7.
CD-152 Células T Ligando con CD-80 y CD-

£6.
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Tabla 2.- Interaccidon celular en Inmunologia.(14,18,26,27,28)

Tipo de Interaccién Direccicn Modo
(Células involucradas) De la actividad De interaccion.
Colaboracion CélulaT < CélulaT Las céiulas T promueven o
entre suprimen funciones de otros
linfocitos CélulaT < Célula B linfocitos sean T 0 B.
Macréfago = Célula T Presentacion de antigenos y
Interaccion entre Macréfago = Célula B reclutamiento de linfocitos
Linfocitos y células Célula T = Macrofago Actividad microbicida
Accesorias
CelulaT= Polimorfonuclear Reclutamiento de células
Célula T= Mononuctear inflamatorias.

En los dltimos anos se han estudiado ampliamente los mecanismos que regulan
las sintesis de la IgE humana, una de estas es el de la colaboracién de los
subtipos de las células auxiliadoras (Th) CD4+ y las células B.(25) Durante un
ataque alérgico la IgE se une a varias células en el sistema inmunitario, incluyendo
a las células eosindfilas, basdéfilas y mastocitos, que se encuentran generaimente
en los pulmones, la piel y las membranas mucosas. La unién con los mastocitos
provoca la liberacion de varios quimicos, en particular aquelios conocidos como
leucotrienos, que causan cambios inflamatorios en las vias respiratorias inferiores,
con la consecuente reduccion del diametro de las vias respiratorias, incremento
en la produccién de moco y la estimulacion de las terminaciones del nervio en el
recubrimiento de las vias respiratorias.(29)

L.a IgE se encuentra ligada a la membrana del mastocito por un receptor de alta
afinidad llamado receptor FceRl, otro de baja afinidad denominado receptor FceRlI
(CD-23). Este ultimo receptor tiene dos isoformas, una el FceRlla que se
encuentra solamente presente en las células B y el FceRIlb que se expresa en
células T, monocitos, macrofagos, células de Langerhans, células dendriticas,
eosindfilos y plaquetas (25,30) y que estarian implicados en la regulacién de las
respuestas mediadas por IgE por parte de las células T (13). En el afo de 1994

Hill y Cookson dieron a conocer que la variante Fce Rilb estaba asociada a la
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atopia y a la hiperreactividad bronquial. (31) Los anticuerpos IgE alergeno-
especifico se une a los receptores tipo | de alta afinidad (FceRI) que estan en la
superficie de los mastocitos o basdfilos y FceRI alergeno-inducido; la union
cruzada provoca la liberacién de mediadores vasoactivos, factores quimiotacticos
y citocinas que, en turno, disparan la cascada alérgica.(32,33)

En afios recientes se han estudiado intensamente las propiedades funcionales de
las células T auxiliadoras (Th) en el mecanismo de union de las células B
productoras de IgE, las células cebadas o los basdfilos y eosindfilos en reacciones
alérgicas. Estos conceptos son conocidos en la actualidad en alergia como la
teoria de la Th2.(12,13)

Con referencia a lo anterior, se conoce que las células Th se subdivide en una
subpoblacién Th1 que controla el desarrollo de la respuesta celular, y una
subpoblacion Th2 que controla el desarrollo de la respuesta humoral. Un
desbalance en estas subpoblaciones predispondra al desarrollo de una
hipersensibilidad inmediata. La subpoblacion Th2 se acumula en los érganos
blanco de los pacientes atdpicos; lo que explica que la exposicién a los alergenos
reclute y active a las células Th2 en estos sujetos.(29)

Sergio Romagnani en 1991, con relacién-al-papel de la Th y CD4 en la 2lemia
determind que las poblaciones de linfocitos CD4+ respondian a los antigenos
funcionalmente como células Th1 productoras de IL-2, Interferon y, Factor de
necrosis tumoral que son primordialmente responsables de los fendmenos
inflamatorios- y como una poblaciéon Th2 productora de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13
—involucradas en la formacién de anticuerpos y la maduracion y especificidad de
los mismos y, analogamente, se estimulan en forma autécrina a través de la |L-4-,
asi como una poblacién ThO que produce ambos patrones de citocinas. (12)

Las células ThCD4+ provee a las células B con, al menos, dos sefiales: una de la
produccion de citocinas, como la interleucina 4 (IL-4) y la inter leucina 13 (IL-13),
derivadas de las células B(13,20,30) que pueden inducir expresién de linea
germinal en las células B. La otra sefial requerida para la sintesis de la proteina
IgE estd dada por una interaccion fisica célula-célula, Th-célula B, esta
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introduccion ocurre en el CD40L, expresando en la céluia Th activada y la
molécula CD40 constituida, expresada en la célula B.(17,19)

Las células T pueden promover o suprimir la funcién de otros linfocitos,
dependiendo de las circunstancias y el tipo de clonas Th: Th1 o Th2.

Por lo anterior muchos de los investigadores creen ahora que el asma deberia
considerarse como una enfermedad inflamatoria. Desde este punto de vista, la
lesidn primaria en el asma es la acumulacion de células Th2 CD4+, baséfilos y
eosinofilos en la mucosa de las vias aéreas, un ejemplo de reaccién de fase
tardia. Se piensa que la hipertréfia de células musculares lisas y la
hiperreactividad son el resultado de mediadores y citoquinas derivadas de los
leucocitos. La secuencia fisiopatolégica puede ponerse en marcha tras la
activacion de los mastocitos en respuesta a la unioén del alergeno con la IgE. Las
citoquinas derivadas de los mastocitos producen el reclutamiento de eosinéfilos,
baséfilos y células Th2.(10) Los mastocitos, baséfilos y eosindfilos generan
mediadores que contraen el musculo liso de las vias aéreas.

Del Prete sefalo que el nimero de células Th2 de la mucosa de la via aérea de
pacientes alérgicos con alteraciones respiratorias reflejaba una respuesta de
células T a los alergenos inhalados. Para demostrar lo anterior obtuvo biopsias de
bronquio 0 moco nasal de individuos con asma bronquial o rinitis inducida por
polen de pasto 48 horas después de la exposicion a extracto de polen. Las clonas
de células T derivadas de éstos y de especimenes controles se evaluaron por su
fenotipo, especificidad alergénica, perfil de secrecion de citocinas y habilidad para
proveer para la sintesis de la IgE a la célula B. Se encontré que una proporcion del
14 a 22% de clonas de las células ThCD4+ derivadas de la mucosa estimulada fue
especifica para los alergenos del pasto; muchas de ellas exhibieron una clara
divisién del perfil Th2 y la induccién de la sintesis de IgE en las células B
autdlogas de la sangre periférica. En contraste, ninguna de las clonas de las
células T derivadas de los tejidos controles fue especifica para alergenos de
pasto, y s6lo una minoria de ellas manifesté fenotipo Th2. Estos hallazgos proveen
pruebas convincentes de que las células Th2 especificas para el alérgeno

relevante aparecen pronto en la mucosa después de la inhalacién del alérgeno. En
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estas células, el perfil de citocinas puede jugar un papel disparador en el inicio de
la cascada alérgica.(34)

Los eosindfilos también estén involucrados en la patogénesis de los
padecimientos alérgicos, ya que estas células se acumulan en los sitios de la
inflamacion alérgica y los productos tdxicos que se liberan contribuyen al dafio
tisular. La activacién de los eosindfilos esta bajo el control de las células T
(subpoblacion Th2) que regulan la sintesis de IgE. La acumulacién preferencial de
eosinofilos deriva de las acciones de la IL-3, IL-4, IL-5, y factores estimulantes de
las clonas de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).

Los eosindfilos activados por IgE liberan sustancias capaces de dandar
directamente el tejido pulmonar como son los radicales libres y las proteinas
granulares, entre las que destaca la proteina catiénica del eosinéfilo, marcador
especifico de su activacion. La activacién eosinofilica también determina la
liberacion de otras citocinas (IL-3, IL-5, GM-CSF) que favorecen su propia
quimiotaxis, activacion y supervivencia.

La razén por la cual los alergenos solubles y algunos componentes de helmintes
promueven la diferenciacién de células Th en fenotipo Th2 es menos clara. La
aparicion de microambiente de IL-4 con ausencia o bajas concentraciones de INF-
v representa, al parecer, una situacion favorable para el desarrollo de células Th2.
El otro componente necesario para el desarrollo de dichas células, la aparicion de
IL-4, plantea la importante pregunta de la fuente celular de la IL-4. Desde que las
células T parecen incapaces de diferenciar las células productoras de 1L-4 en
ausencia de IL-4, puede estar involucrada la produccion de |L-4 por las células
no-T. Las células no-T del bazo del ratén y la meédula o6sea humana
probablemente correspondientes al linaje de mastocitos/basofilos pueden liberar
IL-4. Esta produccion de IL-4 de células del linaje de mastocitos/basofilos pueden
muy bien reflejar un medio a través del cual las células Th2 pueden ser
notablemente amplificadas in vivo durante la reaccién alérgica y las infestaciones
parasitarias. Si estas células juegan también un papel en la respuesta primaria a

Th2, falta que sea establecida.(24)
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En adicién, muchos estudios puntualizan que la respuesta Th2 esta comprometida
en la patogénesis de las enfermedades alérgicas, principalmente a través de la
secrecion de |L-4/IL-3 e IL-5, las cuales son responsables de la sintesis de IgE y
de la funcién de los eosindfilos. Existen datos que apoyan el papel patogénico de
las células Th2 alergeno-reactivas en padecimientos alérgicos como son las
siguientes: (Tabla 3)(35)

Tabla 3.- Caracteristicas de las Células Th2

> Los alergenos preferentemente expanden células Th mostrando un perfil
Th2

» Las células Th2 se acumulan en los 6rganos blanco de pacientes alérgicos.

> Elreto con alergenos resulta en la activacion local y el reclutamiento de
células Th2 alergeno-especificas.

» Las células Th2 reactivas al alérgeno expresan en su membrana CD30 un
marcador de activacion preferente relacionado con la produccién de
citocinas tipo Th2; aparecen en la circulacion de pacientes alérgicos
durante la exposicién estacional al alérgeno.

» El suceso especifico de la inmunoterapia relacionada con la regulacién
negativa.

» De las células Th2 alergeno-reactivas y/o con la regulacién positiva de las
células Th1 alergeno-reactiva.

B Y R T P

Basado en observaciones experimentales en roedores, se ha postulado que los
diferentes tipos de respuesta inmune se encuentra mediada por la predominancia
de una de los dos subtipos de células T auxiliadoras (Th1 y Th2). Datos mas
recientes indican que la situacién en los humanos es mucho mas compleja con
algunos misterios y constantes paradojas. No obstante se ha realizado una intensa
investigacién sobre la intervencion de las células Th1/Th2 en las lesiones de
varias enfermedades en un intento para comprender mejor la patogénesis y de
esta manera planear terapias mas efectivas: Por ejemplo, en el asma y los
desordenes alérgicos se ha considerado un desorden predominante de las células
Th2 con secrecion predominante de citocinas IL-4 (con la estimulacién de la
secrecion de IgE) e IL-5 (que activan y prolongan la vida de los eosindfilos). No
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obstante, no se ha observado de manera directa a marcadores celulares para
células Th2.(24,36)

2.- JUSTIFICACION:

Al estudiar el papel de los subtipos de Th1 y Th2 en diferentes estados del
padecimiento nos enfrentamos a la falta de marcadores auxiliares capaces de
identificar estos subtipos celulares. Para superar este problema, se han disefiado
algunas posibilidades como el propuesto por Pene y col. (32) al clasificar un panel
de grandes clonas de las células ThCD4+ humanas con perfiles establecidos de
secrecidn de citosina Th1, Th2 o ThO, para la expresion de diferentes antigenos de
superficie que se conocen como "grupo de diferenciacion" (CD: Cluster of
differentiation). Se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico para CD30, un
miembro de la también llamada superfamilia de factor de necrosis tumoral (TNF)
(37), ya conocido por encontrarse en la superficie de la membrana de las células
de Redd-Stemberg vy de Hodgking (38). Algunos autores encontraron que las
clonas Th1 mostraban baja o indetectable expresion de la proteina CD30, mientras
que las clonas Th2 expresaban grandes cantidades de CD30 en su superficie y
liberaban cantidades detectables de CD30 solubles. Las clonas ThO mostraron un
patron intermedio de la expresidn y liberacion de CD30. Ademas esta expresion de

CD30+ se ha observado en:

» El alérgeno de pasto Lolp |, que inducia una produccién con la exposicion
estacional a polen de pasto y aparicion de sintomas alérgicos (39,40).

» Individuos infectados con HIV (41) en donde se identificaron
concentraciones elevadas de la forma soluble de CD30 en suero, y

» Pacientes alérgicos que mostraban una IgE sérica elevada.
Mientras que Sergic Romagnani y colaboradores en Florencia, Italia, han

demostrado la presencia del CD30, una glicoproteina de superficie expresada
predominantemente en las células Th2 (dependiente de IL-4) pero no expresada
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por {as células Th1. Sin embargo el CD30 es expresado en algunas células CD8+,
células T y B activadas por ciertos virus. No obstante, en tejidos de ciertos lugares
en particular la frecuencia de la expresion de CD30 es fuerte, tomandose como un
indicador indirecto de la secrecidén de IL-4, y por implicacion, si una respuesta
predominantemente de celulas Th2 se encuentra presente en esos sitios
comparados con una respuesta predominante de células Th1 vista en reacciones
de hipersensibilidad retardada a antigenos como los de ia tuberculina. En una
revision reciente, el grupo de Romagnani describe observaciones recientes de que
la interaccion de CD30 con su ligando (CD30L) puede aventajar la apoptosis de
células que expresan CD30, jugando un papel en la seleccidén negativa de algunos
subgrupos de células T durante la maduracién intratimica.(36)

El CD30+ parece involucrado en la via de la diferenciacion / activacion de las
células Th2 y puede representar un marcador para las células T productoras de
citocinas tipo Th2. (39,40)

Por otra parte Kanegane propuso que el CD-62L en células ThCD4+ es capaz de
discriminar clonas Th1 y Th2 ya que las células Th2 son las que expresan este
marcador.(42)

Como se ha mencionado ya anteriormente el CD-82L actia como receptor de
asentamiento para los linfocitos en las vénulas endoteliales altas de los gangiics
linfaticos, sin embargo se expresa también en otros leucocitos.

Se han reforzado los conocimientos de las funciones fisiolégicas de las selectinas
gracias a los estudios en ratones con inhibicion génica selectiva. En el caso de la
inhibicion selectiva de la selectina-L, los ratones poseen ganglios linfaticos
pequefios y mal formados y muestran un defecto en la induccion de respuesta
inmunitaria dependiente de células T y reacciones inflamatorias.(21)

Siendo la expresion de los grupos de diferenciacion (CD) una manifestacién del
tipo celular al que pertenecen, y asumiendo que las células Th1 y Th2 se
encuentran involucradas en el proceso inflamatorio, y que actualmente contamos
con marcadores para detectar su expresion, como son los CD, cabe por analogia
considerar que estos también se encuentran alterados en el asma agudo ademas

de ser un proceso alergénico e inflamatorio.
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Se propone este protocolo a fin de tratar de registrar si existen alguna relacion
entre los CD y el grado de severidad del proceso asmatico.

3.- DEFINICION DE TERMINOS UTILIZADOS.

Atopia. Aqui es empleada para definir la exhibicion, por un sujeto, de una o mas
pruebas reacciones dérmicas positivas para alergenos comunes.

Asma. Sindrome clinico que se caracteriza por una triada clinico-patolégica de
obstruccion intermitente y reversible de las vias aéreas, inflamacién bronquial
cronica con eosindfilos e hiperreactividad de la célula muscular lisa bronquial a los
broancoconstrictores.(11)

Los episodios de broncoconstriccidon son recurrentes, y las vias aéreas de los
pacientes con asma muestran cambios crénicos, un gran aumento en la cantidad
de células musculares lisas, mayor cantidad de células productoras de moco y un
mayor depésito de tejido conectivo —membrana basal- por debajo del epitelio
bronquial. (3,11)

Asma atépico. Padecimiento asmatico que se acompaiia de reacciones cutaneas
positivas a uno o mas alergenos. e
Asma leve. Enfermedad inflamatoria caracterizada por'aumento de la reactividad
de la traquea y bronquios a diversos estimulos, que da lugar a un difuso de las
vias respiratorias, reversible, cuya gravedad cambia espontdneamente o como
resultado a la terapéutica. Esta peculiaridad condiciona la evolucion por crisis de la
enfermedad. (11)

Asma severo o estado asmatico. Se le define de distintas formas pero se puede
resumir como evidencia de obstruccion persistente y grave de la via aérea y
sintomas asmaticos a pesar de una serie estandar de tratamiento para el asma
agudo. Es la forma grave del asma agudo que se encuentra presente cuando los
pacientes no mejoran después de media hora o una hora de intenso tratamiento
con broncodilatadores. El asma severo agudc usualmente se desarrolla en

paciente con un pobre control del asma con persistencia de la obstruccion de la
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via aérea. La respuesta a los B-agonista es pobre con frecuencia, pero la
condicidn mejora con el empleo de esteroides. (11)

Asma que pone en peligro la vida. También denominada como asma fatal o
asma potencialmente fatal. Se le puede definir como una obstruccién asmatica de
la via aérea con insuficiencia ventilatoria que se manifiesta como hipercapnia
relativa. El asma fulminante, hiperagudo, se desarrolla rapidamente, usualmente
en individuos con limitacion de la via aérea o limitacion cronica de la via aérea.
Esto puede amenazar la vida en minutos pero responde rapidamente a la terapia
broncodilatadora agresiva. (11)

“Grupo de diferenciacion” o CD (Cluster of differentiation). Proteinas
antigénicas que sirven como marcadores fenotipicos de las diferentes poblaciones
linfocitarias. CD significa “grupos de diferenciacién® (del inglés cluster of
differentiation) y se refiere a las moléculas reconocidas por un “grupo” de
anticuerpos monoclonales que pueden utilizarse para identificar la estirpe ¢
estadio de diferenciacion de los linfocitos, y asi distinguir una clase de linfocitos de
otra.(12,13,29). Las moléculas de superficie celulares reconocidas por anticuerpos
monoclonales se llaman “antigencs”, ya que se pueden crear anticuerpos contra
ellos, o “marcadores”, cuando son reconocidas por anticuerpos especificos
permitiendo el identificar y discriminar a las células entre diferentes poblaciones
celulares.(43)

IgE. Es una proteina sérica, subclase de inmunoglobulina, que consta de una
estructura tetrapeptidica basica en forma de Y, compuesta por dos cadenas
pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas unidas por enlaces
intercatenarios de tipo puente disulfuro. Cada una de estos tipos de cadenas
constan de regiones constantes y regiones variables. Las regiones variables se
encuentran situadas en los extremos distales de los brazos de la Y, reciben este
nombre debido a la amplia diversidad de los aminocacidos que alli se encuentran,
que determina a su vez, la capacidad de la inmunoglobulina para combinarse con
el antigeno. La region constante contiene una secuencia de aminoacidos

relativamente constante y distinta para toda clase de inmunoglobulina. (44)
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Es un componente menor de las proteinas séricas y tiene el menor rango de
sintesis de las diferentes clases de inmunoglobulinas conocidas. Circula como un
anticuerpo bivalente y se encuentra normalmente presente en el plasma a una
concentracidn menor de 1 mcg/MI. En condiciones patologicas como es la
infeccidén por helmintos y en las atopias graves, este nivel puede aumentar por
encima de los 1,000 mcg/mL. Los anticuerpos de esta clase son los mediadores
antigeno-especificos de las reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato y por
lo tanto tienen efectos biologicos extremadamente potentes. (1,25) Existe una
diferencia crucial en la produccion de IgE entre los diferentes individuos atopicos y
los normales: los primeros producen grandes cantidades de IgE en respuesta a
determinados antigenos, mientras que los segundos generalmente sintetizan otros
isotipos de Ig, como es la IgM y la IgG, y solo pequefias cantidades de IgE.
Existen cuatro factores que interactiian entre si contribuyen a la regulacién de la

sintesis de IgE:

» La herencia

> La evolucién natural de la exposicién al antigeno
» Lanaturaleza del antigenoy.. ...... - ...
> Las células T colaboradoras y sus citoquinas.

Eosinofilia periferica y tisular. Los eosinofilos son granulocitos derivados de la
médula 6sea cuyos granulos contienen proteinas basicas que fijan colorantes
acidos como la eosina. De hecho, las dos proteinas principales de los granulos del
eosinéfilo se llama proteina mayor bésica y proteina catiénica del eosindfilo. La
proteina mayor basica es téxica para los helmintos pudiendo también causar dafio
a los tejidos normales. (1,25,29). Por afios se ha considerado que la presencia de
eosinofilia es un indicador de que se ha sufrido lo que se ha determinado
vagamente como “una diatesis alérgica” o una infestacion parasitaria; y es verdad
que la presencia de eosinofilia sefiala uno de esos estados en la mayoria de los
pacientes. (45) La rinitis alérgica, el asma bronquial, la alergia gastrointestinal, y

las reacciones a medicamentos pueden asociarse con eosinofilia en la sangre
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periferica, en las secreciones corporales o en los tejidos. La presencia y el grado
de eosinofilia se ha empleado en el diagnéstico diferencial y como un instrumento

para valorar la severidad de la enfermedad.

Tiene importancia en ciertas parasitosis y es la responsable de los sintomas de la
alergia atopica. La rinitis alérgica, el asma bronquial, la alergia gastrointestinal, y
las reacciones a medicamentos pueden asociarse con eosinofilia en la sangre
periférica, en las secreciones corporales o en los tejidos. La presencia y el grado
de eosinofilia se ha empleado en el diagnéstico diferencial y como un instrumento
para valorar la severidad de la enfermedad. Desdichadamente, esto no es tan
sencillo como se dice. Es posible, por instancia, para fundamentar una
acumulacién masiva de eosinofilos en la secrecién nasal, cuando los eosindéfilos
circulantes se encuentran dentro de limites normales. En efecto, la cantidad de
eosindfilos circulantes puede ser tan pequeno después de la administracién de
antigenos para sensibilizar al individuo. Es mas, la eosinofilia, cuando se asocia
con frecuencia a reacciones alérgicas, no provee per se ningun indicio de la

naturaleza del antigeno.

4.- HIPOTESIS:

Al ser un estudio transversal exploratorio no se requiere de hipdtesis. No obstante,
proponemos que siendo la expresion de los grupos de diferenciacion (CD) una
manifestacién del tipo celular al que pertenecen, y asumiendo que las células Th1
y Th2 se encuentran involucradas en el proceso inflamatorio, y que actuaimente
contamos con marcadores para detectar su expresién, como son los CD, cabe por
analogia considerar que estos también se encuentran alterados en el asma agudo
ademas de ser un proceso alergénico e inflamatorio.

Se propone este protocolo a fin de tratar de registrar si existen aiguna relacién

entre los CD y el grado de severidad.
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5.- DISENO DEL ESTUDIO:

Este es un estudio piloto inicial, de corte transversal analitico, para determinar si
efectivamente el nivel de expresion de los “grupos de diferenciacion’ se
correlaciona con la severidad del asma en un grupc de pacientes adultos
(mayores de 18 afos), que acudié al servicio de Urgencias Adultos del Hospital
Regional “1° de Octubre” del I.S.8.S.T.E, durante un periodo de ocho meses.

6.- MATERIAL Y METODO:

De la poblacién de pacientes que ingresaron al servicio de Urgencias Adultos,
entre los meses de Noviembre de 1999 y Junio del 2000, por presentar cuadro
asmatico agudo, se escogieron a diez pacientes con historia de asma alérgica,
presentando cinco de ellos cuadro asmatico leve y cinco con cuadro asmatico
severo, y que tuvieran una edad mayor de 18 afos. Todos los pacientes

seleccionados presentaban clinicamente datos de broncoespasmo.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:

« Ser mayor de 18 afios de edad, sin importar su genero. fr=sade

s Habérsele diagnosticado asma alérgica en un periodo de 6 afos a la fecha
(no aplicandose para el grupo control de sujetos sanos).

*» Al momento de su ingreso estar padeciendo de un cuadro de descontrol
asmatico leve o severo.

» No haber recibido esteroides de cualquier tipo en los Gltimos 20 dias antes
del descontrol agudo.

» No haber recibido inmunoterapia los ultimos 6 meses.

» Presencia de pruebas cutaneas para alergénos positivas para acaros del

tipo pteronisinus y farinae.

24




Los criterios de eliminacién fueron:
* Haberse tomado muestras sanguineas después de tres horas de haber
ingresado al servicio de urgencias.
» Padecer una enfermedad psiquiatrica.

« Imposibilidad para efectuar espirometria.

El criterio de exclusion fue:
= Resultado positivo de coproparasitoscopio en serie de tres muestras para

cualquier parasito.

Una vez que se reunieron los criterios de inclusién se formaron tres grupos con
cinco sujetos cada uno, dichos grupos fueron los siguientes: (a) grupo de sujetos
sanos, (b) grupo de pacientes con asma leve y (c) grupo de pacientes con asma

severa.

La severidad del asma en un paciente fue juzgada individualmente por la
frecuencia y la cronicidad de los sintomas, la presencia de limitacion persistente

de la via aérea y la medicacién requerida para mantener su control.
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En este estudio se defini6 como paciente con asma leve si presento los siguientes
criterios: (10,11,44)

Sintomatologia presente mas de una vez a la semana sin ser diariamente.
Exacerbacion que puede afectar la actividad o el suefio.

Sintomatologia por la noche mas de 2 veces por mes.

Dificuitad para hablar sin poder articular una frase corta sin respirar a su
ingreso.

Diaforesis.

Frecuencia respiratoria = 20 respiraciones por minuto a su ingreso.
Taquicardia < 110 latidos por minuto a su ingreso.

Utilizacion de los musculos accesorios respiratorios al momento de su
exploracion fisica.

Grado | o grado 1 de insuficiencia respiratoria detectado por resultados de
gasometria arterial.

Un flujo espiratorio > a 200 I/min (> al 80% del valor predicible, con una

variacion del 20 al 30%).

El paciente con asma severo se consideré si reunia los siguientes criterios:

Sintomas continuos con exacerbaciones frecuentes.

Sintomatologia frecuente de asma nocturno.

Limitacion de la actividad fisica debido a la sintomatologia asmatica.
Frecuencia respiratoria > 25 respiraciones por minuto al momento de su
ingreso.

Frecuencia cardiaca > 110 pulsaciones por minuto al momento de su
ingreso.

Flujo espiratorio entre 60 a 100 I/min (< 60% de la prediccion normai, con
una variable mayor del 30%).

Grado |1l de insuficiencia respiratoria detectada por resultado de gasometria

arterial.
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Los grados de insuficiencia respiratoria se definieron de la siguiente manera:
(10,11)

Grado I: PaCO2 20 -35 mmHg
Pa02 > 80 mmHg

Grado II: PaCo2 35 - 45 mmHg.
Pa02 60 - 80 mmHg.

Grado Ill: PaC0O2 35 - 45 mmHg.
Pa02 40 — 60 mmHg.

Una vez que se decidié ingresarlos de manera primaria al estudio se procedio a
realizar los siguientes examenes de laboratorio: biometria hematica completa,
determinacién de IgE sérica, pruebas cutaneas para detectar la presencia de
alergia a los acaros ya sefialados, coproparasitoscopico en serie de tres y una
espirometria a los tres dias posteriores a su ingreso.

Ademas de lo anterior se tomaron 20 mililitros de sangre periférica que se colectd
en un tubo de ensaye con E.D.T.A. y se enfriaron a 4°C, para transportarlos en un
lapso no mayor de tres horas al laboratorio de Bioquimica del |.N.E.R.

La técnica de aislamiento de celulas T se realizé de la siguiente manera: (46)

+» Una vez recibida la muestra de sangre periférica se le centrifugo a 1,500 r.p.m.
a 4°C durante 10 minutos.

< Se suspendié el boton de células en solucion salina con buffers de fosfato o
Geys/Hankks (PBS) a 4°C.

% Utilizando un volumen 2:3 y un radio de separacién media de linfocitos (LSM)
(Ficoll-Hypaque), el estrato estabilizado con una interfase aguda entre dos
estratos, se centrifugo esta mezcla por 35 minutos a 500 xg, sin freno, para
obtener la suspensién final de células T. La suspension final de células
obtenidas utilizando este protocolo puede dar preparaciones conteniendo mas
del 98% de celulas T.
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Posteriormente estas células T fueron sometidas a citometria de flujo para
detectar los CD de los linfocitos ThCD4+ de la siguiente forma: (47,48)

>
o

Las células T fueron marcadas con fluorocromos isotiocinato de fluoroceina

(FITC) (DAKO, Golstrup, Denmark), ficoeritina (PE) y PERCP (Becton &

Dickinson, Immunocytomtry, San José, CA).

< Se aplicaron anticuerpos monoclonales anti-CD-4, CD-11a, CD-30 y CD-62L.

% Se incubaron las céluias T durante 20 minutos a 4°C con el quit de separacién
de CD-4 magnéticamente conjugados a perlas magnéticas, se seleccionaron
por medio de MIDI MACS (Magnetic Activated Cell Sorter), se recuperaron Is
células retenidas.

% Estas células retenidas se introdujeron a un FACScan (Becton & Dickinson),
utilizando filtros FITC y PE.

< La lectura de fluoresceina se leyé de acuerdo a la longitud de onda de cada
fluorocromo y se construyeron graficas de puntos para el analisis estadistico de
eventos celulares, contra unidades de fluorescencia relativa con el programa
Cell Quest en Mac.

El analisis estadistico incluyd mediana, pruebas de ji cuadrada, prueba exacta de

Fisher y las pruebas de hipotesis de diferencia se realizd en forma primaria con un

analisis de Kruskal-Wallis y post hoc una prueba de U de Man Whitney con un

nivel de significancia de 0.05 de dos colas. El paquete estadistico utilizado fue el

SPSS 8.0y EPIINFO 6.0

7.- RESULTADOS:

Posterior a la invitacidn a participar en este estudio piloto se lograron reclutar un
total de16 pacientes distribuidos de la siguiente forma; cinco en el grupo control de
sanos, cinco en el de asmaticos leves y seis en el de asmaticos graves, en este

ultimo grupo un paciente se eliminé por no reunir los criterios de inclusion.
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Las caracteristicas basales de estos grupos se presentan en la tabla 4.

Tabla 4.- Caracteristicas basales de los sujetos.

Grupo asma Grupo asma
Caracteristicas | Grupo control leve severa P
(n =5) {n=5)

Sexo (HM) § 312 4n 2/3 NS
Edad” 23 19 47 NS
IgE UIIL* 5 295 126 0.002
Eosindfilos 26 386 6.0 NS
periféricos*

Eosindfilos en 0 15 50 NS

moco nasal”

* Valores expresadcs en sus medianas.

§Relacion hombre/mujer.

en porcentaje.

Los valores expresados de eosindfilos periféricos y de moco nasal son_exprssadcs

Los resultados obtenidos por grupos se describen en las tablas 5,6, y 7, las cuales
se presentan a continuacién:

Tabla 5.- Resultados obtenidos en los pacientes sanos:

CD-62L CD-30 CD-152 CD-11a CD-124
751 1.6 0.07 99.0 0.3
66.5 2.6 0.04 99.5 0.9
60.7 2.6 0.16 96.9 0.1
59.0 1.3 0.21 99.5 0.3
67.7 2.9 0.07 96.1 0.8
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Tabla 6.- Resultados obtenidos en pacientes con asma leve:

Paciente CD-62L CD-30 CD-152 CD-11a CD-124
1 67.5 0.44 0.58 96.5 0.85
2 81.0 0.98 0.77 95.0 0.17
3 86.6 0.59 0.23 96.6 0.22
4 76.1 1.3 0.25 97.11 0,13
) 66.9 1.07 0.09 74.8 0.14 |

Tabla 7.- Resultados obtenidos en pacientes con asma severa:

Paciente CD-62L CD-30 CD-152 CD-11a CD-124
1 14.5 55 1.77 97.7 0.89
2 18.3 4.2 4.30 99.1 0.08
3 10.0 24 0.93 99.4 1.06
4 14.0 31 0.61 99.6 1.02
5 134 02 1.07 99.8 0.80

Se observa un valor alto de CD-62L y CD-124 en los pacientes con asma leve, al
mismo tiempo observamos valores disminuidos de estos mismos marcadores en
los pacientes con asma grave. No obstante observamos valores disminuidos de
CD-152 en los pacientes con asma leve y aumentado en los pacientes con asma
grave, lo cual es paraddjico con la teoria de este “grupo de diferenciacion” .

El CD-30 se encuentra elevado, predominantemente, en pacientes con asma
grave, con valores disminuidos del CD-62 en el mismo grupo, mostrandose unos
resultados de los mismos CD con valores invertidos en el grupo con asma leve.
Con relacién a la determinacion de IgE las diferencias entre todos los grupos
fueron estadisticamente significativas con valores de p de 0.008.

Con relacién a la determinacién de CD en los grupos encontramos los siguientes

resultados que se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8.- Diferencias en la expresién de los CD en los grupos.

Tipo de Grupo control | Grupo de asma | Grupo de asma Valor de p

Ligando Leve Severa

CD-62L 66.5 76.1 14.0 0.004
CD-30 02.6 00.98 03.1 0.055
CD-152 7.00E-02 00.25 01.07 0.004
CD-11? 99.0 96.5 99.40 0.021
CD-124 00.3 00.22 00.89 0.306

En las pruebas post hoc se encontré que las diferencias significativas se
observaron entre sanos y leves fueron CD-152 (p=0.028), entre sanos y graves
CD-62L (p=0.009) y CD-152 (p=0.009) y entre leves y graves CD-62L (p=0.009),
CD-152 (p=0.016) y CD-11a (p=0.009).

8.- DISCUSION:

En la literatura mundial no existen estudios epidemiclégicos cuyo disefio permita
conocer la prevalencia de la expresién de los ligandos entre los pacientes
portadores de asma atopica. Por este motivo se decidio iniciar este estudio en los
pacientes con asma alérgica como un compromiso institucional para la mejor
atencién de nuestros pacientes. En nuestro estudio no se valoro la prevalencia del
asma aguda en nuestro hospital dado que este no era el objetivo de nuestro
estudio, sin embargo la presencia de pacientes asmaticos en nuestra consulta
diaria es elevada.

El presente estudio es un estudio piloto que pretendié encontrar alguna relacion
entre la expresion de los ligandos en un grupo de pacientes asmaticos.

Las caracteristicas basales se encontraron con respecto a la relacion de sexo y
edad distribuidos de manera homogénea, sin que esto represente, por lo tanto,
algun factor que incrementara la respuesta inmunolégica.

El estudio demuestra de manera inicial que si existen diferencias en la expresion
de determinados CD y que estos se pueden relacionar con la severidad del

padecimiento, observandose los siguientes puntos:
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1.

Llama la atencién que los niveles de IgE se encuentran disminuidos en los
pacientes con asma severa (p=0.002) y las diferencias intergrupales
demuestran diferencias significativas (p=0.0008). Este hecho resulta
paradgjico ya que lo que se esperaba era el encontrar un incremento
mayor en los niveles de IgE en los pacientes con asma severa, creemos
que esta observacion haya sido como resultado del “agotamiento” en la
produccion de IgE por la intensidad de la reaccién. No obstante, a pesar de
haber encontrado estas diferencias estadisticas, esta observacion debera
de corroborarse en estudios posteriores donde el tamano de la muestra sea

mayor.

Con relacién a la expresién de los “grupos de diferenciacion” (CD) resultd
ser estadisticamente diferente el CD-62L, el cual se encontrd disminuido en
el grupo de asma grave, con una gran diferencia intergrupal ya que se
expres6 de una forma mayor en los pacientes con asma leve, lo que no se
encuentra acorde con la teoria, ya que se esperaba que se encontrara con
mayor expresién en los pacientes con asma grave y que permitiera ei
asentamiento de los linfocitos en. las vénulas endoteliales y de los

neutréfilos a las células endoteliales de los focos inflamatorios.

Del mismo modo encontramos que el CD-152 se encontraba aumentado en
su expresién en los pacientes con asma, y de estos presentaron mayor
expresion los pacientes portadores de asma severa, en comparacion con
los pacientes portadores de asma leve, lo que también resulta contrario a
su funcién de regulador negativo de la coestimulacion de las celulas T al
unirse a B7-1 (CD-80) y B7-2 (CD-86) con mayor afinidad que el CD-28 que
tiene una funcién reguladora positiva de la coestimulacion celular T.
Observandose que tampoco concordaba con los conocimientos tedricos de

la molécula.
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4. Se observd que el CD-30 se encontraba elevada en los pacientes
portadores de asma severa, en comparaciéon con los pacientes con asma
leve, pero al mismo tiempo se observé aumentado en los pacientes
controles en comparacién con los pacientes con asma leve. La literatura
refiere que la expresion de CD-30 es una respuesta predominante de las
células Th2, presentando también un comportamiento paraddjico ya que era
de esperarse una expresidn mayor en los pacientes de asma leve que en el
grupo control, siendo congruente su expresion en los pacientes con asma

severa.

5. La expresion de CD11a no mostré diferencia estadistica significativa en
ninguno de los tres grupos. Esta molécuia no es un coestimulador pero
permite !a adhesion entre las células 10 que facilita la expresion de la
respuesta inmune 10 que demuestra que los pacientes podian manifestar

las respuestas inmunolégicas buscadas.

6. La molécula CD-124 presenté mayor expresion en el grupo con asma
severa, pero no presentd diferencia estadistica entre el grupo control y el
grupo de asma leve. Esta molécula es tomada como un indicador indirecto
de la IL-4, (49,50) siendo su receptor lo que permite las reacciones
mediadas por IgE, esto nos indica que la capacidad de respuesta a las
reacciones mediadas por la inmunoglobulina es mayor en los pacientes con
asma severa, y a la vez nos confirma la consideracion de que la
disminucion relativa de la concentracion de IgE en los pacientes con asma
severa fue consecuencia de un “agotamiento” en la producciéon de la

inmunoglobulina.
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CONCLUSION:

El significado clinico de este trabajo redunda en los siguientes puntos:

a).- Clinicamente la expresiéon de las moléculas, en este momento, no
puede ser valorables ya que se han medido en un estado de descontrol.
Dada la complejidad de la medicion no podemos sugerir que estos sean
utilizados como marcadores de severidad ya que contamos con otros
patrones clinicos y de laboratorio mas sencillos y no costosos en su

realizacion.

b).- Los hallazgos de este trabajo abren la posibilidad de generar otras rutas
de investigacion como es la de demostrar el comportamiento de la
expresion de CD en pacientes asmaticos en estado intercritico para
predecir la predisposicién de sufrir un estado grave de la enfermedad.

c).- Resulta obvio que el numero reducido de pacientes es una limitante, por
lo que necesitamos realizar mas estudios en que se incluya un nerg
mayor de pacientes e incluso medir otros marcadores e resguesia

inflamatoria como son las interieucinas.
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