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Abreviaturas
Th: Linfpi;i;és T cooperadores
CD: Gruposde diferenciacion celular
! cCR Receptor de quimiocinas C
ALL-ﬁEZQtligcésécaridos reconocidos por la lectina de Ar‘nayréntﬁusvléu,cdcarpus
MCP: Proteina quirﬁioatrayente demonocntos SRR TNROSE

IL: interleucina

INF-y: Interferon gamfﬁa W
IgE: Inmunoglobulina E
FCeR1: Receptor de alta afinidad pafa Ié inr‘méhoglobdlina_’E
UA: Unidades Alergia N | :

Ul/L: Unidades Interngcicv;nalve!s/L»itro.

Lol 'i:,Detérniihan:té:fpli{incibal fiel polen de pasto lolium perenne

PAGE-SDS: Gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de Sodio
AAR: Rinomahoméffia Activa Anaterior
FEV1 : Volumen Eibiratorio Forzado en el primer segundo

CNiN: Células Mononbu»cleadas
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PBS: Solucién Amortig ra déiE'qéffatc‘:s

FLA1: Canal de fluorescencia 1°

FL2: Canal de ﬂddfgfs}clé.fnmé 2
'PE: Ficoeritrina

‘ dR: ‘Quantdm Red

~_FITC: Fluorosceina
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RESUMEN

Uno de Ios prlnctpales problemas para estudiar el papel de los subhpos Th1

y Th2 en dlferentes estados del padecimiento alérgico es la falta de marcadores

excepcnon de las células ALL-R+

o _A5|m mo, hubo una mayor expresion de RANTES eotaxina-1, eotaxina 2, MCP-3

y MCP-4 (hgandos solubles de CCRS) en el fluido broncoalveolar de estos

R pacueﬁntes. En relacion a la actividad de este padecimiento, se encontré una mayor

ekpfesién de CD30 en linfocitos T CD4+ de pacientes con asma severa cuando
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__fueron comparados con las células de paéientes con asma moderada, de acuerdo

La comparacxén de pademmientos alérgicos con manifestaciones

: ‘ktuvueron una'mayor expresién de CD30 y ALL-R estadisticamente significativa en
: comparaCIon con las células de pacientes con dermatitis de contacto.

e Estos resultados sugieren que cada uno de los padecimientos atdpicos

tiene una fisiopatologia particular y que los marcadores propuestos para identificar

células Th2, reflejan una dinamica diferente en cada uno de ellos.

ABSTRACT

One of the main troubles to study the roll of the Th1 and Th2 cells subtypes

in different stages of the allergic diseases is the lack of phenotypic surface markers

that could be -able to ldentnfy these cellular subtypes‘f To dentnfy to the Th2

. Iymphocytes have been proposed surface mar| \CD 0 CDSZL

;:;CD11a‘::CDS7 and ALL-R we fond a correlatlon of CCR3 molecule W|th the CD4+'

obtalned from patlents WIth allerglc rhlnltls '
124 hours after nasal challenge wuth aIIergen and cultnvated with PMA-lonomlcm In
relatlon tQ surface ollgosacchandes Amaranthus leucocarpus lectin, had a bigger
expression of CD30 in CD4+ TV lymphocytes in this group of patient, but it was not
statistically significant. Other surface markers expressed in Th2 lymphocytes

where determinate and those did not show statistical differences, neither
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correlatuon wnth lL—4 or IFN

Rhinitis z ctivity. did not 'show diffe}enléestin"surface

: .markers exp :

p NTES eotaxm 1, eotaxln-2 MCP-3 and MCP-4 (soluble ligands

; of CCRs) in broncoalveolar Iavage ﬂlud of these patients. In relation to disease

ct|v1ty, CD30 expressed CD4+ T Iymphocytes in patient with severe asthma when

he" were comparedv wnth the ceIIs of patlent with moderate asthma, according to

the approach S of se enty ':‘f the Am»erlc’an ]‘horacuc Society.

c contact dermatms

These results suggest that e

Physiopathology and the proposed markers to ldentlfy h2cells;: reflect a dlfferent

dynamics in each one of them. - :
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INTRODUCCION

Los padecimientos atdpicos como la rinitis alérgica, el asma bronquial y la

dermatms atoptca entre otras son un complejo de enfermedades crénicas, que

mcluyen factores amblentales mducnendo una respuesta inmunitaria en individuos

‘ genétlca r e




,producen altas concentracnones de mterferén gamma (INF-y) no producen IL-4, por

i ;Io tanto nb

celu|as

: enfermedade' atdpicas severas (anaf‘ ilaxia, estatus asmatico, dermatitis atopica

severa) lanstacnones por helmlntos (10 19- -20). En estos estudios, los autores

encontraron un desequmbrlo en la produccuén de citocinas; alta produccién de IL-4



con decremento de IFN-y.v A‘simisr’ﬁoi n'otro padécihﬁéritoéafdbidos, sé observo

que la presencia células’;Th e induccid ':de sintesus de lgE en células B

autélogas, en biopsias de bro cosa nasal de pacientes con asma

bronquial o rinitis, 48‘hormas o ‘ bronqutal o nasal positivo a polen de
pas(o (Lol-1) respectlvamente 21)' Sﬁiasecuentemente. se ha observado que
muchas células T que lnfltran la conjuntiva de pacientes con conjuntivitis vernal
(alerglca) tlenen caracterlstlcas similares a las células Th2, ya antes descritas en

,‘el ratén por su capacidad para producir grandes cantidades de |L-4 con ausencia

de INF-y (22) Ademés. se encontraron proporciones altas de células T con perfil

‘el microambiente de IL-4 en
parece que representa una

Iulas Th2. En algunos estudios se ha

e Tcond:cuon f orable para el desarrollo'de [

: observado queb Ia presencua de IL-4 en los smos de presentacion de antigeno es el
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factor dominante en Iadeterminaciénv de la polarizacion de las células Th2 en

reposo en raton’és 'ythurrianos (26-27)} o

'1ANTECEDENTES

En Ios ultlma decad oléculas de superfcne han sndo asocnadas:r

“los, mtegrantes de Ia famlha de

D 'alerglca postenor a Ia exposumén del alergeno Estos mismos autores encontraron

: ';y‘que células Th1 mostraban baja o indetectable expresién de la proteina CD30,
-"mlentras que las células Th2 expresaban grandes cantidades de CD30 en su
éuperﬁcie y liberaban cantidades de CD30 soluble detectables por ELISA en el
suero de pacientes alérgicos (31). Ademas, en pacientes asmaticos sensibilizados
a polen de pasto con exposicién estacional o perenne y con aparicion de
sintomatologia alérgica (Lo/ 1), se observd que las células T CD4+CD30+
especificas para este alergeno tenian una produccion de citocinas tipo Th2 (32).
En otro estudio en pacientes con asma bronquial alergica, se encontré mediante
analisis de citometria de flujo y ELISA, que celulas T CD4+ que expresaban
CD45RO y CD30, en cultivo estimulando con PHA disminuyd la expresion de
CD30, mientras que aumenté el CD30 soluble, lo cual correlacioné con la

severidad del padecimiento (33). En otro estudio analizando la expresion de CD30

11



CD30 parece Involucrado en via de la dlferenc /actlvacnén'dé:v'células Th2 y
kpuede representar un marcador para celulaskT‘ productéras de citocinas tipo Th2
‘(36 37). Ty ‘
: Kanegane y cols. (38) utlhzando:un modelo:murlno han propuesto que la

mayor expresion de: CDSZL (L-s le‘ na):en células T CD4+ se encuentra

relacionada con las cé!ul,as? Th amashlta y‘cols '(39) mediante citometria de

e CD62L:en celulas T CD4+ de sangre periferica de

flujo determina la expresié

un grupo de rocesos atopucos (asma alérgica, rinitis

o 'co|s (41) anallzando la expresuon de este receptor en clonas . de Imfocntos T,

12




3+:nueve de ellas secretaron niveles

on'

detéctadas por citome'trié' : dé fl‘ujo' ‘e

en la superfcte de todas las células encontramos

:“glcocor\jugados Las lectinas anlmales y/o vegetales debido a 1la gran

:d"k_,;especif:c1dad por carbohidratos han permltldo aislar y caracterizar grupos

“icelulares, asi como sus receptores, y ha SldO posnble identificar lectinas capaces

: i'f‘»de Induc1r actlvndad mltogénlca en Ilnfocntos Algunas lectinas especificas por la

estructura Galactosam 3 N- acetul D-galactosamma o1,08er/Thr, como la lectina

de Ayn-‘ra'ranthus leucocarpus

reconoce’ N-acet|l D-galactosamlna (GalNAc en’ Ia estructura Gal-GalNAc de una

eina de membrana de estos _resultados se han obtenido
_,f'medlante cromatograﬁa de afnidad en-una columna con matriz de agarosa con

awdlna Yy el lisado de células T |ncubado con la lectina acoplada a biotina (45,46).

—;Es,ta»lec,tma de Amaranthus /eucocarpus se ha propuesto que es capaz de

aglutinar linfocitos T CD4+ humanos con un perfil de citocinas tipo Th2 (47). En
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‘:—base a= estos antecedentes, se sugiere que la utilizacion’ de Ia lectlna de
Amaranthus Ieucocarpus puede ser utilizada como upa herramienta para el

estudlo de células tipo Th2.

JUSTIFICACION

En Ios ultlmos afios el incremento en los padecnmlentos alérglcos

constltuye unk_;problema de salud a nivel mundial (48). Sin embargo no ha SIdo'

'OBJETIVOS
) Objetlvo general
Correlacnonar moléculas de superfcue celular de Imfocutos Th2 (CD30,

: ‘CCR3 ALL-R CDBZ L y CD11a) con su perf‘l de secrecion, en pacientes con

: nnms alerglca comparando con otros padeCImlentos alérgicos en distintos estados

“de gravedad

” TESIS (0N
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Objétiydé vés'pveg':ﬂfﬁco_f £

A, 1 Conoce" Ia o 'n que exlste entre los marcadores de superfcne y

la producctén e lL-4e celulas Th2 ‘en sangre periférica de pac1entes con’ rlnltls

alerglca y compararlos con dlversos padecimientos alerglcos

1 2 Determlnar si.el reto nasal con alérgeno, modlf‘ca Ia expresuf:n de los

marcadores de superficie y la producclon de IL-4

1.3 Conocer si Ia gravedad del padec1m|ento modlf‘ca el tlpo la expresubn de
__moléculas de superficie celular relacionadas a células Th2 de pac1entes con rinitis.

atépica y otros padecimientos.

DISENO DEL ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO
"\ Para ios estudios 1y 2; Clinico controlado de mediciones repetidas

’ Péfa los estudios 3, 4 y 5; Transversal comparativo

MUESTRA = |

» Celulas T CD4+ produccnon de 1L~ 4 e lNF-y, pacnentes con. enfermedad

alerglca y su;etos sanos ~

TRSIS O
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MATERIAL Y METODOS

Extractos alergénicos.
Los extractos alergenicos utilizados fueron Dermatophagoides pteronisinnus
y farinae (Der p y Der ), fueron procesados en base a los criterios propios de cada

laboratorio, con dlstlntos tlpos de presentamon. Unidades Alergia, Unidades

Blologlcas y PesoNo!umen"(Labs Greer AIk-BeIIo y Allergomex respectivamente).

El control negatlvo fue ngcerma/solucton salina en diluciones seriadas con solucién

( de fos atos y eI control positivo fue histamina en solucién fosfatos (histamina base

' ‘}.‘ ,1 0 mg/ml)

" Potencia bioldgica de los extractos alergénicos.
Durante los Ultimos afios se han desarrollado algunos métodos para
minimizar la variaciéon en el contenldo y potencia de Ios extractos alergenlcos

siendo los mas utilizados |a preparacmn pesolvolumen Esto ha resultado en la

concentracuon proteica del

propuesta de la Umdad A|érg|ca (por d fnlcnon.=

S extracto de referencna ‘que produc na poblacuon alérgica una media
eor a2 k q;jiva e‘ a la actividad de 100 unidades

,"pot:éncia biolégica del alérgeno, fueron

jol y P/heum pratensis) A los pacientes se les realizd
‘pruebas cutaneas:para’ cada tlpo de alergeno (sin diluir y a diluciones de 1:10,

-1:100 y¢1.1000) VAl _mlnut: después se midi6 en mm el tamario de la roncha y el
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~+--tamafio-de eritema.: Para comprobar.la ‘especificdad del alérgeno, a los pacientes

ara ‘ca&a" tipo de extracto;

e ,valorandose a esca a de 5 ntomas antes’ a eto Adicionalmente

: ,se determlno la concentracnon de proteinas por Ia técnica de M, Bradford (49)yla
- electroforests en gel de poliacrilamida con dodecnl sulf de Sodlo (PAGE-SDS)

o por la tecnlca de Laemli (50) de cada extracto alergénlco.y

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida
Se realizaron varios analisis electroforéticos de Ios dustlntos”extractos de .
acaro de los laboratorios Greer (USA), Alk-Bello (USA omex (Mexwo)

Cada analisis se realizé en una camara 2050 de electroforesi vemcal‘(Hoefer

- Scientific Ins, Suiza) con.-10 carriles de corrimie

arca ores de peso mo|ecu|ar de Slgma Chem en eI

caml 2 Der p, y en el carnl 3; Der f En un tercer anahsls se compararon los

i TESIS CON
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alergenos de los tres laboratorios (cabe menctonar 'u para el Laboratono Alk-

Bello Ios extractos de acaros se concentrar n. hasta 30 ui y para el Laboratorio

'A|lergomex se sollcnto desalbuminar; los ‘extractos os —‘cuales ‘se concentraron

18 TESIS CON
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'(Dermatofaglodes pteronmsmus farl’nae alergeno de cucaracha,

polen de pastos arbustos arboles ylo alergenos de epltellos de ammales) y c)
niveles elevados de IgE senca total para eI rango de edad (mayor de 16 Ul/ L en

promedio).

Sujeto Sano. Los su;etos san »V'fueron seleccionados de acuerdo a Ios sugmentes

crlterlos a) asmto v étlco b |n'fam|laares atépicos, ¢) con IgE menor de 160UIIL

c) pruebas cutaneas egatlvas ‘y.d) reto nasal negativo a antlgeno de écaro de

' responder negativamente al u

L Comézén ‘en ojos’o nariz, estornudos o fluido rj_asal estacional.

Historia Fami!iérf“.(,SL‘l madre, padre, hermand, hermana’ o .hijos. tienen algtin

' 'sﬁntOrha rélé_cidnado?

19 TEAIE CON
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Medlcamentos Usted toma regularmente

. Antlhlstamlmcos

. 'Descongestlonantes
.. _Terbutalma:

. »,:Teof'lnna )

‘se valoro una escala

sevendad de los sintomas

relacnonados con cada reto nasal (r‘ rrea:.“’pruflto; estornudos, tamarfio de

20 TESIS CON
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- fbya'ré -l astemizol).
'rélevéntés ala éxpldramon de nariz, oido 'y garganta, 0

“Esca'la Anéldga Visual

1= ) R
pacientes:tuvo anormalidades anatémicas

SIGNO O SINTOMA PUNTOS SIGHO O SINTOMA PUNTOS
RINGRREA ESTORNUDOS
0. Ausente 0. Ausentes
1. Minlma: Mucosa himeda 1. Minima: 15

2. Moderada: Visible en ei piso

3. Severa: Profusa, llenando la
cavidad o derramando
OBSTRUCCION NASAL

0. Ausents ;
1.Minima: Ligeramente molesta

2- Moderada: Molesta

2. Moderada: 6-10
J.Severa: 11 o més

PRURITO

0. Ausante
1. Minimo: Perceptible
2- Modarado: Molasto
3. Severn: Anqustioso

3. Severa: Anqustiosa

TAMANO DE LA MUCOSA DEL
CORNETE INFERIOR DERECHO

0. No visible

1. Minlino: Tumefaccién o
prominencia visible en 173 de la fuz.
2- Moderado: Tumefacclén o
prominentia visible en 2/3 de [a luz.
3. Severo: Tumefaccidn o
praminencia visible en 3/ de la luz
(oclusivo)

TAMANO DE LA MUCOSA DEL
CORNETE INFERIOR ZQUIERDO
0. No visible

1. Minimo: Tumefaccidn o
prominencia visible en 1/3 de laluz.
2. Moderado: Tumefaccién o
prominencla vislble en 2/3 de laluz,
3. Severo: Tumefacciin o
prominencia visible an 173 de laluz

{aclustvo)

COLOR DE LA MUCOSA DEL
CORMNETE INFERIOR DERECHO
0- Normal: Resada

1. Minima: Ligerameante palida‘roja
2. Moderada: Moderadamente
palida/roja

3. Severa: Muy blanca, ro|a o azul

COLOR DE LA MUCOSA DEL
CORNETE INFERIOR ZQUIERDO
0. Normal: Rosada

1. Minima: Ligeramente p4lidatoja
2. Moderada: Moderadamente
pélida'roja

3. Severa: Muy blanca, rofa o azul

COLOR DE LAS CONJUNTNVAS

0. Normal: Rosadas

1- Minima: Ligeramaente rojas

2. Moderada: Moderadamente rojas
3. Severa: Muy rojas

COLOR FACIAL

0. Normal

1. Minimo: Ligeramenta
etitematosa

2. Modarado: Maderadamenta
eritematoso

3. Severo: Muy eritematosa

TOTAL

Escaia AnMooa Visual da Roias.Ramos E.Y Cols,

21




Reto nasal. Los pacientes fueron retados primero con solucion salina (NaCl 0.9%) -

estéril y 24 h’draa d

-1por. rlnoscopla anterlor para confirmar la ausencia de anormalld des nasales Los

A":paCIentes fueron aclimatados a temperatura ambiente por Io meno _15ﬁm|nutos

antes de cada reto.

Rinomanometria. La rinomanometria activa anterior (AAR) fue realizada con un
rinomandémetro  Jaeguer™, usando el software thnoscreen "(Hbechberg,

Germany). La AAR fue realizada antes y des :uéﬂr, o

lendo una‘curva

nasal determinada via AAR como se descnbe (55,56)

Pacientes con Asma Bronquial
El asma bronquial fue defmda de acuerdo a Ia Sociedad Amencana de

Torax (67). Los pacientes (adultos y nlnos) con crisis recurrentes de dlsnea

sibilancias y reversibilidad en el FEV

"ara apoyo dlagnostlco y para snfcar Ia

i severldad del padectmlento ~con: un esplrémetro vutalograph (modelo‘ALPHA) A

22

eétlr'nulbo- o

I 20% espontaneamente [¢] posterlor aI

rdo al valor predetermmadopara cada .




: cada pamente se: Ie reallzo una medncuon basal esplrométrlca y otra 20 mlnutos :

‘éfo”le'{:tfado en

La primera-alicuota fue

momtoreados en SIgnos

saturacnon Oz por
miento se»vnéllo la escala de
‘ély."fréwencia respiratoria por
tervalo ,no”mayb’reks de una hora durante 4 hrs. Al

‘mé,ur'iya radiograﬁa postero-anterior de térax para

23
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S "evaluar pOSIb]eS compllcacmnes como enfsema neu
edema subglético o hemorragia. En todos Ios casosve procedlmlento no orlglno'

complicaciones.

Pacientes con Dermatitis Atopica

Los pacientes con dermatitis atépica - incluidos en’ el  estudio fueron

seleccionados por presentar un eczema, pru'riéinoso eritematos edematoso,

con topologia en phegues (62), yfniveles de

pruebas cutaneas’positivas ‘a‘Der

IgE sérica mayor a 160 Ul/L No se incluyeron pacientes con fase de. mactlvndad [}

llquenlfica_clon de Iesuones; en tratamlento o uso.previo en'los Ultimos .15,dla_s de :

,;,H'Paclentes on D matms de Contacto

les (menor a
¢ es:ones en fase

e 'stermdes tépicos o

aron con el método TRUE

“fueron :aplicados en la espalda,

después de retirar los dcidos grasos de la piel con una solucién de alcohol al 80%




y acetona‘ial_lZO% La:reaccién fue valorada 48 y 72 hrs después dela. apllcactén

mldlendo en mm Ia

Muestr;s Blolo
Saﬁgre’.y, S‘eﬁ':qvlsltuvp : paCIentes o de suletos
dia alérglca se. les reallzo una
pg;e fug procesada enun

Iapso no mayor a 2 horas manteméndola a 4°C

»'Flu1do de lavado broncoalveolar. 10- 30 mI d utdo broncoalveolar fueron

: fobtenldos de ‘pacientes con asma bronqulal y de su]etos sanos. La muestra fue

espues las células fueron

n un sedal estéril para la ellmmacm v d :

-separadas’del sobrenadante por centnfugacuén)a 00g" por 15 mlnutos a 4°C 3000

rpm para separar las células del ﬂundo:EI vpendldo en solucién

por centrifdga,c?i'onia 50 rpm‘ en FICO" Hypaque (densidad de 1.077) durante 30 o

minutos a 16°C : ononucleadas (CMN) totales se recolectaron de la

interfase de F|c0|l Y ue sangulneo Las células recuperadas se Iavaron dos :

25



una viabilidad superior al 95%.

Separacion de células T CD4+ L

Las células T CD4+‘ fueron btemdas medlante ntlcuerpos acoplados a

gnético. Enseguida, a la columna se adicionaron 2 ml de

‘ solucién de BSA-EDTA-PBS repartida en intervalos continuos de 500 ul cada uno

2 TESIS CON
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"y pbr c.mm'o fac 'I'um :

k ’Cultlvo de Células T CD 4+

Los cultlvos celulares fueron reallzados con 10s células T CD4+ con un

estlmulo de 2 5 ng/ml de acetato de forbol mlrlstato (PMA) e S ma Chem (St’j i

LOUIS MO USA) y 1pglml de |onom|c|na (Slgma Chem ) en medio de cultnvo'RPMl-{ :

uantlfcaron en un. hemocnometro para su anah metrla de flujo Para la

determmacnon de citocinas intracelulares, las celulas se cultlvaron en presencia de

10 pglml de Brefeldina-A/pozo y se sometieron al procedimiento antes descrito.

Lectina de Amaranthus leucocarpus.
La lectina fue obtenida de las semillas de Amaranthus leucocarpus

(colectadas en Tulyehualco, México) mediante cromatogfrafia de afinidad en una
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entre Ia of ‘|gramos Posterlormente, la .

Iectlna se'conjugd a FITC seg método escnto (65)

@:itbin‘etﬂa' de flujo o .
Se anallzaron 500,000 células T CD4+ en un FACSCEIIbUl’TM (Becton and' :

Duckunson USA) u

_porcentaje celular para cada marca fenotipica

2 FALLA DE ORIGEN




Doble'— Inmunofluorescencia. Los ensayos  se . medlante'_
: mmunofluorescenCIa directa e indirecta. Para-la mmunoﬂuo € scencna dlrecta las .

,celulas T CD4+ fueron incubadas mdlwdualmente con Ia lectina-FITC y: con‘vlos

Diego ; ' USA) antl CDSO—FITC (Dako :

».:'(Phaerngen) “anti: CD124-PE (R'

Inmunofluorescencia indirecta: Las - célula

individualmente con los anticuerpos anti-

 analizadas mediante citometria de flujo.
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10 min. Las células se lavaron »cvbn PB

de permeabilizacion (saponina‘a

30

emperatura ambiente. Se realizaron 3 Iavédvds» con 400 pl

‘placa“fue sellada e

adora- del kit, aspirande y removiendo el total del

' ':;bfrérﬁénente “de a,solgqidn’[a:fhortiguadora. A cada pozo, se agregd 200 pl del
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anticuerpo':cohjugador na‘enzima sellando;la,placa',yiﬁdejandO'inwbéffpm_g

i horas La P

|im|te de deteccion para RNANTES eotaxlna 1 eotaxma -2 y MCP 3 fue de 15

pg/ml, y para MCP-4 fue de 7.8 pgiml.- =

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el programa SPSS version, 10 0, "ée 'valorc'a

inicialmente la distribucién de Ios datos mediante sesgo, curtosis y Ias pruebas de

i fﬁaﬁejo de datos estadisticos .(67)
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RESULTADOS

Extractos alergénicos

La concentracion de proteinas para los extractos de alergenos (10 000 UA)

del Laboratorio Greer, fue de 954 pglml para Der'p y 798 pg/ml para Der f La :

K Los pac1entes con nnms alerglca a:

polenes de pastos siico ujetos sanos no presentaron cunrreacc:lon. ni

posuthldad al reto nasal co D p y Derf.

Electroforesis de los Extractos Alergénicos.
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Los resultadosde’ la separacién electroforética_de. los extractos de los.

caracter, ticas e:los alergenos’ estdn muy-tenues, mientras ueer os alergenos

: del Laboratono A|lergomex no se ewdenc:la nlnguna banda
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Der p 1 1 2 3 4 5 6 7
Derf 1

Flgura 1 PAGE-SDS al 10%: En el carril 1, una mezcla de protelnas con peso

‘molecular c nocnd' :; | ct glob Ima 18 400 trlpsmogeno tratado con PMSF'

. Allergomex.” i
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KDa

Bl
;;z Derp 1
T <4— Derf1

i

Figura 2; PAGE-SDS al 12
_ (u-|actoalbﬁmi“rija' '14:200..Inhibid
- PMSF' 24,000~ anhidra

de.sHidfog,epasakSB;OOQ val » ,bOI\I'inéGIEVi.dOO’). en

el carril 2 Dérp y en el carril 3 Der f..

TESIS COM
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Derp1
Derf1

Figura ' 3; PAGE SDS al 12 5% En el carr|| 1 Ios marcadores de peso molecular,

en el carnl 2 Der p, en el carnl 3 Derf(de los Laboratono Greer en' el carn| 4

Derp, en el c rn

'erf(de Ios Laboratorios Alk Bello) ‘en el carnl 6 Derp. y en el

el carnl 7Der f (Laboratonos Allergomex).
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- ,Separacmn de Celulas\

103

10!

240100.011
Quad Events % Gated
UL 4320 97.06
W 31 070
W 100 224
wR o o000
M T T N X
10° 10’ 106° 1% 10t
FLIH

- (6ptima) ¢ na‘clara-separacion .de las células negativas como se

: yejéfﬁplyiﬂca enlafiguras :

37
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20

000113 002

Figura 5: (A) Se observa una gréf‘ca de tamano contra granularidad, ubucando una '

.regién para el anahsns de I|nfocnos, (B) Se observa un hlstograma de ﬂuorescencta

mltls aIerglca no tuvo

diferencias:en e superfcte con respecto al

reto con soluc:on ‘'salina o sin reto nasal. Con el proposuto de anahzar la expresion

38
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ero mostré Una'tendencia (ﬁgura 14).

 no fue estadisticamente significativ
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-+ Cuadro 1: Caracteristicas clinicas de pacientes con rinitis y sujetos sanos -~

Edad 26.2

Relacion Hombre/Mujer 31 22
Eosnofilos en sangre periférica (%) 21 52~
Eosnéfilos en moco nasal (%) 0 187
IgE (UI/L) ‘ 553‘.'2’

PC, Der p (mm)

PC, Der f (mm)

ES antes del reto con Salina - .

ES después del reto con Salina

ES antes del reto con dcaros

‘
1

ES después del reto con acaros- =™

Valores expresados en medias
PC (Pruebas Cutéaneas)

ES (Escala de Sintomas)

40
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i Cua’dro7j2:i"‘qur,c'énta>1e

con rinitis y sujetos san nte s

de:expresion:de las:moléculas de superficie en pacientes

7‘*\/5!0; de P

Datos expresados en media, ¥ porcentaje menor oigual al 1%

i F

FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 3. Cafaéfefls:tipé clinicas d

‘Sujefos sanos

-. Pacientes con rinitis

Edad en afios . 23.9+-6.11

Sexo (M-F) 37
Eosinéfilos SP (%) '“,s.z +-1.6
Eosinéfilos en moco nasal (%) “18.7 +/- 3.8

IgE sérica total (Uliml) 553.2 +/- 274

ES antes de reto con salina 3+/-.8

ES después de reto con Der‘p‘fv o 2.%5+I; .25 -

ES antes de reto con Der p = :2.“25 +/- 5 3 +/-J;‘A5; L
ES después de reto con Der p 2.5 +/-.25 5

Rinomanometria

VF antes del reto salina

481.2 +/- 89.7

" 371+/- B4.5

RFA después del reto élsavllyna'

L ate018

42 +/- 0.29

VF antes del reto clljer P

80 +/-74.3 .

111.6 +/-47.6

RFA después del reto c/Der p ‘

314016

16408

Los resultados se expresan en media +/- DSt Sl’?‘l(saqgrerpgtfi,fékicé), ES (escala de sintomas),

VF {volumen flujo), RFA (resistencia al flujo aére‘o)

42
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&)}

P< 0.001

CD4+iL-4+ %

[CJreto salino
{TJreto salino /PMA-I

Areto Der p

E@Reto Der p/PMA-|

Sanos Rinitis

".Figura 6: Graf‘ca que muestra Ia comparacmn de células en sanos y paclentes La

jmayor expres:én IL-4 en células T CD4+ se encontro en el grupo de rinitis alérgica

posterlor al reto nasa| con Der p y cultlvo con PMA-I 1 8 veces mas que en el
upo f ' It vo y 2 4 veces mas que el grupo de sanos retados con Derpy

,'cultlvo con PMA-I' ‘ , 7' ) A
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P< 0.001

—

CD4+CCR3+ %
®

[reto salino
[ Ireto salino/Pva-i
fRsdlreto Der p
., . Il -eto Der p/PVA-|
Sanos Rinitis

‘Derp, ycultlvo con PMA—
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CD4+|L4+

3.5 -
3 -
2.5 -
2 -
1.5 -
14
0.5 -
e

CD4+CCR3+

Flgura 8 Se observa una graf‘ca de puntos que muestra una correlacnén entre Ias
celu|as T CD4+ que expresaron CCR3 y celulas Ias T CD4+ que expresaron IL-4

(rho ='0.73, p<0.01):
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m‘
(=)
¥ 204
&
|
Q
[Jreto salino
10- .
[Jreto salino/PMA:|
[reto Der p
0] wam - — ElReto Der p/PMA-|

Sanos Rinitis

Figura 9. Graflca que muestra la comparacnén de células en sanos y pacientes.
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o\o 2.0' ’ .
-+
oo
o .
o 1.5 NS
. + . T
. v: B
(o R
[:]reto salino
Dreto salino/PMA-|
_L reto Der p
H -reto Der p/PMA-I
Sanos Rinitis

Figura 10. Grarca que muestra la comparacnon de células en sanos'y pac1entes

xpresaron CD30+ no mostraron una- dlferencna

Las celulas

. estadlstlcamente significativa NS) entre sanos y rlnms eI reto con Derp y cultivo

con PMA-I! sin embvar mostro una tendencna asu mcremento en este grupo.
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Q -
A NS
o
~ o
8 801 =m
;T8 ==
-
S 60-
40+
[__—lreto salino
20 b |:]reto salino/PMA-|
-reto Der p
O - -reto Der p/PMA-|
Sanos Rinitis

‘ Figura 11. Grafica que muestra la comparacién de células en sanos.y pacientes

' Las celulas T CD4+ que expres CD62L+ no mostraron una . dlferenma i

estad|stlcamente significativa (NS) entre sanos y pacientes nnms eI reto con Derp

= y eI cultlvo con PMA-l no marco una diferencia. El prmcnpal hallazg er que el

: ’ cultlvo con PMA I, reduce casi totalmente la expresuon de este marcador f
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101} NS

R
e
S -
-
()]
(@)
+
<
]
(@)
Dreto salina
[reto salina/PMA-)
-reto Der p
. . -reto Der p/PMA-|
Sanos Rinitis

Figura 12. Grafica que muestra la comparaclon de células en sanos y pacientes.
Las células T CD4+ que expresaron CD11a+ no mostraron una dlferenma :

estadtstlcamente 51 nlf‘ atlva (NS) entre sanos y rinitis, el reto con Der p y el

cultivo con PMA-I no marco una dlferenCIa
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o\c
+
)
Q 44
o NS
+
o
O 34
2 <
I:lreto salino
1 - [Jreto salino/Pva-|
-reto Der p
0 -reto Der p/PMA-I

HS ARP

Figura 13: Grafica que muestra la comparacion de células en sanos y_paqientes;
Las células T CD4+ que expresan CD57+ no mostraron unan,\c‘kiiféren'cia
estadisticamente significativa (NS) entre sanos y rinitis, Véyl ar.e‘té 'c‘:o'n" Der p y el

cultivo con PMA-I no marco una diferencia.
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[Ireto saiino
1. I ' ‘ [Jreto salino/PMA-I
:lé ' Hlleto Der p
0 Il eto Der p/PVA-|

Sanos Rinitis

Figura 14.-Gréafica que muestra la comparacion de células en sanos y pacientes.

;T CD4+

ue expresaron ALL-R no mostraron una diferencia

- Las ‘célula

. es'tad_’i.sbf_ic'ame‘nte, isignificativa (NS) entre los grupos de sanos y pacientes con

riniti_é ‘alk’é;rgic’ 'ydr'éxpresién se obtiene en el grupo de rinitis alérgica retados

. cph alyér’genot y"poster_lor al cultivo con PMA-lonomicina, mostrando una tendencia.
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Comparacion con otras Enfermedades Atépicas

Con la finalidad de comparar la expresion de marcadores fenotlptcos en R

células de pacnentes con otras enfermedades atoplcas. tanto en: condlcmnes ‘

basales como en cultlvo de 24 horas. Se incluyé un grupo de 17 pamentes con’
asma bronqmal alérglca y 12 sujetos sanos cuyas caracterlstlcas cllmcas se
fmuestran en el cuadro 4. Las células T CD4+ de paclentes con asma bronqunal ,

. :mostraron que la expresion de marcadores en condiciones basales no tuweron_

: d'ferencias estadistlcamente significativas, mientras que en cultlvo se |ncrement6

‘fvla expresnon de IL-4 (figura 15) asi como la molécula CD30_(fgura 16) CD57> o

Cuadro 4: Muestra las caf’r_aé:terlsticas clinicas de los pacientes con asma bronquial

y sujetos sanos.

Sujetos sanos asmaticos
Numero de sujetos 12 17
Edad 9.2 +/-1.7 8.3 +/- 2.1
Sexo (M/F) 11/6 715
IgE total sérica (IU/L) 459.8 £ 357.3 10.8 5.9
Eosindfilos en sangre (%) 9+4.1 2.8 +-.9
FEV1 (%) 77.4+7 107 £ 5.5

Datos expresados en media +/- DS
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P< 0.001

5{ B .

e

CD4+ IL4+ %

1 [:E:]
L L

AsmaAC Sanos AC
Asma DC Sanos DC

,Flgura 15. Comparactén d' la"ke‘xpresién de IL-4 en las células T CD4+ de

pamentes con asma bronqmal y- su1etos sanos antes del cultivo (AC) y después de

. ‘CUItIVO (DC) de 24 horas PMA-I La mayor expresion se presentd en el grupo

7de asma poste e 2.8 veces mas que en el grupo de asma antes del

: ‘,cultlvo y 1 4_“ eces mas que eI ‘grupo de sujetos sanos después del cultivo.
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S o))

CD4+CD30+ %
ve

P< 0.05

S D

o] B = [_

Asma AC - Sanos AC
Asma DC Sanos DC

Flgura 16. Comparacnon de la ex resuon de CD30 en.células T CD4+ de paclentes

con asma y de suletos sanos ‘antes’ del cultlvo (AC) y después del cultlvo (DC) de

24 horas con PMA-: La mayo expresnon ‘se’ presento en el ‘grupo de asma-

postenor al cultlvo fue 2 4 veces mas que en eI grupo asma antes del cultlvo y 1 .9

veces mas que el grupo de su;etos sanos despues del cultnvo
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. 24 horas co

P<0.01

X
+ ) S
5 81 '
O~
O
©
= 67
O
4.
0l == : — :

Asma AC Sano's AC
Asma DC Sanos DC

Flgura 17 Comparacxén de la expresion de CD57 en células T CD4+ de pacnentes‘

- con asma y de su1etos sanos, antes del cultivo (AC) y después del cultlvo (DC) de -

MA-I La mayor expresion se prese

posterlo 'a|»cult1vo, 6.0 veces mas que en el grupo ‘asma’si

rhés que el grupo de sujetos sanos con cultivo' con PM/
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‘ v-324 horas

X

+

x4 P<0.01
47 T
< |
& 3¢

o

24

oL —/—— — =~ = ==
Asma AC Sanos AC
~ AsmaDC Sanos DC

Flgura 18. Comparacnon de la expresién de ALL-R en células T- CD4+ de pacnentes

‘ »con asma y de suletos sanos, antes deI cultlvo (AC) Y despues del cultlvo (DC) de :

on PMA-I La mayor expreswn se resento en el grupo de asma
postenor al .cultivo con PMA l,: 3 8 veces mas que en el grupo asma sin CUIthO y

el grupo de sanos en cultlvo con PMA-I.
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CD4+|L-4+

O &2 N W s 0o

0 2 4 6 : 8.
CD4+CD30+
Figura 19. Las células T CD4+ que expresaron CDSO,"‘paciéntes’con asma

. presentaron una correlacion con IL-4 (r=.70, ’ps‘0.01').' r‘;

CD4+IL-4+

0 2 4 6 8 10 ‘
CD4+CD57+
Figura 20. Las células T CD4+ que expresaron CD57, pacientes con asma

presentaron una correlacion con IL-4 (r=.50, p<0.05).
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£ A, |
) ‘ :
R O : l
5. e
0] . ]
/ Asma AC Sanos AC

Asma DC Sanos DC

: Figura 21. Comparécién de la expresion de INF-y en las células T CD4+ de

pamentes con asma bronquial y sujetos sanos antes del cultivo (AC) y después de

DC) de 24 horas con PMA-|, no mostraron una diferencia estadisticamente

‘*signlfcatlva entre sanos y pacientes con asma en la medicidn basal y posterior al

 con PMA l
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Asma AC Sanos AC
Asma DC Sanos DC

Flgura 22 Comparacnon de Ia expresnon de CD62L en las células T CD4+ de

pacuentes con asma bronqunal y suletos sanos antes del cultivo (AC) y después de

cultlvo (DC) de 24 h' as con PMA-I no mostraron una dlferenCIa estadisticamente
S|gn|fkciat|vaken‘t‘r entes con asma en Ia medicién basal y posterior al

cultivo con PMA-I.
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- Asma AC Sanos AC
| AsmaDC Sanos DC

Figura -23. Comparacuén de la expresmn de CDZB ‘ken Ias células T CD4+ de

pacientes ¢ con asma bronqmal y suletos sano t s del cultlvo (AC) y después de

fcultlvo (DC) de 24 horas con PMA-I no‘m trardn una dlferencna estadisticamente

sngmﬁcatlva e ‘t' aclen s con asm en Ia medncnon basal y posterior al

cultivo vc,orn’ PMA-
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pamentes es cuestlonado étlcamen
_lavado broncoa|veolar. Se
principales tigandos de CCR3 ya que la f’ecubéfé i6 de é Ihlé

no son suficientes. Para este andlisis, se lncluyo un grupo de 10 nlﬁos asmaticos 'y

10 nifos sanos cuyas caracteristicas clinicas se sefalan en el cuadro 5 ‘Los

resultados mostraron que en el BAL de los pacientes asmaticos tenfan mayores‘ .

k,kcokncentraciones de RANTES comparados con sujetos sanos (medianas, 1464 vs
. 10'6.5. pg/ml) con un valor de p <0.001. Las concentraciones de esta citocina
fﬁ'ér@h 4.2y 7.7 veces mas altas que la concentracién de eotaxina-1 o de MCP-4.

) Lés E:ohcéﬁtraciones de eotaxina-1 y eotaxina-2 fueron mas altas en fluido de BAL

'vifde Ios'pamentes asmétlcos (medlanas 347.5y 4325 pglml respectivamente) que

‘en Ios sujetos sanos (medlanas 153.0 y 148 5 pg/ml respectlvamente) con un valor’

. de p< 0.> Las concentracxones de MC MCP fueron més altas en qundo de

BAL. ae ‘_lo's‘ pacientes asmétlcos -2245 y 1885 pg/ml

respectnvamen(e) que en aquellos obtenld e lo su;etos sanos (medlanas 168 0

y 135.0 pg/ml respectivamente) p<0 05 (fgura 24)
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sanoé., y ‘é;rééterESIicas del ﬂuid,déi BALy ;:élﬁlari;!ad del mismo.

a rér,)cipi?l y sujetos

Asmaticos

% .Sujetos"sal"'\és 5

Edad |

7.5 (6-10)

B A T

“Sexo HIM_

6ia -

Pruebas cutaneas

Positivas ...

1gE (UIIL)

512 (83-1125) 7 2ot e

FEV1 (%)

78.5 (65-64)

Volumen del BAL {ml}

21.5 (12-30)

Cuenta diferencial de células (x 10%) en fluido de BAL

Células Totales

77 (36-467)

Macréfagos

19.5 (5-53)

Linfocitos

8.0 (1.5-26)

Neutrofilos

2.5 (0-15.9)

Eosinodfilos

1.5 (1-3.5)

Células Epiteliales

32 (8-1439)

27 (751089

Datos en mediana y réhgd." :
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ALL-R thiéroh m'ayof expresi

la-mas alta con respecto a‘lds‘totros grupos(figuras 25y 26): Los resultados dé las’

moléculas expresadas en cé!ulés, 4+ prot_:edepteg.ﬁ de pacientes con diversos

padecimientos atopicos, se resumen en el cuadro 7.

Cuadro 6. Se muestran las caracteristicas clinicas entre los grupos de pacientes

con diferentes padecimientos atépicos y distintos estados de severidad.

N [Pruebas |IgE Prueba al | Sintomas |[FEV1* |Edad
cutdaneas |>300Ul/ml | parche activos

Dermatitis 5 Positivas | Positiva ND Positivos |ND 38+12
Atopica
Dermatitis 3 Negativas |Negativa |Positiva |Positivos |ND 4017
Contacto Niguel
Asma 5 Positivas | Positiva ND Positivos  {80- 3510
Moderada moderados | 100%
Asma Severa |5 Positivas |Positiva ND Positivos [<60% [34+15
Rinitis no 4 Positivas | Positiva ND Negativos |ND 2545
sintomatica
Rinitis 4 Positivas {Positiva ND Positivos ND 30+£3
Sintomatica
Sujetos 4 Negativas | Negativa |Negativos | Negativos ;ND 32+9
sanos no
atopicos

ND: No Determinada
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Cuadro 7 Porcentaje de moléculas expresadas en células

CD4+ de pacxentes

: con dlversos padectmlentos atoplcos y dlstlntos estados de severldad y sujetos

ALL-R

Sy cheL
Dermatitis 17.288.7 7926.5
48222 562155

76113.3

siﬁtométlca =

Rinitis no .-

Rinitis

asintomatica

No Atépicos

0.2+£0.02

14207

T 50%11.5

Datos expresados en mediay DS



C4+CD30+ %
35 —
P< 0.01
30
26 —
20 -

15 —
10—1

13 L] )

0 T +— —— -
AD CD MA SA NSR SR HC

F|gura 25 La Comparacnon de célu|as T CD4+CD30+ entre todos los procesos atoplcos ;

1Dermatltus atopica (AD), Dermatltls de contacto (CD). Asma moderada (MA). Asma severa B

:(SA). . : presentan una

dlferencna es sgnlfcal a (p<0 01) Ia mayor‘expreslon se obtuvo en el

grupo de pacnentes con Dermatltls atoplca
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CD4+ALL-R+ (%)
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25

P<0.01
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Figura 26; La Comparacuon de células T CD4+ALL-R+ entre todos Ios procesos atépicos;

Dermatms atoplca (AD). Dermatms de contacto (CD), Asma moderada (MA) Asma severa

V(SA) Rlnms .asin omatlca (NSR) Rinitis sintomatica, Sanos (HC) presentan una
duferencla estadlstlcamente significativa (p<0.01), la mayor expresron se obtuvo en el

s Agrupo ‘de pac:entes con Dermatitis atopica.
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«Discusién :

Los problemas para eI estudlo de la atopla 1mcialmente se def'nen por una

) varlablhdad lmportante en.la estandanzacnon de aler enos tanto para dlagnéstlco

o ob“téfiiehd‘q

" validacién, e ’ tilizamos’la "~

medicion - mas




cD26, LAGés 'CCRS

CCRB oX R4

al CXCR3, mientras ‘que. CD62L, CD30, CCR3, CCR4,




contnbutr a, |nf Itracién’ celula .con.cambios : tlsulares |rrever51bles (remodelaclon)

receptdrés" de quimiocinas; las células

pic y pacuentes infectados con VIH, que el

“CRTH2“ es eI marcador més conf‘able para la deteccion de células Th2 (74).
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Cabe: senalar qu - mecanlsmo de reclutamlento de células T en el tejldo

"|nflamado es comprendldo vagamente se ha sugerido que la qmmlotaxns de

: subtlpos celulares. Th se generapor |as quimiocinas y éstas a su vez por el tipo de

" este ‘trabajo, ‘confirmamos’ que el ‘reto .con el antigeno de acaro tiene una
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ido dildcidada, se
ce al receptor de la

nciacidon’y ‘sobrevivencia del

h2_h surgldo de estudios

onde_ se demostro un

cual: cdrrelacioné con la

actnvndad del padeclmlento atdpico.”Esto :se ha. asocnado mas'a padecumlentos‘

alerglcos con manlfestacion dermatolégica que a padecnmlentos alerglcos con




incremento en la expresién de esta molécula en Ia’sup‘eArﬁcie'de céiulas T.CD4+ de
pa’ciekhtes,éon,'dermatltl atopica. Otros estudios: son contradictorios por'éjé'rhplo,

Peitko:\’)ya y cols."(101) comparando'la:expresion’ de \CD30 en células recyupe_rédvas

onar intersticial,

nmunitaria 'Thz; y Biswas y

cificas Djiy}ersAo‘s autores (103-105)

",evh,{’c/:éluias T y B activadas,

CD4+ de pacientes con asma bronquial-alérgica, tienen’un incremento significativo

en la expresion de CD30 después de st‘imujar:dufanté 24 horas con PMA-

esas “ condiciones-- correlaciond: con . la ‘produccién de :IL-4. Ademas:
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lias _s'é ha reducido y parece

inas fundamentalmente y ala
~adecuado reconocimiento de
rcentaje de células T CD4+ con

¢r al 2%_(en promedio), lo qué

por Iectmas ofrecen nuevas herramlentas,de estudklo para clasufcamon fenotIplca
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..funcional .y de actnvacnon celular s mlsmo pone a consnderacuon nuevas

propuestas en Ia fswpatologla de la enfermedad alérglcab :

ndividuos la cual confiere la

aumentar la susceptibilidac ¢iulas T a las sefiales apoptéticas mediadas




«

con TNF, ‘mientras que  simultdneamente el

por . factores. . relacionad

reglutarmientovd\é las diferentes  subpoblaciones celulares en el “t:éjidq_;af‘eé‘tédo}‘?

estaria =
receptores.:Nuestros' datos sugieren, al-,|g'qavl que los’ estudios . -

“que ya comentamos, que no.hay.un marcador~‘un|veréal pair,a"la‘s células Th2'sino

on estas: células dependen: del ‘tipo’ de

- creciente.
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- -Conclusiones. - .

1. Ex|stlo una correIaCIon en el aumento’ de ce|u|as que expresan CCR3 con Ia

produccon de’ IL -

: pero sin re_to

4, .Se QBSe 6.un

atop ca sir haber stdo retados con eI

alergeno especifico
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