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INTRODUCCIÓN

El asma es un síndrome clínico complejo, caracterizado por una obstrucción variable y

reversible de la vía aérea, hiperreacíividad bronquial persistente, edema de la vía e

inflamación caracterizada por un infiltrado de células cebadas, linfocitos y eosinófilos

predominantemente, que se acompaña de un proceso de remodelación pulmonar1"7.

Desde finales de los años 60, necropsias practicadas en pacientes que habían muerto

durante una crisis asmática, mostraban un cuadro histopatológico clásico, donde

predomina un infiltrado celular inflamatorio, compuesto principalmente por eosinófilos,

edema de la submucosa, descamamiento epitelial, tapones de moco en la luz de los

bronquios, hipertrofia del músculo liso e hiperplasia de las glándulas mucosas. En la

actualidad se sabe que el asma es consecuencia directa de la inflamación submucosa y

de la hiperreactividad asociada de! músculo liso de la vía aérea. La inflamación puede

precipitarse por exposición a alérgenos, ciertos esfuerzos, agentes químicos y otros

agentes no identificados1"8.

PREVALENCIA

En las dos últimas décadas se ha estudiado la prevalencia del asma en varios países9"10,

demostrándose que ha existido un aumento real en la prevalencia, tanto de ias

enfermedades alérgicas como del asma en niños y adultos11- Un estimado de 15 millones

de norteamericanos se encuentran afectados por estas condiciones. Estudios en algunas
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ciudades de los Estados Unidos de Norteamérica presentan cifras de prevalencia que

oscilan entre 6.4 a 10.8% en niños de 7 a 8 años. El análisis de los datos de The National

Health Interview Survey reveló que en Estados Unidos, entre 1981 y 1988, la prevalencia

de asma informada por los padres de familia tuvo un incremento del 42% en todos los

niños menores de 18 años12. Por otro lado, desde el punto de vista epidemiológico, se ha

observado una ligera diferencia con relación al sexo y a la raza: afecta en mayor

proporción al sexo femenino y a los de raza negra en el adulto joven13.

En nuestro país el asma ocupó en 1988 el decimoprimer lugar como causa de mortalidad

general. El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) tiene como grupos de mayor

riesgo a los niños, adolescentes y jóvenes entre los 30 y 40 años de edad14.

Estudios realizados en México reportan que la prevalencia de asma en 1948 era de 1.2%

y en 1960 del 2%. En 1991, un estudio realizado por el Dr. Pedroza estimó la

prevalencia del asma en 11.8% en la ciudad de México D.F.22. Los datos sobre la

prevalencia del asma varían de 2.7 a 21.8%, según estudios hechos en otras ciudades de

México, variando de forma importante de una región a otra15"18.

ETIOLOGÍA

La etiología del asma es compleja y multifactorial. Involucra la interacción de factores

genéticos y estímulos ambientales. La mayoría de la información con respecto a la

patogénesis del asma se concentra en el asma atópica y el desbalance existente entre los
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fenotipos Th1 (inmunidad celular) y Th2 (inmunidad humoral)1'719"27. Sin embargo,

también puede existir un tipo de asma no alérgica caracterizada por pruebas cutáneas a

alérgenos negativas y sin historia de enfermedad atópica en la familia. La genética, el

medio ambiente uterino, la dieta materno-fetal, infecciones respiratorias y la exposición

ambiental y ocupacional contribuyen a este delicado balance. La forma con la cual estos

factores convergen determinará si la reacción del sistema inmune de un individuo

particular provocará inflamación de la vía aérea y remodeiación.

Genética

El asma es un síndrome para el cual la predisposición genética es fundamental, pero

poco entendida. En la actualidad no existe duda sobre el papel que juega la herencia en

la etiología del asma y de su estrecha interacción con el medio ambiente. Análisis

extensos de segregación, en'cohortes aleatorizados de familias, utilizando ias múltiples

características del asma (IgE, hiperreactividad bronquial, atopia, sibilancias) han

demostrado que estas características son poligénicas y mu/í/facforia/es30"34. Algunos de

los genes identificados son: 5q31-32 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12, IL-13 etc), 6p21-22

(complejo HLA y TNF-cc), 11q13, 11q15, 12q, 13q, 14q, 16p etc1. A pesar de existir

evidencia que relaciona estas características a más de 22 ioci de 15 cromosomas

autosómicos y de la región pseudoautosómica Xq/Yq, a la fecha no se ha podido

distinguir a un gen principal35. La expresión de !a enfermedad dependerá de la

interacción entre los múltiples genes mayores y menores y su modulación con factores no

genéticos, como el medio ambiente37'38.



Medio ambiente

El enorme incremento de la prevalencia del asma en los últimos 20 años, muestra el

importante papel que juega el medio ambiente en el desarrollo y evolución de esta

enfermedad. Podemos dividir la influencia del medio ambiente en dos categorías:

protectora y causal39"40.

Influencia Protectora:

• Dieta: especialmente el aceite de pescado, vegetales, frutas, antioxidantes, una

dieta materna adecuada durante el embarazo y la leche materna40.

• Exposición microbiana: flora intestinal41'43 y animales de granja40.

• Familias grandes41.

• Factores socio-económicos: bajo ingreso y hacinamiento1'39'40.

• Infecciones: tuberculosis e infecciones virales en la infancia temprana42"50.

Influencia causal:

• Humo del tabaco: ambiental (prenatal y durante la niñez e infancia temprana) y el

fumado activo en la infancia tardía y adultos jóvenes40'41.

• Factores socio económicos: alto nivel económico (habitan hogares aislados, sin

buena ventilación, con calefacción o sistemas de aire acondicionados centrales,

alfombras etc)41.

• Exposición a alérgenos51"56: ácaros del polvo del hogar, cucarachas54, gatos48,

perros, ratas, ratones, algunos alimentos etc.

• Dieta: especialmente ácidos grasos saturados (sobretodo durante el embarazo),

ablactación temprana.

• Exposición a hongos y mohos57.
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• Habitar casa húmedas.

• Contaminación ambiental (partículas de diesel, SO2, NO3 etc.)58"61.

• Exposición ocupacional {isocianatos etc).

• Familias pequeñas

Oíros factores que pueden influir y potenciar el padecimiento:

• Vacunación62

• Ejercicio

• Clima (liberación de pólenes después de una tormenta)58.

• Parasitosis63

Eventos gestacionales

Está claro, en la actualidad, que factores que afectan el periodo gestacional juegan un

pape! clave en el desarrollo del tipo de respuesta inmune que desarrollará el feto. Existe

una interacción entre las características genética heredadas tanto de la madre como del

padre y el ambiente in útero creado por la madre. La presencia de anticuerpos IgG e IgE

maternos puede influir en el tipo de respuesta inmune iniciada por el feto contra antígenos

presentes en el líquido amníótico y en el plasma materno. Normalmente existe una

interreíación compleja entre la producción de citocinas fetales, maternas y placentarias, la

cual previene el rechazo de! feto, pero que, si presenta un desbalance, resultará en una

respuesta tipo Th-2 persistente, en lugar de la respuesta transitoria que normalmente

existe en todos los recién nacidos al momento del nacimiento. En las madres con

enfermedad atópica, este efecto transitorio puede estar exagerado. Si no ocurren



estímulos que restauren el balance Th-1/Th-2 de la respuesta inmune, el niño puede tener

predisposición a atopia y asma1p64p65.

Infecciones respiratorias

Una de las mayores influencias en el balance Th-1/Th-2 es la exposición a agentes

infecciosos43"50. Enfermedades como la hepatitis A, el sarampión48 y la tuberculosis se

han asociado con una disminución en la tasa de atopia. Mientras que el virus sincicial

respiratorio y otros que causan infecciones de la vía aérea respiratoria inferior causan un

aumento en la tasa de sibilancias, atopia y asma. Aunque algunos virus pueden dejar

secuelas que mimetizan al asma, hoy en día existe una fuerte evidencia de que las

infecciones en la infancia protegen en contra del desarrollo del asma. Un ejemplo del

efecto protector de las infecciones lo podemos ver en poblaciones con estilos de vida

antroposófica (poblaciones que restringen el uso de medicamentos, no se vacunan y no

utilizan antipiréticos) en donde el diagnóstico de asma era'un 50% menor que en las

poblaciones control. La vacunación, los antibióticos que cambian y disminuyen la flora

normal del intestino, reducen la exposición a estímulos infecciosos que promueven un tipo

de respuesta Th-1. De estas evidencias nace la "hipótesis de higiene", la que sugiere que

al momento del nacimiento el sistema inmune se encuentra desviado hacia una respuesta

inmune tipo Th-2. A medida que el niño sucesivamente se expone a infecciones, a

antígenos ambientales y endógenos su sistema inmune regresa al balance Th-1/Th-24058"
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PATOGÉNESIS

La inflamación alérgica involucra una compleja interacción entre muchas diferentes

células inflamatorias que liberan un amplio espectro de mediadores químicos, afectando

varios tejidos blanco. Aunque las manifestaciones clínicas de la respuesta alérgica varían

dependiendo del tejido y el antígeno involucrado, en la actualidad se sabe que !a reacción

consiste de:

a-) Una fase temprana (inmediata) dependiente de la degranulación de las células

cebadas, donde se libera principalmente histamina y otros mediadores que

incluyen citocinas, prostaglandinas, leucotrienos, triptasa, químasa; esta fase

aparece a los pocos minutos de la exposición del sujeto a un antígeno y

usualmente finaliza a las 2 horas y de

b-) Una fase tardía que se caracteriza por la migración de células inflamatorias

desde la circulación2'5. Esta fase inicia a las 3 horas de la exposición al

alérgeno aproximadamente y puede persistir desde 24 horas hasta semanas y

está asociada a un aumento en la inflamación eosinofílica de la vía aérea e

hiperreactividad.

La fase de sensibilización de ia respuesta alérgica empieza cuando las células

profesionales presentadoras de antígenos exponen fragmentos del alérgeno a los

linfocitos T. En un proceso que involucra la secreción de 1L-4 por parte de los linfocitos T,

los linfocitos B son activados y maduran a células plasmáticas que producen anticuerpos

IgE antigeno-específicos. La igE se une a sus receptores en las células cebadas y

basófilos circulantes. En una exposición subsecuente con el alérgeno, este último se une

7



al anticuerpo IgE, provocando el entrecruzamiento de las moléculas de IgE y la activación

de una cascada de enzimas en la membrana celular que involucra a la tirosina cinasa,

protein cinasa C, fosfolipasa C, fosfolipasa A2 y la entrada de iones de calcio; lo que

provoca la liberación de mediadores químicos preformados (histamina) y de mediadores

recién formados (prostaglandinas y leucotrienos) durante la fase temprana.

Las células cebadas también secretan interieucinas y otras citocinas que regulan la

duración y la intensidad de la respuesta inmune, al promover la expresión de moléculas

de adhesión y recíutar células inflamatorias, particularmente eosinófilos, al sitio de la

reacción alérgica. Estas células inflamatorias liberan mediadores inflamatorios

adicionales en la fase tardía, llevándonos a una inflamación crónica, reproducción y daño

de los tejidos71.

Han existido dos etapas principales en la historia de la patogénesis de la alergia átópica.

La primera etapa inicia con el descubrimiento en 1979, por Ehrlich, de las células cebadas

y los eosinófilos, seguido por la identificación de las "reaginas" por Prausnitz y Kustner en

1921. Este período finaliza con el descubrimiento de la IgE, por los esposos Ishizaka y por

Johansson de forma separada. El concepto de la reacción alérgica para ese entonces,

era el de una reacción inflamatoria producto de la interacción de un alérgeno ambiental

con un anticuerpo IgE específico unido a un receptor IgE y la consecuente liberación de

mediadores inflamatorios por las células cebadas2'22.

La segunda etapa inicia en 1986 con el descubrimiento en modelos murinos, por Coffman

y Carty, de las citocinas que regulan la producción de IgE por parte de las células B y en



los humanos por Del Prete y col., seguido por la descripción, en ratones, de las células

tipo Th1 y Th2 por Mosmman y co!., y su descripción en humanos que fue realizada

también por Prete y col.. Esta fase todavía continua22.

A través de los años las citocinas han recibido diferentes nombres: linfocinas, monocinas,

quimiocinas, interferones, factores estimulantes de colonias y factores de crecimiento.

Todos estos nombres se combinan en una nueva nomenclatura "interleucinas". La

interleucinas o citocinas son usualmente polipéptidos o glicoproteinas con un peso

molecular de 30 kDa o menos. Algunas características comunes de las citocinas permiten

que se agrupen en familias. Esta citocinas tienen receptores que se pueden agrupar en

familias72.

Las citocinas son los principales directores en los procesos de defensa del hospedero y

están involucradas en las respuestas a insultos, tanto de tipo exógeno como endógeno,

en la reparación y restauración de la homeostasis de los tejidos. Una citocina en

particular, usualmente es producida y secretada por varios tipos de células, mientras que

diferentes citocinas frecuentemente tienen funciones que se traslapan (redundancia).

Características comunes en las citocinas son sus múltiples acciones en diferentes blancos

celulares (pleiotrópícas), en un pequeño radio de acción, ya sea sobre la misma célula

que la produjo (autocrina) o en otras células a su alrededor (paracrina), al ser secretadas

en enormes cantidades pueden afectar células blancos alejadas del sitio de producción

(endocrina). Además de esta regulación positiva, la lL-4 activa a las células Th2 para

producir más IL-4, las citocinas también pueden provocar una regulación negativa en las



células Th1, por ejemplo: la IL-4 inhibe ía producción de citocinas tipo Th1 como el IFN-

72
y •

En la actualidad, se caracteriza a la alergia, como una reacción resultado de una

respuesta celular de tipo Th2 a uno o más alérgenos de! medio ambiente21i25~29i51"62i73~75.

Esta respuesta tipo Th2 específica, representa el inicio de un grupo de eventos

caracterizados por el reclutamiento y participación de otros tipos de células76"87, al igual

que el de un gran número de factores solubles y moléculas de adhesión85; dando como

resultado una cascada inflamatoria de inigualable complejidad.

Estas células Th2 representan una forma polarizada de la respuesta inmune mediada por

células T cooperadora, caracterizándose por la producción de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10,

IL-13, IL-25. En contraste la otra forma polarizada de respuesta mediada por células T

cooperadora, que es llamada tipo Th1, se caracteriza por la producción de IL-2, 1L-12,

INF-y, TNF-a, IL-1828. Esta polarización hacia uno u otro tipo de respuesta se observa

muy claramente en los modelos murinos y con mucha menor claridad en los seres

humanos73'88.

La respuesta del tipo Th1 es altamente protectiva contra infecciones para una gran

cantidad de microorganismos, especialmente contra parásitos intracelulares, gracias a su

habilidad para activar macrófagos y promover la producción de anticuerpos opsonizantes

y fijadores de complemento por parte de los linfocitos B. Sin embargo cuando un

microorganismo no se puede remover de forma rápida del cuerpo, esta respuesta puede
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hacerse peligrosa a! desencadenar una fuerte reacción inflamatoria crónica2'73. De forma

contraria, las ciíocinas producidas por las células del tipo Th2, inducen la diferenciación,

activación y la sobrevida de los eosinófilos (IL-5)76"79, promueven la producción de

grandes cantidades de anticuerpos, inclusive IgE (IL-4, 1L-13)88"91, de células cebadas y

basófilos (IL-4, IL-9 e IL-10)28'78.

Debido a que el asma es un desorden mediado inmunoiógicamente, se ha demostrado

que las citocinas juegan un papel único en la regulación del proceso inflamatorio que

ocurre en los pulmones19"29. No solo coordinan la inflamación sino que determinan su

carácter e influencian su cronicidad. Las citocinas presentes al momento de la exposición

al alérgeno, son uno de los mayores determinantes de la dirección de las células T

cooperadoras hacia una respuesta tipo Thl o Th2. Las fuentes celulares de la IL-4 e IL-

12 que dirigen la polarización de la respuesta inmune actualmente no están claras92"94.

lnterleucina-4 (IL-4)

En las vías aéreas de los pacientes asmáticos, la IL-4 juega un papel crítico en el

desarrollo de células de tipo Th2 y en la inhibición de la expresión de ia IL-127. Es una

citocina crítica en el cambio de isotipo de las células B a favor de la producción de IgE295"

98, aunque este efecto puede ser aumentado por otras citocinas incluyendo a la IL-5, IL-

10, IL-13 y TNF-a. En la patogénesis del asma, la liberación de IL-4 en la vía aérea

promueve la metaplasia de las células goblet, hipersecreción de moco y reclutamiento de

11



eosinófilos al aumentar la expresión de VCAM-1 en las células endoteíiales pulmonares.

Las principales fuentes celulares de IL-4 en las vias aéreas del paciente asmático atópico

como del no atópico lo son las células T CD4+ y en menor grado las células T CD8+,

eosinófilos y células cebadas.

lnterleucina-13 (IL-13)

La IL-13 es similar a la IL-4 en muchas formas, incluso comparten una subunidad de su

receptor (IL-4Ra). Su producción se encuentra restringida a linfocitos T activados,

especialmente células Th-2, cebadas y basófilos. Recientemente se descubrió también

producción de IL-13 en células dendríticas y NK. A la fecha no se ha descubierto la

presencia de IL-13Roc en linfocitos, por lo que esta citocina no actúa sobre las células T.

A diferencia del IL-4Ra que se expresa de forma ubicua, el IL-13Ra1 se encuentra

limitado a una variedad de tejidos como: linfocitos B, monocitos, macrófagos, basófüos,

células cebadas y células endoteíiales. Se ha descrito como un fuerte modulador de la

función de los monocitos y las células B. Disminuye la transcripción de IFN-y y de IL-12

por lo que puede modular el medio ambiente celular al momento de la presentación del

antígeno. Como la IL-4, la IL-13 puede estimular ¡a producción de IgE y la expresión de

VCAM-1 en las células endoteíiales y activar a los eosinófilos al inducir la expresión de

CD69. Se ha reportado un aumento en la expresión de mRNA tanto en sujetos con asma

atópica como no atópica99'116. Su principal fuente lo representan las célula T CD4+ y

CD8+ y los basófilos.
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lnterleucina-10 (IL-10)

La IL-10 es un inhibidor de los macrófagos activados, monocitos y neutrófilos, capaz de

inhibir la producción de citocinas Th1 incluyendo el ÍFN-y y la IL-2. Por lo que está

involucrada en el control homeostático de la respuesta inmune innata y la respuesta

inmune mediada por células. Es producida por los macrófagos activados, linfocitos T

(Th1,Th2 y reguladores) y algunas células no linfoides como los queratinocitos. Inhibe la

expresión de moléculas coestimulatorias y las moléculas del MHC clase II en los

macrófagos, estimula la proliferación de células B humanas, pero se desconoce hasta la

fecha la importancia de esta última actividad.

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que suprime la secreción de citocinas pro-

inflamatorias, la inflamación de la vía aérea inducida por alérgenos y la hiperreactividad

no específica de la 2̂,25.94,117-122

lnterleucina-12 (IL-12)

Esta citocina es secretada por las células dendrítícas, células B y macrófagos. Se

encuentra en una posición clave para influenciar la diferenciación de las células T

cooperadores. Existe en forma de dos subunidades la p35 que es sintetizada por una

gran variedad de células y la p40 que es sintetizada solo por células profesionales

presentadoras de antígeno, por lo que es la citocina biológicamente activa; la IL-12 se

secreta en forma dimérica. La principal acción de la IL-12 en los desórdenes atópicos es

la de inhibir la síntesis de IgE y promover la diferenciación de las células Th1. También
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estimula el crecimiento y la activación de células T y NK y su producción de IFN-y. En el

asma la concentración de mRNA IL-12 se encuentra disminuida y la misma aumenta con

el uso de esteroides72'87'92"94.

Interferón-y (IFN-y)

El interferón-y es la citocina insignia de las células Th1. Tiene actividad antiviral, pero no

es un interferón aníiviral potente y sus funciones son principalmente como citocina

efectora de la respuesta inmune. Es secretada por las células NK, células T (Th1 y

CD8+). Sus acciones biológicas son: activación de macrófagos y aumento de su actividad

antimicrobiana, cambio de isotipo a anticuerpos opsonizantes, desarrollo de céiuias

efectoras Th1 y aumento de la expresión de moléculas de MHC y presentación de

antígenos116'123-126.

Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a)

Es el principal mediador de ¡a respuesta inflamatoria aguda contra bacterias

principalmente Gram negativas y es responsable de muchas de las complicaciones

sistémicas de las infecciones severas. Su principal fuente son ios monocitos, macrófagos,

neutrófilos, células T, NK y células cebadas. Sus acciones biológicas principales son e¡

reclutamiento de neutrófilos y monocitos a los sitios de infección al aumentar la expresión

de moléculas de adhesión en las células endoteliaies vasculares72'78'127.
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Inmunoglobulina E (IgE)

La inmunoglobulina E juega un papel crucial en la respuesta alérgica95"98. La respuesta

temprana alérgica está mediada principalmente por un proceso dependiente de IgE. Esta

respuesta inmune se inicia cuando la IgE se une a sus receptores de alta afinidad (FcsRI)

localizados en las superficies de las células cebadas y basófilos y posteriormente es

entrecruzada por un alérgeno, causando la activación celular y ¡a consecuente liberación

de mediadores inflamatorios. Un gran número de estos mediadores, como la histamina,

proteasas, heparina, TNF-a, hidrolasas y otros factores quimiotácticos, se encuentran

preformados en las células. Otros compuestos como los eicosanoides, prostaglandinas y

el factor activador de plaquetas se generan en un lapso de minutos y otros como la 1L-1,

IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, etc se generan en un lapso de horas. El efecto de estos mediadores

depende del tejido en el que son liberados. En la vía aérea estos mediadores

rápidamente desencadenan edema de la mucosa bronquial, producción de moco,

contracción del músculo liso bronquial y eventualmente recluían un infiltrado inflamatorio.

En los pacientes asmáticos expuestos a la inhalación de alérgenos, estos eventos

moleculares y celulares inducen una obstrucción aguda de la vía aérea con una caída del

FEV^28.

Además de asociarse a las células cebadas y basófilos a través de los receptores de alta

afinidad (FceRI), la IgE interactúa con otras células, como linfocitos T, eosinófilos,

plaquetas, músculo liso bronquial y células mucosas, a través de un receptor de baja

afinidad (FceRII o CD23).
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DIAGNOSTICO DE ASMA

Estudios epidemiológicos sugieren que en la actualidad el asma se encuentra

subdiagnosticada3. Esto puede reflejar la naturaleza no específica de los síntomas del

asma y el hecho que los pacientes tienden a tolerar los síntomas intermitentes.

Desafortunadamente, el correcto diagnóstico de la enfermedad es esencial para iniciar un

tratamiento apropiado.

Información al respecto de la historia familiar del paciente es critica en el diagnóstico de

asma. Los síntomas reportados por los pacientes incluyen: sensación de falta de aire de

forma episódica, sibilancias, opresión torácica y tos, los cuales se agravan por la noche y

en las primeras horas de la mañana. El paciente puede tener historia de exacerbaciones

recurrentes, las cuales son provocadas por alérgenos, irritantes, ejercicio o agentes

infecciosos. Un marcador clínico muy útií del asma es el alivio de los síntomas después

del uso de broncodilatadores o de antiinflamatorios y en ocasiones en forma espontánea.

La variabilidad de los síntomas y la historia de que en la familia existe el diagnóstico de

asma u otra enfermedad atópica, son evidencias que sugieren el diagnóstico.

Pruebas de Función Pulmonar

El clínico es capaz de identificar defectos ventilatorios obstructivos, pero tiene limitada la

habilidad para calcular el grado de obstrucción de la vía aérea y predecir si la obstrucción

es reversible. La evaluación del asma por lo tanto debe incluir una espirometría donde se

mida VEF1: volumen forzado en el primer segundo, CVF: capacidad vital forzada y

VEF1/CVF, antes y después de la administración de un broncodilatador de acción corta.
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Estas medidas ayudan a determinar la existencia de obstrucción de la vía aérea y si es

inmediatamente reversible. La obstrucción se puede observar con la disminución de la

tasa VEF1/CVF (<75%). La reversibilidad de la obstrucción de la vía aérea se considera

de significancia cuando es > 12% o de 200 m! del FEV1 o > 15% o de 200 mi en CVF

después de inhalar el broncodilatador.

Estas medidas se basan en la relación existente entre la limitación del flujo aéreo y el

tamaño del lumen de la vía aérea y en las propiedades elásticas del alveolo.

Guía GINA para el diagnóstico de asma

Las guías surgen de la necesidad de que todos los médicos hablemos el mismo idioma y

utilicemos los mismos términos al diagnosticar y tratar esta enfermedad y para ayudar a

los profesionales en la salud a reducir la prevalencia, morbilidad y mortalidad ocasionados

por el asma3'4. Es por estos motivos que bajo e! auspicio de la Organización Mundial de

la Salud, el Instituto Nacional de la Salud de los Estados Unidos y el instituto Nacional del

Corazón, Pulmón y Sangre de los Estados Unidos se intenta unificar los criterios de

diagnóstico y tratamiento de esta enfermedad, llevándose a cabo el Taller de Estrategia

Global para el Manejo y Prevención de! Asma.

Las guías GINA fueron diseñadas de una forma escalonada para el manejo a largo plazo

del asma. El objetivo del tratamiento es el de llegar a controlar la enfermedad de tal forma

que el paciente no tenga síntomas crónicos o si los presenta que sean mínimos (incluye a
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los síntomas nocturnos), presente la menor cantidad de episodios, no tenga que recurrir a

los cuartos de urgencias, requiera de lo menos posible de los brocodilatadores P2-

agonistas, no tenga limitación en sus actividades {incluso ejercicio), que las variaciones

de su flujo espiratorio pico (PEF) sean menores del 20%, que su PEF sea lo más cercano

a lo normal y que los efectos secundarios de los medicamentos sean mínimos o no

existan.

Las guías GINA categorizan al asma en cuatro diferentes grados de severidad: el grado 1

es intermitente, el grado 2 es leve persistente, el grado 3 es moderada persistente y el

grado 4 es severa persistente (tabla 1 )3. Este diseño permite el concepto de "bajar o subir

al siguiente peldaño" en la terapia.

En la actualidad es posible que sean éstas las guías que más se utilicen a nivel

internacional, en el diagnóstico, clasificación y tratamiento del asma, razón por la cual

utilizamos sus criterios para el diagnóstico y clasificación de nuestros pacientes.

Pruebas cutáneas

Las pruebas cutáneas son el indicador, mejor establecido y más sensible, de enfermedad

alérgica129. Dentro de ias técnicas de aplicación de estas prueba se encuentra la prueba

PRICK.
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Esta prueba fue descrita por primera vez en 1926 por Lewis y Grant y fueron

popularizadas por Pepy en 1970. Las pruebas por prick son superiores a las pruebas de

escarificación porque son más sensibles, más reproducibles y se relacionan mejor con las

pruebas intradérmicas. Se pueden realizar de varias formas y por supuesto la técnica que

se emplee influenciará de forma importante los resultados.

En general, la técnica implica la introducción, de una concentración predeterminada, de

un antígeno (usualmente concentrado) en la piel, para que de 10 a 20 minutos después

se interprete la respuesta, en forma de roncha - eritema. Esta respuesta se mide de 0 a

4+ dependiendo del tamaño de la roncha y el grado del eritema. La prueba clásica de

prick, inícialmente se realizaba con una aguja hipodérmica de 25 G estéril. La aguja se

introducía alrededor de 1 mm en la piel con un ángulo de aproximadamente 45° a través

de la gota de antígeno. La piel se levantaba tratando de formar una especie de tienda de

campaña para permitir que entrase una mayor cantidad del alérgeno. En la actualidad

existen una gran variedad de formas de realizar dichas pruebas, que van desde pruebas

de punto vertical hasta las pruebas de prick múltiples. La técnica descrita inícialmente es

la que utilizamos e nuestro estudio.

Alérgenos

Hacia finales del siglo XIX, Charles Blackley introdujo una nueva ciencia básica, la

alergia130. Realizando pruebas cutáneas, conteos de pólenes y pruebas de provocación

nasal y bronquial, demostró que los granos de pólenes eran la causa de la fiebre del
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heno. El grado con el cual el asma se relaciona con los granos de pólenes es un poco

más difícil de determinar.

Los alérgenos se dividen en dos tipos: los intramuros y los extramuros. Un gran acumuio

de evidencia ha demostrado que el efecto de la exposición a los alérgenos intramuros,

juega un papel primordial en el asma atópica perenne. Por ejemplo, personas que viven

en el África rural, rara vez son asmáticos, pero desarrollan asma al mudarse a las grandes

ciudades. En los Estados Unidos y otras grandes ciudades como México DF, las

personas cada vez viven menos o pasan menos tiempo en el campo. A medida que las

personas se quedan más tiempo dentro de sus casas, su actividad decrece y cada vez

demandan más niveles de comodidad. Las casa y apartamentos, además de ios

reservorios que por lo general tienen (alfombras que cubren la casa de pared a pared,

cortinas y cobertores), tienen sistemas de ventilación que casi siempre no son los más

adecuados. Por ejemplo, en muchos de los hogares de los Estados Unidos y el Reino

Unido el sistema de ventilación soio realiza 0.2 cambios del aire por hora. Esto debe

compararse con las normas federales de los Estados Unidos que demandan que los

laboratorio con ratones tengan sistemas de ventilación que realicen 10 cambios del aire

por hora. Así pues, la combinación de pasar más tiempo intramuros, poca actividad

extramuros y la mayor exposición a una gran variedad de alérgenos, claramente

contribuyen al desarrollo de asma atópica perenne .

Se han identificado como alérgenos más frecuentes a los ácaros, epitelios de perro y

gato, polvo, pólenes y hongos. En 1992 Mejía y colaboradores131 identificaron como los

pólenes más importantes del Valle de México a los siguientes árboles: Fraxinus
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americana, Quercus alveolata, Schinus molle, Pinus silvestris; pastos como: Capriola,

Holcus alepensis, Lolium perenne, Agrostis alba; malezas como: Rumex crispus,

Ambrosia eliator, Helianthus annus, Atriplex bactreosa y a la Artemisa tridentata. En otro

estudio realizado por Palomee y col.133 en 1997 confirmaron esta frecuencia de los

pólenes y agregaron que los hongos más frecuentes fueron Candida y Fusarium y los

ácaros más frecuentes fueron e! Dermatophagoides pteronyssinus y ei D. farinae. En

Estados Unidos existen estudios en donde se han aislado hasta 500 ácaros por gramo de

polvo132. El alérgeno intramuro más frecuente resulta ser el acaro,

Como las concentraciones de pólenes se ven influenciadas, en cierto grado, por la época

del año; decidimos trabajar en nuestro estudios con pacientes que fueran alérgicos a los

ácaros, ya que sus concentraciones son estables a ¡o largo del año en nuestro país; y

para controlar los alérgenos extramuros se seleccionaron pacientes que viven en la

misma zona y por lo tanto comparten las mismas concentraciones de contaminantes

extramuros.

En nuestro país, y particularmente en nuestro servicio, carecemos de estudios clínicos o

de laboratorio con los cuales podamos evaluar el estado inmunológico de los pacientes

asmáticos.
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JUSTIFICACIÓN

La incidencia, prevalencia, morbilidad y mortalidad del asma ha ido en aumento en las

dos últimas décadas en todo el mundo. El asma es una enfermedad inflamatoria

compleja del pulmón que se caracteriza por una obstrucción variable del flujo aéreo,

hiperreactividad de la vía aérea e inflamación de la misma. La respuesta inflamatoria en

el pulmón asmático, se caracteriza por la infiltración de las paredes de la vía aérea, de

una variedad de células entre las que encontramos principalmente células cebadas,

linfocitos y eosinófilos. Aunque la enfermedad tienen un origen multifactorial, se cree que

el proceso inflamatorio de la forma más común de la enfermedad (asma extrínseca o

alérgica), resulta de una respuesta inmune ¡napropiada a alérgenos comunes del medio

ambiente, en individuos genéticamente susceptibles. Se ha propuesto que las células T

CD4+ que producen las citocinas tipo Th2 juegan un papel principal en la patogénesis de

ia enfermedad. Por medio de la liberación de citocinas como IL-13, IL-4, IL-10, IL-12,

TNF-a e IFN-y estas células promueven el reclutamiento y activación de las células

efectoras primarias de la respuesta alérgica, las células cebadas y los eosinófilos. La

activación de estas células resulta en la liberación de una plétora de mediadores

inflamatorios que individualmente o en conjunto inducen los cambios en la vía aérea y

producen los síntomas característicos de la enfermedad. La prevalencia de asma en

México se ha calculado que va de 2.7 a 21.8%, variando de forma importante de una

región a otra.
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En la literatura universal los valores de estas citocinas varían de estudio a estudio y en

nuestro país a la fecha no se han realizado este tipo de mediciones y comparaciones.

La realización de este estudio surge de la necesidad de tener los valores básales del perfil

inmunológico y de las pruebas de función respiratoria de pacientes con asma alérgica a

Dermatophagoides en sus diferentes grados de severidad de acuerdo a la clasificación

G1NA y de forma comparativa, con personas sanas. Además, de la necesidad de

encontrar si existe alguna relación entre las mediciones de! perfil inmunológico y los

diferentes grados de obstrucción calculados por espirometría.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades alérgicas respiratorias y en especial el asma, constituyen un problema

de salud pública en nuestro país por el costo económico y social que representan, para

los pacientes y la institución. El asma alérgica, en especial a ácaros y pólenes, es un

problema cada vez más común. Los pacientes asmáticos atópicos presentan variabilidad

en las concentraciones de citocinas plasmáticas y de algunos anticuerpos a!

comparárseles con los personas sanas no atópicas. De igual forma, dependiendo de!

grado de severidad clínica del asma, presentan diferentes grados de obstrucción e

inflamación de las vías aéreas. Este estudio representa el primer intento en nuestro país

de evaluar el perfil inmunológico y pulmonar de dichos pacientes y nos permitirá conocer

si:

1. Existen diferencias entre los niveles de citocinas séricas (IL-4, 1L-10, IL-13, IL-

12p70, IFN-y y TNF-a) de los pacientes asmáticos alérgicos a ios ácaros y las

personas sanas.

a. Existe algún tipo de correlación entre los niveles de citocinas (IL-4, IL-10, IL-

13, IL-12p70, IFN-y y TNF-a) y los grados de severidad según GINA.

b. Existe algún tipo de correlación entre los niveles de citocinas (IL-4, IL-10, IL-

13, IL-12p70, IFN-y y TNF-a) y los diferentes grados de obstrucción de la vía

aérea calculados por espirometría.

2. Existen diferencias entre las concentraciones de la inmunoglobulina E (IgE) de los

pacientes alérgicos a los ácaros y las personas sanas.
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a. Existe algún tipo de correlación entre los niveles de IgE y los grados de

severidad según GINA.

b. Existe algún tipo de correlación entre los niveles de IgE y !os diferentes

grados de obstrucción de la vía aérea calculados por espirometría.
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OBJETIVOS

1- Determinar las concentraciones séricas de las citocinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-12p70,

IFN-y y TNF-a de los pacientes con asma atópica y evaluar si existen diferencias

significativas con las concentraciones de las personas sanas no atópicas.

a. Evaluar si existe alguna correlación entre las concentraciones de las

ciíocinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-12p70, IFN-y y TNF-a y los diferentes grados

de severidad del asma de acuerdo a la clasificación GINA.

b. Evaluar si existe alguna correlación entre las concentraciones de las

citocinas IL-4, IL-10, ÍL-13, ÍL-12p70, IFN-y y TNF-a y los grados variables

de obstrucción de la vía aérea calculados por espirometría.

2- Determinar las concentraciones séricas de IgE de los pacientes asmáticos atópicos

y evaluar si existen diferencias significativas con las concentraciones de las

personas sanas no atópicas.

a. Evaluar si existe alguna correlación entre las concentraciones dei anticuerpo

y los grados de severidad según la clasificación GINA.

b. Evaluar si existe alguna correlación entre las concentraciones del anticuerpo

y los grados variables de obstruccion.de la vía aérea calculados por

espirometría.
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HIPÓTESIS

1- Existe correlación directa entre las concentraciones de IL-4, IL-10 e IL-13 e inversa

entre las citocinas IL-12p70, IFN-y y TNF-a con los diferentes grados de severidad

del asma de acuerdo a la clasificación GÍNA

2- Existe correlación directa entre las concentraciones de las atocinas IL-4, IL-10 e IL-

13 e inversa entre las citocinas IL-12p70, TNF-a e IFN-gamma con los grados

variables de obstrucción de la vía aérea calculados por espirometría
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MATERIALES Y MÉTODOS

DISEÑO DEL ESTUDIO

Estudio transversal comparativo de casos y controles.

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes referidos de sus Unidades Médicos Familiares y Hospitales Generales de Zona

del área de adscripción al Centro Médico Nacional Siglo XXI que fueron evaluados en el

Servicio de Alergia e Inmunología Clínica del Hospital de Especialidades y que se les hizo

el diagnóstico de asma atópica. Para lograr la mayor cantidad de pacientes posibles se

invitó, para que participaran del estudio, a los médicos internistas y neumólogos de cada

una de las Unidades adscritas al Centro Médico Siglo XXI.

Los controles sanos se reclutaron, de forma voluntaria, entre los médicos residentes de la

Unidad Médico Familiar #28 y algunos trabajadores de nuestro hospital.
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DESCRIPCIÓN CONCEPTUAL DE LAS VARIABLES

A. VARIABLES INDEPENDIENTES:

• Diagnóstico de asma alérgica a ácaros (Dermatophagoides pteronyssinus y D.

farinae) de acuerdo a los criterios internacionales del GINA.

B. VARIABLES DEPENDIENTES:

• Pruebas de función pulmonar

• Concentración de citocinas

• Concentración de IgE

C. VARIABLES UNIVERSALES:

• Edad

• Sexo

D. VARIABLES DE CONFUSIÓN:

• Tabaquismo

DEFINICIÓN OPERATIVA DE LAS VARIABLES

• Grados de Severidad: los grados de severidad fueron evaluados de acuerdo a

la clasificación GINA. Se consideró una variable cualitativa ordinal (se

reportaron como intermitente, leve persistente, moderada persistente y severa

persistente).
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Pruebas de función pulmonar: evaluadas por medio de los resultados

obtenidos de las pruebas de función pulmonar que se realizaron en el

Laboratorio de Fisiología Pulmonar del Hospital de Cardiología del CMN Siglo

XXI.

1. Capacidad Vital Forzada (CVF): es la máxima cantidad de aire que

puede ser expulsada mediante una espiración máxima, la cual va

precedida de una inspiración también máxima. Ambas se deben realizar

con un máximo esfuerzo. Se consideró una variables cuantitativa discreta

(se reportó en forma de porcentaje).

2. Volumen Espiratorio Forzado del primer segundo (VEFi): representa el

volumen espirado al final del primer segundo de la CVF. Se consideró una

variable cuantitativa discreta {se reportó en forma de porcentaje).

3. Relación entre el volumen espiratorio forzado en el primer segundo

(VEFi) y el % de la capacidad vital forzada (CVF) VEFi/CVF: expresa

qué fracción porcentual de la CVF ha sido expulsada a! finalizar el primer

segundo de la espiración. Se considera un valor normal por arriba del

75% ; Se consideró una variables cuantitativa discreta (se reportó en forma

de porcentaje).

4. Velocidad del Flujo al 50% (VF 50%): mide la velocidad máxima que

alcanza el flujo espiratorio cuando el individuo ha expulsado el 50% de su

capacidad vital forzada. Se consideró una variables cuantitativa discreta

(se reportó en forma de porcentaje).

5. Velocidad del Flujo al 75% (VF 75%): mide la velocidad máxima que

alcanza el flujo espiratorio cuando el individuo ha expulsado el 75% de su
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capacidad vital forzada. Se consideró una variable cuantitativa discreta

(se reportó en forma de porcentaje).

6. Obstrucción de la Vía Aérea de Mediano Calibre: es el grado de

obstrucción de la vía aérea calculado espirométricamente mediante la

comparación del porcentaje de la CVF, VEF1, la relación VEF1/CVF y el

VF 50%. Se consideró una variable cualitativa ordinal (Se reportó como

normal, leve, moderada, importante, muy importante y grave).

7. Obstrucción de la Vía Aérea de Pequeño Calibre: es el grado de

obstrucción de la vías aérea calculado espirométricamente mediante la

comparación del porcentaje de la CVF, VEF1, la relación VEF1/CVF y el

VF 75%. Se consideró una variable cualitativa ordinal (Se reportó como

normal, leve, moderada, importante, muy importante y grave).

Anticuerpos y Citocinas: las concentraciones fueron determinadas de acuerdo

a los estándares internacionales, en nuestro Hospital (Laboratorio Clínico

Principal) y en la Unidad de Investigación en Inmunoquímica. Se consideraron

como variables cuantitativas numéricas (Se reportaron como números enteros y

decimales).

1. igE (Inmunoturbidimetría Roche MR, lector Hitachi MR 911): es la

concentración sérica de la inmunoglobulina E en Ul/ml determinadas en el

Laboratorio Clínico Principal del H. E. CMN Siglo XXI

2. IL-4 (ELISA OptIEA-PharMingen MR): concentración sérica de la citocina

en el suero de pacientes y sanos.
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3. IL-10 (ELISA PharMingen MR): concentración sérica de la citocina en el

suero de pacientes y sanos.

4. IL-13 (ELISA OptIEA-PharMingen MR): concentración sérica de la citocina

en el suero de pacientes y sanos.

5. IL-12p70 (ELISA PharMingen MR): concentración sérica de la citocina en

el suero de pacientes y sanos.

6. IFN-y (ELISA PharMingen MR): concentración sérica de la citocina en el

suero de pacientes y sanos.

7. TNF-a (ELISA OptIEA-PharMingen MR): concentración sérica de la

citocina en el suero de pacientes y sanos.

Edad: tiempo transcurrido desde el nacimiento de! individuo, hasta el momento

en que se presentó al Servicio de Alergia e Inmunología Clínica. Se consideró

una variable cuantitativa (se cuantifícó en número de años). Se controló esta

variable al ajustar la edad en los criterios de inclusión.

Sexo: es el conjunto de características fenotípicas manifestadas al momento de

nacer. Se consideró una variable cualitativa dicotómica (se clasificó como

masculino o femenino).

Tabaquismo: hábito de fumar de forma activa, desarrollado por una persona.

Se controló esta variable entre los criterios de inclusión. Se consideró una

variable cualitativa dicotómica (se clasificó como positivo o negativo).
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SELECCIÓN DE LA MUESTRA

A. TAMAÑO DE LA MUESTRA: por conveniencia se admitieron, a! estudio, a todos los

pacientes con el diagnóstico de asma alérgica a ácaros (Dermatophagoides

pteronyssinus y D. farínae), que cumplieran con los criterios de inclusión y aceptaran

participar en el mismo, en un período comprendido entre marzo del 2001 y febrero del

2002.

Los controles sanos fueron captados entre los médicos residentes de Medicina

Familiar de la Clínica 28 y entre el personal de nuestro hospital, que quisieran

participar de forma voluntaria en el estudio.

B. CRITERIOS DE SELECCIÓN:

• CRITERIOS DE INCLUSIÓN:

a. Pacientes asmáticos alérgicos únicamente a ácaros (Dermatophagoides

pteronyssinus y D. farínae).

b. Con cualquiera de los grados de severidad de acuerdo a la clasificación

GINA

c. De uno u otro sexo

d. Con edades entre los 16 y 55 años

e. La aceptación por parte del paciente de participar en el estudio de forma

totalmente voluntaria y que firmaran la hoja de consentimiento informado.
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• CRITERIOS DE EXCLUSIÓN:

a. Asma no alérgica

b. Que se encontraran utilizando p-bloqueadores

c. Enfermedades crónicas (rinosinusitis o rinoconjuntivitis, autoinmunes,

ínmunodeficiencias, insuficiencia renal aguda o crónica, cardiopatias etc.)

d. Déficit de tipo mental o físico que les imposibilitara comunicarse con el

médico

e. Pacientes en tratamiento con inmunosupresores tópicos y sistémicos

f. El uso de esteroides orales y de preferencia que no estuvieran utilizando

los inhalados

g. Fumadores

. CRITERIOS DE NO INCLUSIÓN:

a. Pacientes embarazadas

C. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

De acuerdo al comportamiento de las muestras se utilizará el programa de computo SPSS

para Windows v.10 para obtener los siguientes parámetros:

- Estadística descriptiva (media, mediana, desviación estándar, perceníiles, etc.)

- Estadística no paramétrica (prueba de la mediana, U de Mann-Whitney, Kruskal

Wallis)

- Correlación de Pearson
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D. CONSIDERACIONES ETICAS

Ei estudio no representa riesgos para ei paciente, no se pone en riesgo su salud ni se

violan sus derechos de ningún modo, incluso los resultados obtenidos en los diferentes

estudios, permitirán conocer mejor su estado general de salud y su respuesta

ínmunológica y podrían ser útiles para brindarle un mejor tratamiento oportuno a la alergia

a ácaros.

E. RECURSOS PARA EL ESTUDIO

• Humanos: médicos investigadores y persona! de los laboratorios involucrados.

• Materiales: computadora personal, impresora, ensayos de valoración para IgE,

IL-4, H-10, IL-12p70, IL-13, TNF-a e IFN-y, lavador de ELISA, lector de ELISA,

placas para ELISA, micropipetas, puntas de pipetas, programas de

computación, etc.

• Económicos: el proyecto recibió el patrocinio del FOFOl (066/2001) y de forma

indirecta de la U. I. M. en Inmunoquímica, quienes aportaron reactivos y el

material para trabajar los Kits de ELISA.
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PROCEDIMIENTO

Se incluyeron en el estudio a pacientes referidos de sus Unidades de Medicina Familiar y

Hospitales Generales de Zona del área de adscripción al Centro Médico Nacional Siglo

XXI (3 Suroeste) para que fueran evaluados en el Servicio de Alergia e Inmunología

Clínica del Hospital de Especialidades y se les realizó el diagnóstico de asma atópica.

Éstos pacientes fueron evaluados a través del sistema de valoraciones de nuestro servicio

en donde se les realizaba un interrogatorio y examen físico completos, con el fin de

descartar otros padecimientos que no fueran alérgicos y evaluar la probabilidad de que el

padecimiento pulmonar, que lo traía a nuestro servicio, fuera en realidad asma y

definitivamente de tipo atópico.

A los voluntarios sanos, se les realizó la historia clínica oficial del Hospital de

Especialidades del CMN Siglo XXI, con el fin de descartar la presencia de otra

enfermedad o alergias. No deberían ser fumadores y deberían haberse encontrado

completamente sanos en las últimas 4 semanas previas al estudio.

El diagnóstico definitivo de atopia se llevaba a cabo con la aplicación de pruebas

cutáneas tipo PRICK con extractos estandarizados internacionalmente en Unidades

Alérgicas (UA). Las pruebas cutáneas deberían presentar concordancia con el

interrogatorio clínico y examen físico. Estas pruebas se realizaron con los alérgenos que

más frecuentemente hacen reacción en nuestro servicio131'133: Dermatophagoides

pteronyssinus, D. farinae, Lolium perenne (pasto), Phleum pratense (hierba timotea),
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Cynodon dactylon (pata de gallo o grama mayor), Ligustrum vulgare (aliguatre), Olea

europea (olivo), Quercus robur (roble), Periplaneta americana (cucaracha) (IPI ASAC-

España MR). Se consideró una prueba positiva a la formación de un habón (roncha) de

3mm en su diámetro medio (el promedio de la suma de su diámetro mayor y su diámetro

perpendicular), el control positivo fue hecho con histamina HCL 10 mg/ml (IPI ASAC-

España MR) y el control negativo con solución salina (IPI ASAC-España MR).

Una vez realizado el diagnóstico de asma alérgica a ácaros {Dermatophagoides

pteronyssinus y D. farinae) se les invitó a participar en ei estudio explicándoseles los

riesgos y beneficios. Si aceptaban participar, se les pedía que firmaran la hoja de

consentimiento y se les tomaba una muestra de sangre venosa de alrededor de 7 m!, en

tubos sin anticoagulante para la obtención del suero y determinación de las citocinas IL-4,

IL-10, 1L-13-13, IL-12p70, INF-y y TNF-a por ELISA. El mismo proceso se realizó con los

controles sanos.

Además, se les realizó exámenes paraclínicos generales, en el Laboratorio Clínico

Principal de nuestro hospital, que incluían una biometría hemática completa, igE sérica

total y 3 exámenes seriados de heces, con el fin de descartar la presencia de parásitos.

Se le realizó una radiografía pulmonar en el Servicio de Radiología de nuestro centro y

una espirometría en e! Laboratorio de Fisiología Pulmonar del Hospital de Cardiología del

Centro Médico Nacional Siglo XXI. Todo esto dentro de la siguiente semana de su

ingreso al estudio.
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Una vez tomadas las muestras de sangre se llevaban a la Unidad de Inmunoquímica de

nuestro hospital en donde se le dejaba reposar por alrededor de 30 minutos para que se

Íes formara un coágulo, luego eran centrifugadas a 2500 revoluciones por minuto a 20

°C, durante 10 minutos. El suero era alicuotado en tubos Eppendorf con 250 jil de suero,

los cuales eran congelados a ~70°C para su posterior utilización.

A todas las muestras se les determinaron las concentraciones de las citocinas IL-4, IL-10,

IL-13, IL-12p70, INF-y y TNF-a, mediante ELISA.

38



RESULTADOS

Pacientes, Severidad del Asma - Clasificación GINA

Se incluyeron en el estudio 38 pacientes, 25 mujeres (65.8%) y 13 hombres (34.2%). Los

controles fueron 19 personas sanas, 10 eran mujeres (52.63%) y 9 hombres (47.37%). La

edad promedio global de los pacientes fue de 29 ± 10 años, la de los pacientes femeninos

era de 32 ± 10 y la de los masculinos de 25 ± 11. Mientras que la edad global de los

controles sanos fue de 30 ± 4 años, loa controles femeninos tenían una edad promedio de

30 ± 5 y los controles masculinos de 31 ± 2.

De los 38 pacientes asmáticos alérgicos a los ácaros, 4 (10.5%) sufrían asma leve

intermitente, 9 (23.7%) asma leve persistente, 22 (57.9%) asma moderada persistente y 3

(7.9%) asma severa persistente (gráfico 1).

Concentración Plasmática de atocinas Th-2/Th-1 y Severidad

Se agruparon las citocinas como Th-2 o pro-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13) y Th-1 o anti-

inflamatorias (IL-12p70 e IFN-y). Se compararon ias medianas, de los controles sanos y

de los pacientes, en cada uno de los grupos y no se encontraron diferencias significativas

(para las Th-1, p = 0.895 y para las Th-2, p = 0.828). Se compararon mediante la Prueba

U de Mann-Whitney los dos tipos de citocinas entre los sanos no encontrándose

diferencia significativa (p = 0.264) y entre los pacientes (p = 0.259).
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También se analizaron de forma separada cada una de las citocinas de ambos grupos, no

encontrándose de igual forma, diferencias significativas entre sanos y pacientes en

ninguna de ellas (cuadro 1). La única citocina que mostró diferencia intergrupal fue ¡a IL-

13, cuya mediana fue mayor en los pacientes, aunque esta diferencia no fue

estadísticamente significativa (figura 1). La mediana de la IL-4 y de la IL-10, como se

puede observar en ía figura 1, fue menor en los pacientes, aunque al igual que con la IL-

13 ía diferencia tampoco fue significativa. Entre las citocinas de tipo Th-1, el IFN-y mostró

una ligera disminución en su mediana; en cambio la IL-12p70 mostró un ligero aumento

en su concentración, estos hallazgos tampoco fueron significativos (figura 2).

En las tablas 2, 3 y 4 se pueden observar los promedios y medianas de cada una de las

citocinas de acuerdo al grado de severidad y al grado de obstrucción de las vías aéreas

de los pacientes y de los controles sanos.

El TNF-ct presentó valores menores de 7.8 pg/ml que es el valor mínimo de detección del

kit utilizado en nuestro estudio, tanto en los controles sanos como en los pacientes.

Se pensó que el sexo podría influir en las concentraciones de las citocinas, entre los

pacientes asmáticos y los controles sanos; por lo que se contrastó el sexo para ambos

grupos de citocinas, no encontrándose, en general, que el sexo influyera de forma

significativa en los pacientes. En los controles sanos el IFN-y y la IL-12p70 fueron la

excepción para este hallazgo ya que los hombres tenían una mediana y un rango

40



promedio significativamente menores que las mujeres [13.17 vs 27.6 y 86.55 vs 166.55 (p

< 0.005 y p = 0.07 respectivamente)] y [7.11 vs 12.6 y 6.44 vs 13.2 (p = 0.034 y p =

0.009)] (figura 3).

Se clasificó la severidad del asma según las clasificación GINA y se compararon con las

diferentes medianas de las concentraciones de las citocinas, encontrándose que solo la

IL-13 mostraba una diferencia significativa p = 0.027 (figuras 4 y 5).

También se investigó si ¡a edad influía de alguna forma en las concentraciones séricas de

las citocinas. Como el rango de edad de los pacientes variaba de 16 a 53 años, se

agruparon en diferentes categorías o puntos de corte para identificar a que edad se

observa algún cambio en las concentraciones de las citocinas (< 30 vs > 30; < 25, 25-30 y

> 30; < 35 vs > 35). Al comparar a los menores de 35 años contra los de 35 o más años,

se observó que a partir de los 35 años se obtenían consistentemente, rangos promedios

más bajos entre los de 35 o más años en todas las citocinas; solo que esta diferencia no

fue significativa. Cuando se compararon a la edad menor o igual de 30 años contra la

mayor de 30 años se encontró que existía diferencia significativa en e! IFN-y (p = 0.049) y

la IL-13 (p = 0.027). Estas diferencias no se observaron entre ios sanos (figuras 6 y 7).

Correlaciones entre las citocinas, Volumen Espiratorio Forzado en el Primer

Segundo (VEF-,) y la IgE en pacientes y controles sanos

Se sabe que existe algún tipo de correlación entre los diferentes grupos de citocinas y en
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nuestro estudio esta correlación se buscó a través del coeficiente de correlación de

Pearson.

Se correlacionó a todas las citocinas de los controles sanos y los pacientes entre sí y

contra la IgE y el VEFi. Entre nuestros controles sanos encontramos una correlación de

moderada a buena entre la IL-13 y la IL-4 (r = 0.678, p = 0.002), correlación que no se

aprecia en los pacientes. No encontramos correlación entre las otras citocinas, el VEFi y

la IgE (figura 8a).

En los pacientes asmáticos alérgicos a ios ácaros, encontramos cierto grado de

correlación entre la IL-4 y la IL-10 (r = 0.319, p = 0.025), entre el IFN-y y la IL-4 (r =

0.482, p = 0.001) y entre el IFN-y y la IL-13 (r = 0.362, p = 0.014) y una correlación de

moderada a buena entre el IFN-y y la IL-10 (r = 0.527, p < 0.001), (figuras 8b y 9). El

resto de las ciíocinas no mostraron algún grado de correlación entre ellas ni con el VEFi o

la IgE.

Se correlacionaron las concentraciones de tas citocinas Th-1 y Th-2 agrupadas; en las Th-

1 se consideraron a la IL-12p70 y al IFN-y y en las Th-2 primero se agruparon a la IL-10 y

a la IL-4; para el grupo total se obtuvo una correlación global negativa e inversa (r = -

0.099, p = 0.295) ya que a medida de que teníamos concentraciones mayores de Th-2 las

concentraciones de las citocinas Th-1 eran menores (figura 10a). También se

correlacionaron, como Th-2, las IL-10 e IL-13 (r = -0.259, p = 0.006) (figura 10b) y

posteriormente a la IL-4 e IL-13 (r = -0.307, p = 0.001) (figura 11), ambos grupos se
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correlacionaron contra las citocinas Th-1. Se calculó la razón Th-2/Th-i, en Th-2 se

incluyeron la IL-4 y la IL-10, obteniéndose una p = 0.199. Posteriormente se integraron a

las citocinas Th-2 a la IL-4 y a la IL-13. Se calculó ia razón obteniéndose una p = 0.846.

También se calculó la razón IL-4/IFN-? para pacientes y controles sanos, por ser dos de

las citocinas más importantes de cada grupo obteniéndose una p = 0.351.

Volumen Espiratorio Forzado en el Primer Segundo (VEFi), Concentración

Plasmática de Citocinas Th-1/Th-2 e IgE

La mediana del volumen forzado en el primer segundo (VEFi) de los pacientes asmáticos,

presentó una diferencia significativa a! comparársele con la mediana de los controles

sanos, 88.5% de su valor predictivo vs 108.09% (p < 0.001) (figura 12a).

No encontramos diferencias significativas entre pacientes, al comparar los diferentes

grados de severidad del asma y el VEFi (p = 0.081) (figura 12b). A pesar de que la

diferencia del VEFi entre los distintos grados de severidad del asma no es significativa se

puede observar en la figura que el VEF-i disminuye a medida aumenta la severidad del

padecimiento en ios pacientes.

El valor del VEFi no se vio influenciado por el sexo en los controles sanos o en ios

pacientes asmáticos (p = 0.153 y p - 0.724 respectivamente) alérgicos a los ácaros {figura

13 a).
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De igual forma no se encontró que la edad, en los distintos rangos estudiados,

influenciara de forma significativa el VEFi de los pacientes (p = 0.919) o de los controles

sanos (p = 0.167) (figura 13b).

El VEFT presentó correlación negativa con la IL-4 (r = -0.371, p = 0.013) (figura 14) y en

menor grado con la IL-10 (r = -0.25, p = 0.071) pero no presentó correlación alguna con el

resto de las citocinas en los pacientes asmáticos y entre los controles sanos.

Se encontraron diferencias significativas entre el VEP-\ y el grado de obstrucción de las

vías aéreas de mediano y pequeño calibre (rango promedio y mediana significativa con p

< 0.001 ambas) (figura 15).

Concentración Plasmática de Citocinas Th-2/Th-1 y Grados de Obstrucción de las

Vías Aéreas de Mediano y Pequeño Calibre

La obstrucción de las vías aéreas de mediano y pequeño calibre se calculó por medio de

una espirometría basal, realizada al momento del ingreso del paciente al estudio, la cual

fue interpretada y reportada por el servicio de fisiología pulmonar del Hospital de

Cardiología del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Esta era reportada dependiendo del

grado de obstrucción calculado por el interprete y reportada como normal, leve,

moderada, importante, muy importante y grave.

Se compararon ¡as concentraciones de las citocinas con los diferentes grados de
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obstrucción de la vía aérea de mediano calibre encontrándose que solo la IL-4 mostraba

una diferencia estadísticamente significativa (p = 0.007} entre los diferentes grados de

obstrucción (figura 16a).

Esta diferencia significativa entre la IL-4 y los diferentes grados de obstrucción de la vía

aérea de mediano calibre se pierde al comparar la ciíocina (IL-4) con la obstrucción de las

vías aéreas de pequeño calibre (figura 16b). Ei resto de las citocinas (IL-10, IL-13, IL-

12p70, IFN-y y TNF-a) tampoco mostraron diferencias significativas con los diferentes

grados de obstrucción de las vias aéreas de pequeño calibre.

Correlaciones entre las Citocinas, la IgE y los Diferentes Grados de Obstrucción

Correlacionamos las concentraciones de las diferentes citocinas y la IgE con los

diferentes grados de obstrucción de las vías aéreas de pequeños y mediano calibre.

Obtuvimos una correlación de moderada a buena entre la IL-13 y la IL-12p70 (r = 0,563, p

= 0.029) en pacientes con obstrucción moderada de las vía aéreas de pequeño calibre, no

así entre las otras citocinas y la inmunoglobulina E. En los pacientes con obstrucción

importante no observamos correlaciones entre ninguna de ias citocinas o la

inmunoglobulina. En los pacientes con obstrucción muy importante o grave el IFN-y

presentó una correlación de moderada a buena con la IL-10 (r = 0.636, p = 0.014) y con la

IL-13 (r = 649, p = 0.012), al igual que una buena a excelente correlación con la ¡gE (r =

0.824, p = 0.023).
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Cuando la obstrucción era importante en los pacientes con obstrucción de las vías aéreas

de mediano calibre, obtuvimos correlación buena a excelente entre la IL-10 y el IFN-y (r =

0.816, p = 0.007) y de moderada a buena entre la IL-4 y el IFN-y (r = 0.672, p = 0.048).

En el caso de la obstrucción muy importante existió una correlación de buena a excelente

entre ia IL-13 y el IFN-y (r = 0.801, p = 0.031) y entre la IgE y el IFN-y ( r = 0.962, p =

0.009).

No encontramos mayores correlaciones entre las diferentes concentraciones de ciíocinas,

IgE y el VEF¡ en los distintos grados de obstrucción, tanto de las vías aéreas de mediano

como las de pequeño calibre.

Concentración de IgE, Severidad del Asma y Grados de Obstrucción de las Vías

Aéreas

La IgE mostró diferencia significativa entre sanos y pacientes (p < 0.001) (figura 17a).

No existieron diferencias significativas entre ias diferentes concentraciones de IgE y los

grados de severidad del asma. A pesar de esto encontramos que todos los niveles

séricos de los pacientes se encontraban por arriba de los controles sanos (figura 17b).

La edad no influyó de forma significativa (p = 0.301) en las concentraciones de IgE (figura

18a).
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No existió diferencia significativa entre los diferentes grados de obstrucción de las vías

aéreas de mediano calibre y la igE (p - 0.282)(figura 18b) y las de pequeño calibre (p =

0.649)(figura 19), Aunque al graficar estas variables podemos observar una tendencia a

aumentar con el grado de severidad sobretodo si no se toma en cuenta el grado grave ya

que son pocos los pacientes que presentan este grado de severidad.
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DISCUSIÓN

En este estudio, donde incluimos 38 pacientes asmáticos alérgicos a ¡os ácaros

(Dermatophagoides pteronissymus y D. farinaé) y 19 controles sanos, se pudo observar

que la prevalencia es mayor en las mujeres; éstas representaron casi los 2/3 (65.8%) de

nuestros pacientes. La gran mayoría de los pacientes asmáticos tienen un grado de

severidad leve o moderado y so!o del 5 al 10% sufre de asma severa80, en nuestro

estudio solo el 8% de los pacientes sufrían de asma severa persistente. Un

comportamiento similar al descrito en la literatura universal sobre el asma3'84.

Las determinaciones det TNF-cc que obtuvimos fueron menores de 7.8 pg/ml

(concentración mínima detectada por nuestro kit), hallazgos parecidos a los obtenidos por

Tomita et al94 en donde determinaron la concentración sérica de TNF-a en el suero de

adultos asmáticos, obteniendo valores séricos my bajos cuando se llegaban a obtener.

En este estudio se cultivó la sangre con LPS encontrándose que no habían diferencias en

las concentraciones del TNF-a entre pacientes asmáticos leves, severos y controles

sanos, obtuvieron valores por debajo de los 5 ng/ml. Este hallazgo lo podríamos explicar

si las concentraciones de IL-10 en nuestros pacientes estuvieran altas y así inhibieran la

producción de TNF-a.

Al agrupar las citocinas con pro-inflamatorias (Th-2) y anti-inflamatorias (Th-1) pudimos

constatar la existencia de correlaciones escasas o con cierto grado de correlación. Estas

correlaciones fueron inversas (negativas) dándonos a entender de que a medida que las



concentraciones ele las citocinas Th-2 aumentan ¡as Th-1 disminuyen o viceversa. Este

hallazgo concuerda por lo descrito por Gajewski y Fish y Fernández-Botran y col. en 1988

cuando demostraron la relación inversa entre las citocinas TH-2/Th-1.

Existen otros estudios en donde se ha demostrado que e! número de células TNF-a

positivas es mayor en bíopsias bronquiales de sujetos asmáticos sintomáticos que en

aquellos asintomáticos78'140. Recordemos que todos nuestros pacientes eran

asintomáticos al momento de tomar las muestras, por lo que podría ser esta la razón de

obtener valores tan bajos de TNF-a entre nuestros pacientes.

No se obtuvieron diferencias significativas al comparar las concentraciones de la IL-4, IL-

10, IL-12p70 e IFN-y entre ios controles sanos y los pacientes. Este comportamiento en

nuestros pacientes no corrobora la tesis, más aceptada a nivel mundial, SQbre la

patogénesis del asma que se basa en el desbalance que existe entre ias citocinas de tipo

Th-2 y Th-1.

La IL-4 es una de las dos citocinas, hasta el momento conocidas, que causan el cambio

de isotipo a IgE en las células B, un prerrequisito para una síntesis elevada de IgE y por

inferencia en la patogénesis de ¡a atopia95. Nuestros hallazgos no apoyan esta hipótesis

ya que los pacientes presentan niveles significativamente elevados de IgE en

comparación a los controles y la IL-4 tiene concentraciones incluso por debajo de los

controles sanos. Como podemos ver con nuestros resultados, no se requiere

obligatoriamente del papel IL-4/lgE en la patogénesis del asma atópica crónica.

49



Es importante resaltar que nuestros datos no excluyen la posibilidad de que el asma

pueda ser exacerba de forma aguda por la liberación de mediadores dependientes de igE

de las células cebadas después de una exposición aguda a alérgenos que provocarían !a

liberación de sustancias broncoconstrictoras en una vía aérea hiperreactora. Una posible

explicación para este hallazgo es el hecho de que nuestros pacientes tienen mayores

niveles de IL-13 que los controles sanos, lo que pudiera estar causando el cambio de

isotipo a IgE, ya que la IL-4 comparte e! receptor de la IL-13 (IL-4Ra). No obtuvimos una

correlación importante entre la IL-13 y la IgE con la cual podríamos haber reafirmado esta

hipótesis. Otra explicación podría ser que la vida media de la IgE en suero es más

prolongada que la vida media de cualquiera de las citocinas o bien que solo se requieren

de concentraciones mínimas para lograr el cambio de isotipo en la célula B.

A la IL-4 la pudimos correlacionar con el grado de obstrucción de las vías aéreas de

mediano calibre, pero no con el grado de severidad de la enfermedad. Este hallazgo no

concuerda con lo descrito en la literatura universal en donde existen múltiples estudios en

los que se involucra, a esta citocina, con la hiperreactividad de la vía aérea, pero no con

el grado de obstrucción, cuyo principal componente es la inflamación. El que exista

inflamación en la vía aérea no necesariamente predispone a que ésta sea hiperreactora.

Se ha relacionado más con la inflamación alérgica a la IL-5 y al influjo de eosinófilos.

Algunos estudios han demostrado niveles elevados del mRNA para IL-4 en linfocítos T

estimulados141 al comparar los resultados de los pacientes contra los controles sanos, ios

investigadores del mencionado estudio encontraron una buena correlación entre los

niveles de mRNA para IL-4 con la prueba de provocación con adenosina y metacolina
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(PC20AMP). Se han estudiado los niveles del mRNA para IL-4 en linfocitos T

estimulados'1", en biopsias bronquiales142 y en células de lavados broncoalveolares90'101 y

comparado con diferentes grados de hiperreactividad. Los hallazgos varían de estudio a

estudio, en el primero los niveles de mRNA fueron mayores en los asmáticos

encontrándose relación con ia hiperreactividad de la vía aérea, en el segundo y tercero

los niveles de mRNA no fueron diferentes de forma significativa entre sanos y pacientes y

no se observó que existiera alguna diferencia con respecto a ia severidad de los síntomas

y a la hiperreactividad de la vía aérea. Con nuestros hallazgos no podemos confirmar o

negar esta relación, ya que requeriríamos realizar pruebas de provocación como la antes

mencionada para comparar las diferentes concentraciones de la interleucina con ios

grados de hiperreactividad.

Al correlacionar a la IL-4 con el VEF-i encontramos una correlación negativa que se

traduce de la relación que existe entre el VEFT y el grado de obstrucción de la vía aérea,

entre mayor es el grado de obstrucción menor es el VEFi.

Debido a que nuestros pacientes no mostraron niveles de citocinas en sangre mayores

que los controles sanos, no pudimos corroborar la hipótesis de que a pesar de que ia

síntesis de las citocinas se produce a nivel local, en el caso del asma a nivel de la mucosa

bronquial y probablemente en los órganos Ünfoides regionales, si se llegan a producir

grandes cantidades estas citocinas pueden ejercer una función endocrina.

En la actualidad es difícil referirnos a la IL-13 sin tomar en cuenta a la IL-12, inclusive se

ha llegado a referir a este eje IL-13/IL-12 como un Yin-Yang. La IL-13 presenta
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diferencias significativas entre los diferentes grados de severidad del asma. Existen

diversos estudios en donde se ha demostrado que la sobreproducción de IL-13 juega un

papel primordial como citocina efectora en la hiperplasia de las células goblets y en la

hiperreactividad101'108 e inflamación de la vía aérea, aunado probablemente a un defecto

en la producción de la IL-12. Podría ser esta relación con la hiperreactividad, la que nos

explicara su relación con la sintomatología.

Entre nuestros pacientes no encontramos correlación entre la IL-13 y la IL-12 pero sí entre

!a IL-13 y el IFN-y, esta correlación fue positiva, hallazgo similar a los de diferentes

estudios en donde la correlación entre estas dos citocinas también fue positiva95. Esta

correlación existente entre la IL-13 y el IFN-y, encontrada en nuestro estudio, apoya el

dato de que ¡a IL-13 es un mediador parcial en los cambios observados en los pulmones

de los pacientes asmáticos y sobretodo en los pacientes con mayor grado de severidad,

ya que es prácticamente imposible que tengamos una respuesta únicamente de tipo Th-2

o de Th-1. Hay trabajos en los que se ha demostrado que tanto la IL-13 como el IFN-y

inducen un tipo distinto de inflamación y que ambas citocinas pueden preparar a los

pulmones para una respuesta aumentada a un alérgeno.

En nuestro trabajo la IL-12 no mostró diferencias significativa entre pacientes y controles

sanos, ni entre los grados de severidad. Estos resultados concuerdan con los de otros

estudios en donde tampoco se encontraron diferencias entre sanos y pacientes y los

grados de severidad94'145. Estos investigadores solo demostraron diferencias

significativas ai estimular a los monocitos con LPS, encontrando que ¡a concentración de
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IL-12 se encontraba disminuida solo en los pacientes con asma severa. Tampoco la

hallamos correlacionada con los grados de obstrucción, igE o el VEF-i.

De forma similar a lo reportado por otros investigadores, no encontramos diferencias

significativas entre las concentraciones séricas de IFN-y de los controles sanos y los

pacientes84143'144. A pesar de que en estos trabajos se determinó la concentración de

mRNA para el IFN-y en el lavado bronquial, de pacientes asmáticos, no encontraron

diferencias al compararlos con sujetos sanos.

Tampoco encontramos que existiera alguna diferencia entre los diferentes grados de

severidad del asma y la concentración de esta citocina. Existen algunos estudios donde

si han encontrado correlación con hiperreactividad bronquial101, pero no pudimos

encontrar alguno que lo correlacionara con la severidad del padecimiento de forma

directa. Cuando correlacionamos al IFN-y con ¡as citocinas Th-2 encontramos que las

mismas se encontraban correlacionadas de forma importante solo que esta correlación

era positiva en vez de negativa como se esperaba en la mayoría de lo casos, de acuerdo

a otros estudios. Nosotros no encontramos correlación entre el IFN-y y la IgE total. En el

estudio realizado por Kimura y col.95 determinaron la correlación del IFN-y producido por

mononucleares de sangre periférica estimulados con el antígeno del acaro del polvo

casero y la producción del IgE específica al acaro, hallazgo que difiere al nuestro aunque

los estudios no sean comparables ya que el de Kimura se realizó in vitro.
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Encontramos en nuestro estudio que la concentración de la iL-10 se encuentra por debajo

de los niveles hallados en los controles sanos. Han existido diferentes reportes sobre su

producción en pacientes asmáticos en donde, puede existir elevada en los pacientes25'137"

asi como puede encontrarse disminuida , como ocurre en nuestro estudio. Al realizar

una comparación de las concentraciones de la IL-10 con los diferentes grados de

severidad en nuestro estudio, se puede observar que estas concentraciones se

mantienen constantes a medida que aumenta la severidad, a excepción del caso de asma

severa persistente en donde solo tenemos dos pacientes y ia concentración de IL-10

aumenta de forma importante. Las diferencias no son significativas, este hallazgo no

difiere al encontrado por Tomita y colaboradores94 quienes no encontraron diferencias

entre las concentraciones séricas de la IL-10 en sanos, asmáticos leves y asmáticos

severos, en suero. Nosotros no encontramos correlación entre la IL-10 y el FEV-i, al igual

que estos investigadores. Ni relación entre la IgE y ia IL-10.

Al estudiar la relación de las citocinas con la edad en nuestros pacientes pudimos

observar la tendencia que existe en el ser humano a tener mayores niveles de citocinas

Th-2 a medida que pasamos el promedio de edad y envejecemos y de disminuir nuestras

concentraciones de citocinas Th-1. Esto lo podemos observar en el hecho de que con la

edad, los seres humanos tendemos a desarrollar un mayor número de enfermedades

autoinmunes y a sufrir enfermedades, como las infecciosas, con un mayor grado de

severidad que cuando se es joven.

La gran mayoría de los estudios sobre la patogénesis del asma se realizan en células de

lavados broncoalveolares, en biopsias del epitelio bronquial o en células de sangre
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periférica y las citocinas se miden por medio de la determinación de mRNA o por la

determinación de las concentraciones intracelulares de las mismas. Estos estudios

muestran los resultados después de estimular dichas células con antígenos de múltiples

tipos. Son escasos los estudios en donde se determinaran las concentraciones de las

citocinas en el suero.
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CONCLUSIONES

1. No existen diferencias significativas entre las ciíocinas de los pacientes asmáticos

alérgicos a los ácaros (Dermatophagoides pteronyssinus y farinae) y los controles

sanos.

2. Hay diferencias significativas entre los diferentes grados de severidad de! asma

alérgica a los ácaros y la IL-13.

3. Solo la IL-4 muestra diferencias significativas con los diferentes grados de obstrucción

y una correlación negativa con el VEF-j.

4. Existe una correlación inversa entre las citocinas Th-2/Th-1 aunque esta correlación no

sea importante.

5. El VEFi se encuentra disminuido en ios pacientes al comparársele con los controles

sanos y no se encuentra influenciado por la edad, el sexo o e grado de severidad.

6. La inmunoglobulina E mostró diferencia significativa entre las concentraciones de los

pacientes asmáticos atópicos y los controles sanos no atópicos. Esta diferencia no

influyó en los grados de obstrucción, severidad o ei VEFi.

7. La edad puede influenciar las concentraciones de citocinas a medida envejecemos.
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La posible explicación de ia diferencia entre nuestros hallazgos y los descritos en la

literatura se puede deber a que nuestros pacientes se encontraban asintomáticos a la

hora de la toma de la muestra, al tamaños de la muestra ya que a pesar de que fueron

38 pacientes y 19 controles sanos al dividirlos por los grados de severidad o por el tipo

de obstrucción se dispersan mucho por grupos, a que la técnica utilizada no haya sido

la más adecuada, a la gran variabilidad que observamos entre los controles sanos, a

que la vida media de las citocinas sea muy pequeña o que la afinidad de los

receptores para las misma sea tan alta que el tiempo que las citocinas pasan en el

plasma sea muy pequeño.
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TABLA 1

CLASIFICACIÓN DE SEVERIDAD

Clasificación de la Severidad
Características Clínicas Antes deTratamiento

Síntomas Síntomas
Nocturnos

FEV, or PEF

La presencia de una característica de sevGridad es suficiente para clasificar al paciente
en esa categoría.
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Cuadro 1. Concentraciones Séricas (pg/ml) de las Citocinas en Pacientes y
Controles Sanos

IL-4

IL-10

IL-13

IL-12p70

IFN-y

TNF-a

SANOS

MEDIANA

3.83

36.85

623.88

120.5

21.4

<7.8

Q25

1.72

15.3

101.92

67.08

13.1

Q75

14.09

67.23

1595.82

206.56

29.77

PACIENTES

MEDIANA

2.76

14.93

822.50

129.34

19.00

<7.8

0.00

0.00

58.00

65.58

8.32

Q75

13.08

373.95

1550.67

198.89

28.42

P

= 0.512

= 0.925

= 0.847

= 0.640

= 0.848

Cuadro 2. Concentración Sérica (pg/ml) de las Citocinas, IgE y
según GINA

por Severidad

SEVERIDAD DEL ASMA
CLASIFICACIÓN GINA Y

SANOS

SANOS

ALI
(Asma Leve Intermitente)

ALP
(Asma Leve Persistente)

AMP
(Asma Moderada Persistente)

ASP
(Asma Severa Persistente)

PG/ML

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

IL-10

44.57

36.85

41.04

.00

171.18

41.85

276.00

10.70

307.45

371.31

IL-4

8.06

3.83

1.83

.51

6,63

6.64

14.53

2.22

3.43

3.12

IL-13

947.91

623.88

1533.22

1492.88

985.89

500.34

729.25

536.50

1570.78

1581.34

IL-
12P70

139.94

120.50

139.94

110.06

185.51

172.48

137.19

125.54

78.74

81.40

IFN-y

32.80

21.40

23.30

23.44

36.16

22.92

22.45

14.87

28,15

30.74

NIVEL
SÉRICO

IGE
(UI/ML)

35.17

33.50

783.00

783.00

299.25

259.00

767.03

496.40

682.67

114.00

VEF1
(%)

106.47

108.09

104 33

97.00

95.56

91.00

84.26

85.85

73.00

73.00
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Cuadro 3. Concentración Sérica (pg/ml) de las Citoctnas, IgE
Obstrucción de la Vía Aérea de Mediano Calibre

GRADO DE
OBSTRUCCIÓN

Normal

Leve

Moderada

Importante

Muy Importante

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

IL-10

44.39

30.51

39.56

27.24

166.48

19.69

420.49

90.89

201.36

1,89

IL-4

7.16

3.52

13.81

13.96

3.13

.47

19.70

11.46

17.95

3.37

IL-13

960.16

623.88

958.09

991.05

1043.34

763.00

1058.72

822.50

672.25

244.26

IL-12P70

106.07

90.44

161.37

153.66

130.49

118.07

189.73

170.39

138.33

114-85

y VEFT por Grado

IFN-y

34.26

20.41

28.53

27.38

19.15

16.22

50.18

22.92

13.49

8.50

NIVEL
SÉRICO

IGE
(UI/ML)

327.43

36.00

190.00

190.00

394.54

259.00

1461.00

1387.00

657.20

558.00

de

VEF1(%)

108.95

110.13

110.07

107 50

95.48

94.00

82.50

81.00

63 81

63.00

Cuadro 4. Concentración Sérica (pg/ml) de las Citocinas, IgE y VEFi por Grado de
Obstrucción de la Vía Aérea de Pequeño Calibre

GRADO DE
OBSTRUCCIÓN

Normal

Leve

Moderada

Importante

Muy Importante

Grave

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

Promedio

Mediana

IL-10

44.94

30.51

35.23

36.85

90.35

6.62

270.34

41.85

504.06

371.31

17.46

.00

IL-4

6.59

3.52

16.32

21.02

4.76

1.15

2.12

.73

18.11

9.88

28.85

15.69

IL-13

947.17

623.88

1610.17

1619.26

965.96

763.00

1118.07

1303.00

806.24

524.46

711.53

469.60

IL-12P70

115.57

107.41

135.07

90.40

137.05

149.48

147.81

145.37

149.78

114.85

173.37

192.27

IFN-Y

36.34

20.61

24.59

18.38

20.53

21.88

21.13

15.96

45.03

21.02

11.92

12.28

NIVEL
SÉRICO

IGE
(UI/ML)

33 00

31.00

46.00

46.00

601.78

281.00

896.35

366.70

1005.75

972.50

287.00

243.00

VEF1(%)

109.79

110.13

105.44

99.27

100.23

99 50

87.20

85.00

76.36

75.00

62.43

60 00
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Gráfico 1.
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Figura 1. Concentraciones Séricas de las Citocinas en Pacientes y Controles Sanos
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Figura 2. Concentraciones Séricas de las Citocinas en Pacientes y Controles Sanos
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Figura 3. Concentración de !as Citocinas por Sexo
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•'¡gura 4. Cilocinas vs Severidad del Asma Según GÍNA
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Figura 5. Citocinas vs Severidad del Asma Según Gina
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Figura 6. Concentración Sérica de las Citocinas por Categoría de Edad
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Figura 7. Concentración Sérica de las Citocinas por Categoría de Edad
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Figura 8. Correlaciones entre Citocinas TH-2 y TH-1
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Figura 9. Correlación entre las Citocinas TH-2 y TH-1
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Figura 10.
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Figura 11. Correlaciones entre las atocinas Th-2/TH-l
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Figura 12. Comparaciones del VEFi
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Figura 13. Correlación del VEF1, Sexo e IL-4
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Figura 14. Correlación entre la IL-4 y el VEF1
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Figura 15. Comparación del VEF1 y el Grado de Obstrucción de las Vías Aéreas
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Figura 16. Comparación del la IL-4 y el Grado de Obstrucción de las Vías Aéreas
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Figura 17. Comparaciones IgE con Controles Sanos, Paciente y Severidad del Asma (GINA)
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Figura 18. Comparación IgE, Edad y Obstrucción de las Vías Aéreas
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Figura 19. Comparación igE con Obstrucción de las Vías Aéreas
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Anexo 1
HOJA DE REGISTRO DE PACIENTES

Fecha:

Nombre:

Afiliación:

Ocupación:

Edad:

Reliaión:

Dirección:

Teléfono:

Escolaridad:

Dx. de referencia:

Tx. recibidos:
1.
2.
3.
4.
5.

Delegación:

Sexo: Femenino Q Masculino •

Clínica de Procedencia:

Estado Civil:

Pruebas cutáneas positivas:

1-
2-
3-
4-
5-
6-
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Anexo 2
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lugar y Fecha:
Por medio de la presente, yo _ ^ _ _ _
acepto participar en el proyecto de investigación titulado: "Evaluación del Perfil
Inmunolóqico Humoral de Pacientes Asmáticos Alérgicos a Acaros
(Dermatophaqoides pteronyssinus y D. farinae) y su Relación con los Diferentes
Grados de Severidad Según GINA (Global Initiative for Asthma) y Pruebas de
Función Respiratoria"
Registrado ante el comité local de Investigación con el número 066/2001.
El objetivo de este estudio es el investigar el efecto la inmunoterapia en pacientes con
asma alérgica a ácaros.
Se me a explicado que mi participación consistirá en:

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos e
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participación en el estudio.
El investigador principal se ha comprometido a darme información oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, así como responder a cualquier pregunta y aclarar cualquier duda acerca de
los procedimientos que se llevarán a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigación o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho a retirarme en el momento que yo decida sin que ello
afecte la atención médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificará en las
presentaciones o. publicaciones que se deriven de este estudio y que los datos
relacionados con mi privacidad serán manejados en forma confidencial, también se ha
comprometido a proporcionarme información actualizada que se obtenga durante el
estudio, aunque pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a la permanencia en el
mismo.

Nombre y Firma del paciente Nombre y Firma del Testigo

Nombre, Firma y Matrícula del
Investigador Principal
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ANEXO 3
REFERENCIA RÁPIDA DEL PROCEDIMIENTO - OptEIA Set: Human IL-4, IL-
12p70eIFN-yeTNF-a

Dilución del anticuerpo de captura
• Diluir el Ac. de Captura de la siguiente forma:

^ IL-4 Diluir 48 jil. del Ac. de Captura en 11.95 mi. del Coating Buffer (buffer de
unión, carbonatas pH 9.5)/por placa.

s IL-12p70 Diluir 48 jil. de! Ac. de Captura en 11.95 mi. del Coating Buffer
(buffer de unión, carbonates pH 9.5)/por placa.

^ IFN-y Diluir 48 ni. del Ac. de Captura en 11.95 mi. del Coating Buffer (buffer
de unión, carbonates pH 9.5)/por placa.

• TNF-a Diluir 24 ni. del Ac. de Captura en 11.98 mi. del Coating Buffer (buffer
de unión, carbonates pH 9.5)/por placa

• Agregar 100 \x\. del Ac. de Captura diluido a cada pozo.
• Cubrir la placa e incubar a 4 °C toda la noche.
• Aspirar y lavar 3 veces. (PBS/TWEEN 0.05%)
Bloqueo de la placa:
• Agregar 200 \i\. de Assay Diluent (PBS pH 7.0 + 10%SFB inactivado por calor)a

cada pozo.
• Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.
• Aspirar y lavar 3 veces.
Dilución del Estándar o de la Muestra
• Realizar diluciones senadas de la siguiente forma:

s Al ler tubo agregar
^ IL-4: 20 \i\. + 3.98 m!. del Assay Diluent.
• ÍL-12p70: 20 ja!. + 5.86 mi. Del Assay Diluent.
<• IFN-y: 20 jal. + 3.98 mi. del Assay Diluent.
•0- TNF-a: 10 [il. + 2.57 mi. del Assay Diluent.

s Al 2do tubo: agregar 300 jJ. del primer tubo + 300 y\. de Assay Diluent.
s Al 3er tubo: agregar 300 jal. de! segundo tubo + 300 jxl. de Assay Diluent.
s Al 4to tubo: agregar 300 jal. del tercer tubo + 300 y\. de Assay Diluent.
s A! 5to tubo: agregar 300 \A. del cuarto tubo + 300 \xl de Assay Diluent.
s Al 6to tubo: agregar 300 jal. del quinto tubo + 300 ¡al. de Assay Diluent.
s Al 7mo tubo: agregar 300 \i\. del sexto tubo + 300 jil. de Assay Diluent.

• Agregar 100 \ú. de la muestra o el estándar (de cada tubo/dilución) a cada pO2o.
• Cubra la placa e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
• Aspirar y lavar 5 veces.
Dilución de! Ac. de Detección (Working Detector)
• Diluir el Ac. de Detección:

s IL-4: 48 ii\. del Ac. de Detección en 11.90 mi. de Assay Diluent
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s ÍL-12p70: 48 fj.1. de! Ac. de Detección en 11.90 mi. de Assay Diluent
s IFN-y: 48 y\. del Ac. de Detección en 11.90 mi. de Assay Diluent
•s TIMF-a: 24 jil. del Ac. de Detección en 11.93 mi. de Assay Diiuent

• A 11.95 mi. de la dilución del Ac. de Detección agregar 48 \A del Reactivo
Enzimático

• Agregar 100 ^1. del Working Detector (Ac. de Detección + Av.HRP) a cada pozo.
• Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.
• Aspirar y lavar 7 veces (cada lavado debe durar de 30 seg. a 1 min.)
Solución de Sustrato
• Disolver una tableta de TMB de 1 mg (SIGMA T5525) en 1 ml_ de DMSO (SIGMA D-

5879), mantener a temperatura ambiente antes de utilizarla
. Agregar 9 ml_ de Buffer Fosfato-Citrato pH 5.0 (25.7 ml_ de Na2HPO4 0.2M + 24.3

ml_ de Ac. Cítrico 0.1M + 50 ml_ de Agua desionizada, ajustar a pH 5.0 si es
necesario) Mantener a temperatura ambiente antes de utilizarla

• Inmediatamente previo al uso agregar 2JJJ de Peróxido de Hidrógeno ( SIGMA H-
1009)

• Agregar 100 pJ. de la Sol. de Sustrato a cada pozo.
• Incubar por 30 min. en la oscuridad a temperatura ambiente. No cubrir.
• La reacción tomará una coloración azul.
Agregar 50 jJ. de la So!, de Paro (H2SO4 2N) a cada pozo, con lo que la coloración será
amarilla.
Leer a 450 nm. en Lector de ELISA en los siguientes 30 min.
Sustraer a 570 nm.



ANEXO 4
DETERMINACIÓN DE IL-13 CON EL PROTOCOLO DE LA U.I.M EN INMUNOQUÍMICA

ANTICUERPO DE CAPTURA
1. Diluir el Ac.̂ de captura (anticitocina-purificada a 1-4 ng/mL) en solución de unión

• SOLUCIÓN DE UNIÓN {preparar lo que se va a utilizar en una semana, aiicuotar por
placa y dejar a 4 °C)
/ Diluir 14.2g de fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) en 800 ml_ de agua bidestilada
s Ajustar a pH 9.0 con NaH2HPC>4 (fosfato de sodio monobásico) 0.1 M

(Pesar 1.2 g NaH2HPO4 de y aforar a 100 mL de agua bidestüada)
v Aforar a un litro

• DILUCIÓN DEL Ac. DE CAPTURA:
INICIAL (KU) DILUCIÓN A UTILIZAR CANTIDAD DEL Ac. POR 1 mL DE

SOL DE UNIÓN
IL-13 0.5 mg/mL (jig/fiL) 2 jig/mL Tomar 4 ^L. de la inicial + 996 jaL
S.U.

2. Agregar 50 fiL dei Ab diluido a los pozos de una placa de ELISA
3. Cubrir la placa con Kleen pack (evitar evaporación).
4. Incubara 37 °C por una hora
5. Incubar toda la noche a 4°C.
6. Lavar 4 veces con Agua Tween 0.05%, (eliminar la solución del Ab de Captura)

BLOQUEO
1. Bloquear la unión no específica agregando:

• Por cada 100 mL de PBS (anexo 1)
• lg de leche se mi descremada
• 100 ^L Tween 20

2. Agregar 200 pL a cada pozo de la placa
3. Cubrir la placa
4. Incubar a 37°C por 2 horas
5. Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05%

ESTÁNDARES Y MUESTRAS

Concentración del
estándar

300 pg/ml
75 pg/ml

18.7 pg/ml
4.7 pg/ml
0 pg/ml

IL-13

100 ni del estándar de 3000 pg/ml
100 ni del estándar de 300 pg/ml
100 ^1 del estándar de 75 pg/mi

100 ¡al de! estándar de 18.7 pg/ml

Diluyente 1

900 jal
300 [al
300 [al

300^1
300 (al

1. Colocar 100 fJ por pozo de los estándares y de las muestras.
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2. En los pozos donde debe ir la concentración de 0 pg/ml no se le agrega nada
3. Cubrir la placa
4. Incubar a 37 °C por 1 hora
5. Y dejar toda la noche a 4°C
6. Lavar 4 veces con AguafTween 0.05% (por cada 1L de Agua agregar 500 ^L de Tween)

ANTICUERPO DE DETECCIÓN
1. Preparar REGULADOR DE BLOQUEO /TWEEN (PBS-BSA 1%-TWEEN)

s 1 mL de PBS
s 10 nL de albúmina
s 1 \xL Tween 20

2. Diluir el Ab de detección (anticitocina biotinilada 0.5-2jig/mL) en ¡a Solución Reguladora de
Bloqueo/Tween

s 4 \ú. (2.0 ^g/mL) del anticuerpo de detección por cada mL del Regulador de
Bloqueo/Tween

3. Agregar 100 ^L del Ab diluido en cada pozo
4. Cubrir la placa
5. Incubar la placa por 1 hora a temperatura ambiente
6. Lavar 6 veces con Agua/Tween 0.05%

ESTREPTAVIDINA-FOSFATASA ALCALINA (SA-AP)
(Cat. 19542-018 Gibco BRL)
1. Diluir la SA-AP 1:2000 en PBS-BSA 1%-TWEEN

• Por cada lmL de REGULADOR DE BLOQUEO TWEEN + 0.5 nL de Estreptavidina-
Fosfatasa alcalina

2. Colocar 100 \± por pozo de ía dilución anterior
3. Incubar 30' a temperatura ambiente
4. Lavar 6 veces con Agua/Tween

SUSTRATO
1. Para volumen final de 20 mL (preparar lo que se va a utilizar en una semana y mantenerla a

4 °C):
s 2.0 g de Dietanolamina
• 100^LdeMgCI2
s 14mL de Agua destilada
s Ajustar a pH 9.8 con HCI 1M y aforar a volumen final de 20 mL
v Mantener a 4°C . PREPARAR AL MOMENTO

SOLUCIÓN REVELADORA p-NITROFENIL FOSFATO (p NPP)
1. Pesar 80 mg de pNPP y disolver en los 20 mL del substrato (4mg/mL). PROTEGIDO DE LA

LUZ
2. Agregar 100 \A por pozo
3. Incubar a temperatura ambiente por 30' (EN OBSCURIDAD)
4. Leer a 405 nm en lector de ELISA.
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ANEXO 5
DETERMINACIÓN DE IL-10 CON EL PROTOCOLO DE LA U.I.M EN INMUNOQUÍMICA

ANTICUERPO DE CAPTURA
1. Diluir ei Ac. de captura (anticitocina-purificada a 1-4 jag/mL) en solución de unión

• SOLUCIÓN DE UNIÓN {preparar lo que se va a utilizar en una semana, alicuotar por
placa y dejar a 4 °C)
y Diluir 14.2g de fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) en 800 mL de agua bidestilada
•/ Ajustar a pH 9.0 con NaH2HPO4 (fosfato de sodio monobásico) 0.1 M

(Pesar 1.2 g NaH2HPO4 de y aforar a 100 mL de agua bidestilada)
•s Aforar a un litro

DILUCIÓN DEL Ac. DE CAPTURA:
INICIAL (KIT) DILUCIÓN A UTILIZAR CANTIDAD DEL Ac. POR 1 mL DE

SOL. DE UNIÓN
IL-10 0.5 mg/mL (ng/jiL) 2 (ig/mL Tomar 4 ¡iL. de la inicial + 996 yL
S.U.

2. Agregar 50 \xl del Ab diluido a los pozos de una placa de ELISA
3. Cubrir la placa con Kleen pack (evitar evaporación).
4. Incubara 37 °C por una hora
5. Incubar toda la noche a 4°C.
6. Lavar 4 veces con Agua Tween 0.05%, (eliminar la solución del Ab de Captura)

BLOQUEO
1. Bloquear la unión no específica agregando:

• Porcada 100 mL de PBS (anexo 1)
• lg de leche sem i descrema da
. 100 /iL Tween 20

2. Agregar 200 i±L a cada pozo de la placa
3. Cubrir la placa
4. Incubar a 37°C por 2 horas
5. Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05%

ESTÁNDARES Y MUESTRAS
1. Realizar diluciones senadas de la siguiente forma:

• Al ler tubo agregar: agregar 12 ¡ú. + 988 ni. de REGULADOR DE BLOQUEO
(2000 pg/ml).

-/ Al. 2do tubo: agregar 500 jJ. del primer tubo + 500 ul. de REGULADOR DE
BLOQUEO (1000 pg/ml).

/ Al 3er tubo: agregar 500 ¡il. del segundo tubo + 500 yi\. de REGULADOR DE
BLOQUEO (500 pg/ml).
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s Al 4to tubo: agregar 500 ni. del tercer tubo + 500 \ú. de REGULADOR DE
BLOQUEO (250 pg/ml).

• Al 5to tubo: agregar 500 ni. de! cuarto tubo + 500 y\. de REGULADOR DE
BLOQUEO (125 pg/ml).

s Al 6to tubo: agregar 500 ni. de! quinto tubo + 500 ni. de REGULADOR DE
BLOQUEO (62.5 pg/ml).

•/ Al 7mo tubo: agregar 500 y\. del sexto tubo + 500 n'- de REGULADOR DE
BLOQUEO (31.25 pg/ml).

/ Al 8vo tubo: agregar 500 \il del séptimo tubo + 500 ¡J- de REGULADOR DE
BLOQUEO (15.62 pg/ml).

2. Colocar 100 JJ.1 por pozo de los estándares y de las muestras.
3. En los pozos donde debe ir la concentración de 0 pg/ml no se le agrega nada
4. Cubrir la placa
5. Incubar a 37 °C por 1 hora
6. Y dejar toda la noche a 4°C
7. Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05% (por cada 1L de Agua agregar 500 j¿L de Tween)

ANTICUERPO DE DETECCIÓN
1. Preparar REGULADOR DE BLOQUEO /TWEEN (PBS-BSA 1%-TWEEN)

/ 1 mL de PBS
s 10 nL de albúmina
s 1 \x\- Tween 20

2. Diluir el Ab de detección (anticitocina biotinilada 0.5-2ng/mL) en la Solución Reguladora de
Bloqueo/Tween

/ 2 |iL (2.0 ng/mL) del anticuerpo de detección por cada mL del Regulador de
Bloqueo/Tween

3. Agregar 100 nL del Ab diluido en cada pozo
4. Cubrir la placa
5. Incubar la placa por 1 hora a temperatura ambiente
6. Lavar 6 veces con Agua/Tween 0.05%

ESTREPTAVIDINA-FOSFATASA ALCALINA (SA-AP)
(Cat. 19542-018 Gibco BRL)
1. Diluir la SA-AP 1:2000 en PBS-BSA 1%-TWEEN

V Por cada lmL de REGULADOR DE BLOQUEO TWEEN + 0.5 nL de Estreptavidina-
Fosfatasa alcalina

2. Colocar 100 ni- por pozo de la dilución anterior
3. Incubar 30' a temperatura ambiente
4. Lavar 6 veces con Agua/Tween

SUSTRATO
1. Para volumen final de 20 mL (preparar lo que se va a utilizar en una semana y mantenerla a

4 °C):
•/ 2.0 g de Dietanolamina
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v lOOfaL de MgCI2
s 14mL de Agua destilada
s Ajustar a pH 9.8 con HCI 1M y aforar a volumen final de 20 mL
• Mantener a 4°C . PREPARAR AL MOMENTO

SOLUCIÓN REVELADORA p-NITROFENIL FOSFATO (p NPP)
1. Pesar 80 mg de pNPP y disolver en los 20 mL del substrato (4mg/rnL). PROTEGIDO DE LA

LUZ
2. Agregar 100 JLLI por pozo

3. Incubar a temperatura ambiente por 30' (EN OBSCURIDAD)
4. Leerá 405 nm en lector de ELISA.

SOLUCIÓN PBS
1.

2.
3.
4.

Pesar
/ NaCI
/ Na2HPO4

S KH2PO4

• KCI
Disolver en 800
Ajustar pH 7.0
Aforar a un litro

8.
1.
0.
0

mL

Og
16g
20g
•20g
de agua destilada
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