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RESUMEN

En la actudlidad y como consecuencia del agitado ritmo de vida, que
en ocasiones se presenta en las grandes ciudades, numerosas enfermedades
o desordenes relacionadoes con la piel se presentan e incrementan dia con
dia.

Esio es el resulfado de un cuidado nulo de fa piel y al desconocimiento
de las funciones importantes que desempena en el organismo.

Sumando a la obvio propiedad de recubrir e éuerpo humano, la piel
fiene una gron  varedad de  funciones incluyendo  proteccion,
termorregulacion, impermeabilizacidn, comservaciéon de fluidos, como barmrera
frente o microorganismos y en la deteccidn de estimulos sensoriales.

Es osi, que los rastomos que se manifiestan en la piel, pueden ser de
suma importancia para el individuo v si no son bien alendidos o fratados
adecuadamente, pueden llegar a poner en peligro la vida de la persona, por
dejario suscepflible a diversos contaminantes, ademds de que el paciente se
ve afectado también en su dmbito psicologico v social.

Las enfermedades inmuno-alérgicas son un conjunto muy imporiante de
trastornos que por definicion son sisterndticos, de evolucién crénica v que se
presentan desde edades muy tempranas. La Demmatilis Atdpica (DA) es una
de las més representativas junto con el asma v rinifis alérgica. Y es un gjemplo
cldsico de lo sefialado anteriormente.

La importancia de la DA puede ser evaluada desde muchos punios de
vista, uno de ellos seria el epidemioldgico, ya que se observa un incremento
en su prevalencia en el dmbitc mundial y nocional o que presenta de maonera
global una asignacion del gasto en salud de un pols.

Ofro aspecio, es el clinico, que no va separado con el punfo anterior,
ya que al ser mal diagnosticado incremenia los complicaciones v por ende la

desviacién de recursos para la atencidn de un sujeto o poblacidn.

VI



La DA ha sido objeto de innumerabiles intentos de tratamiento, no solo
por sus manifestaciones dermatoldgicas, sino también por sus repercusiones
desde el punto de vista bioldgico en el sistema inmune, fegumeniario v
respiratorio entre ofros.

Resaltando las alteraciones producidas en el sistema inmunolégico en
pacientes con DA y en busca de nuevos tratamientos para este grupo de
enfermos, se han empleado los Exfractos Didlizables Leucocitarios {DLE) de
forma eficaz para tratar este padecimiento, sin embargo los mecanismos
efectores se desconocen. Por lo anterior, la finalidad del presente trabgjo, fue
evaluar la respuesta terapéutica e inmunoldgica en pacientes con DA
tratados con Factor de Transferencia {TRANSFERON], compardndolos con

pacientes tratados con tratamiento convencional (HIDROXICINA).
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1. INTRODUCCION

1.1 i Plel
1.1.1 Aspectos Generales:
La piel es el drgano més extenso del cuerpo humano. Entre las diversos

funciones que desempena se encuentra la de proteger a los drgancs y tejidos
del cuempo de los efectos adversos del medio ambiente iy estd expuesta
también a los agresiones que viene del inferior del mismo.

En términos inmunoldgicos es en la piel donde se llevan o cabo ios
pimeros contactos con antigenos externos, por ser ki primera  barera
mecanica con la que cuenta el hombre para su proteccion.

La piel se deriva del ectodermo y mesodermo, el primero da origen ala
epidermis, foliculos pilosos, gidndulas sebdceas ¥ sudoriparas,  ufias,
melanociios y células de Langerhans, &l mesodermo origing tejido conjuntivo,

musculo piloerector, vasos y células de dermis [Arenas 1995),

1.1.2 Datos Histoldgicos:

En la piel se pueden distinguir tres estratos o capas constitutivas, estas
son la epidemis, dermis e hipodermis, cada una diferente a la ofra en
constitucion y funciones.

La epidermis estd formada {del interior hacia la superficie] por varias
capas. La primera es ia basal o germinativa, constituida por una sola hilera de
células cllindrcas basdfilas: los queratinocitos, cada cinco a diez de éstos se
intercalan células dendriticas, melanocitos y células de Langerhans [Anthony
1990, Arenas 1995).

La segunda capa es el estrato espinoso o de Malpighi, formado por
varnias capas de célula poliedricas unidas entre st por puentes intercelulares o
desmosomas. La sigulente es el estrato granuloso, constituido por células con
granulaciones hematoxilinicas.



La OHima es el esfrato cérneo, muy grueso en las plantas y palmas,
formado por células muertas aplanadas sin nGcleo (Arenas 1995).

La demmis esta constituida por tejido conjuntivo, vasos, nervios y anexos
cut@neos. Hay tres clases de fibras: coldgenas, reticulares y elésticas. Se divide
en superficial o papilar, media o reticular y profunda.

La hipodemnis o tejido celular subcuténeo estd formado por adipositos y
tabique de tejido conjuntivo [Anthony 1990, Arenas 1995).
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1.2 Dermatitis Atopica

1.2.1 Definicién:
Fs una enfermedad inflamatoria cronica vy recidivante, manifestada

por lesiones cutdneas con morfologia y distibucion tipicas, de etiologia
multifactorial.

Se caracteriza por piel seca, prurito intenso, eccema y xerosis e
historial personal o familiar de atopia {Asociacién Mexicana de Pediatria
2001, Beirana 1999, Cozarin B 2001, Estrada P. 2002, Navarro C 1996}.

1.2.2 Epldemiologia:

La prevalencia de la dermatitis atépica (DA} ha tenido un
incremento importante en los Ultimos afos. En la poblacidn mundial
pedidtrica se reporta una prevalencia de 5 a 20% en sujetos de 6 a 14 ahos
de edad. En México, no se cuenta con datos epidemioldgicos de corte
nacional. Sin embargo, en estudios locales realizados en el sur de ia Ciudad
de México y Cuemavaca se reporta una prevalencia del 16% en nifos.

La DA representa el 20% de las consultas del dermatdlogo pediatray
el 1% del pediaira general. En el 60% de los casos, ia DA inicia antes del
ano de edad, principalmente en los 2 o 3 primeros meses de vida, y es asi
que el 90% ya se presenta antes de los 5 afos de edad {Asociacién
Mexicana de Pediatria 2001).

La DA afecta de manera similar a ambos sexos y a todas las razas,
pero es mas frecuente en la raza negra.

La DA se asocia en mds del 50% de lo casos a ofras enfermedades
alérgicas como la rinitis alérgica o el asma. {Asociacién Mexicana de
Pediatria 2001).



1.2.3 Etiologia:

La efiologia de la DA es multifactorial y existen muitiples teorias que
tratan de explicar las causas. Entre las mas importantes estan la genética,
la inmunoalérgica, yla metabdlica, entre otras.

La DA puede exacerbarse por infecciones, alteraciones

emocionales, exposicion a alergenos y factores fisicoquimicos que imtan la

piel. Ver la siguiente tabla:

Factores desencadenantes en Dermaiitis Atépica

Irritantes de coniacto

{imitacién mecdanica, jabones, solventes, conservadores, detergentes, lana)

Clima

(especialmente de inviemo y regiones con humedad baja)

Sudoracién

Aeroalergenos

{Gcaros del polvo casero, hongos, pdlenes, epitelios de animales)

Infecciones

(Staphylococcus aureus, Pityrosporum ovale, Candida y Tricophyton)

Allmentos

{huevo, leche, soya, nueces, pescado, camarén y trigo)

Estrés y factores psicolégicos

1.2.4 Fisiopatologia de la DA

Considerando los factores genéticos, se ha observado antecedentes
de atopia personal y/o familiar en el 50% a 70% de los casos. Hasta el
momento no se conocen los genes que codifican su aparicién, sin
embargo, el fenotipo de los pacientes atépicos se asocia con lo cambios
en lo cromosomas 1113 y 5g31-33 (Beirana 1999). El primero codifica para
un tipo de receptor de IgE ubicado en células dendriticas que tienen
mayor dfinidad por este anticuerpo. El segundo codifica la sintesis de
intedeucinas IL-4 IL-5, IL.- 13 y factor estimulante del crecimiento de
granulocitos macréfagos, GMCSF (Beirana 1999, Tofte § 2001).



1.2.5 Manifestaciones clinicas de la Dermatitis Atépica

El diagndstico de la DA es bdsicamente de card@cter clinico, sin
embargo, las lesiones cutdneas varian ampliamente por lo que se han
establecido criterios para su diagnéstico que se dividen en Mayores y

Menores.

1.Pruito

Topografia y morfologia tipicas

2.
3. Demmatitis crénica y recumrente
4

. Historial personal o familiar de atopia

. Xerosis

—_—

. Pruebas cutaneas positivas

.IgE sérica elevada

. Inicio en edad temprana

. Tendencia a infecciones cutaneas

. Dermatitis de la mano y de lo pies

. Eccema del pezdn

. Conjuntivitis

N[ 0 N| O] G| A WM

. Pliegue de Dennie Morgan

o

. Queratocono

—_—
p—

. Catarata subcapular anterior

12. Oscurecimiento orbital

13. Eritema o palidez facial

14. Pitiriasis alba

15. Pliegues anteriores del cuello

16. Prurito en la sudoraciéon

17. Intolerancia a la lana, detergentes

18. Queratosis Pilar

19. Alergia a los alimentos

20. Curso influenciado por factores ambientales




Diversos autores han considerado que 3 o mdés criterios mayores y 3 o
mas criterios menores son necesaros para el diagndstico. Sin embargo la
presencia de lo crterios mayores establece por si misma el diagnéstico

clinico de la DA.

La DA se caracteriza por una evolucion crénica gue cursa con
exacerbaciones y remisiones. De acuerdo a la morfologia de las lesiones

se consideran 3 fases {Asociacion Mexicana de Pediatria 2001):

a) Aguda: Es la presencia de eccema que se caracteriza por eritema,
vesiculas, costras melicéricas y exudado seroso.

b} Subaguda: Se caracterza por placas  ertemato-papulosas con
descamacion.

¢} Crénica: Cursa con liguenificacién y costras hematicas.

1.2.6 Mecanismos celulares e Inmunoldgicos de la DA

La patogenia de esta enfermedad y los mecanismos inmunoidgicos que
la reguian ain no han sido completamente esclarecidos. Aunque diversos
estudios han demostrado que en dicho padecimiento, los pacientes cursan
con un perfil de citocinas fipo Th2, el cual se caracteriza por el incremento en
la produccion de IL-4  y disminucidn en la produccién de INF gamma, por
consiguiente los pacientes presenian un nivel elevado de IgE sérico y
eosinofilia {Grewe M. 1998, Leung D. 2001).

Los componentes inmunologicos son mulfiples y complejos. Liama la
atencidn el desequilibrio entre los linfocitos T cooperadores {Th}, observéndose
un predominio en la secrecion de citocinas Th2 sobre Thl {Femry B, 1997).

Por ofro lado, la eosinofiia es un marcador de la inflamacién en las
enfermedades atdpicas. Se observa principalmente en la fase tardia de la
respuestia dlérgica cuando los pacientes se exponen en forma repetida a

alérgeno. Liberan multiples enzimas que producen danio tisular. {Rojas E. 2001).



El aumento en la degranulacion de basdfiios v mostocitos se estimula
por factores inmunolégicos (IgE} v no  inmunoldgicos  (opidceos
antinflamatorios no estercidecs), al igudl que la exposicion a diferentes
dlergenos ambientales {Gcaros de polvo casero, pdlenes, mohos y alimentos)
estimula o produccién de grande canlidades de IgE especifica, la cual se
adhiere a masiocitos v bosdfilos que ol recccionar con  dalergenos
desencadenan su degranulacion dando inicio ol proceso  inflamatorio
alérgico.

- Los pacientes con DA fienen una marcada tendencia pora desarroliar
infecciones bacteranas virgles y micdticas en la piel {Leung D. 2001, Rojas E.
2001).

Estudios recientes, en donde se han evaluado los alteraciones que
presentan los pacientes que cursan con DA en sus poblaciones leucocitarias,
se han encontrado diferencias significativas en las poblaciones celulares de
infocifos B CD19+, infocitos T CD4+, eosindfilos y basdfilos; los cudles reportan
cifras elevadas ol ser comparadas con un grupo testigo o control sano
{Rodriguez F 2000, 2002).

Con respecto a la inmunoglobuling IgE, se ha observado que [os niveles
dle IgE totdl se mantienen constantemente elevados en la etapd severa de ia
enfermedad; asi como también en los estadios de remision {Leung D. 2001]

1.2.7 Variantes clinicos de o DA
La DA de acuerdo a su localizacidn puede manifestarse de diferentes
formas:

+ Locdlizada: pérpado, peribucal, escroto, pezon.

« Diseminada: Invertida, folosensible.



De acuerdo o su morfologia se puede manifestar en formas especiales,
como liquen simple cronico [(dermdatitis atdpica localizadal, eccema numular
{dermatitis  microbignal, dermatitis plantar seca o juveni (Asociacion
Mexicana de Pediatria 2001).

1.2.8 Asociacién con ofros padecimientos

Es imporiante mencionar que la DA puede estar asociada con
inmunodeficiencias {agamaglobulinemia ligada al sexo, sindrome de Wiskott
Aldrich} enfermedades metabdlicos (fenilcetonuria, enteropatia por gluten)

entre ofras.

La DA es una enfermedad benigng cungue por su evolucion suele
alterar la calidad de vida del paciente vy sus familiares. Tiende a desaparecer
en el 50% de los casos hacia el quinto afio de vida v hosia en el 90% en o
adolescencia. Sin embargo, en aguelics pacientes en los gque la superficie
afectado es mayor al 20% vy en los que la respuesta al fratamiento es pobre,
debe considerarse como una forma grove que amerfa idenfificacién y
ratamiento especializado {Asociacién Mexicang de Pedialria 2001, Beirana
1999},

Debe considerarse que en el 50% de los pacientes con DA pueden
desarrolior en algin momenio de su evolucion otra manifestacion de atopia

como rinitis, conjuntivitis y asma clérgicos {Beirana 1999).

1.2.9 Diagnéstico diferencial

En vista de que en la DA se presenta la mayoria de los fesiones
dermatoldgicas  (xerosis, papulas, placos eccematosas  liguenificados,
escoriaciones, costras), el diagnéstico diferencial de la DA es extenso vy se
resume en ka siguiente tabla:



o Demmatitis Seborreica

o Demmatitis por contacto
e Psoriasis

e FEscabiosis

o Demmatofitosis

o Demmatitis asociada a infeccién por HIV

e |Ictiosis
e Sindrome de Netherton

e Linforna cutaneo de células T

e Histitosis X

¢ Inmunodeficiencia de IgA

¢ Sindrome de Wiskot-Aldrich

o Digeorge, Inmunodeficiencia severa combinada
e Agamaglobulinemia

¢ Sindrome de Hiper IgE (Job's)

¢ Afaxia telangiectasia

pesoRomESHEWRGcos |

o Deficiencia de Zinc (dermatitis enteropdatica)

¢ Deficiencia de piridoxina (B4 y niacina) de carboxilasa y fenilcetonuria




1.2.10 Tratamiento de la DA
Al ser la DA un padecimiento multifactorial, antes de establecer un
tratamiento adecuado; ya sea este de origen tépico o sistémico, es

recomendable tomar en cuenta las siguientes consideraciones.

EL PADECIMIENTO

HIDRATACION
LUBRICACION
EVITAR ALERGENOS DESENCADENANTES

1.2.11 Medidas Generales

Por el caracter multifactorial de la DA, el tratamiento es motivo de
grandes controversios, ya que en la actudlidad no se tiene un tratamiento
especifico para tal padecimiento, en general, la terapéutica varia segun la
edad y el grado de afeccion.

La finalidad del tratamiento es controlar la aparicién de brotes y actuar
sobre factores etioldégicos desencadenantes. Aunque el principio bdasico de
cualquier fratamiento es prevenir el prurito, la sequedad y la inflamacion.

Por ello se dice que el manejo de la DA hasta el dia de hoy es
sintorndtico, ya que ningun tratamiento conocido es curativo y las decisiones
terapéuticas dependen, en un momento dado, de los hallazgos cutaneos.

1.2.12 Tratamiento Tépico

El principal objetivo de la terapia tépica es la proteccion de la piel del
rascado y de los factores ambientales asi como evitar o suprimir las lesiones
inflamatorias y las infecciones secundarias si es que existen.

Forman parte el tratamiento tépico:
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Emolientes

Agentes Queratoliticos

Astringentes y Antisépticos

Corticoides Topicos

Antibidticos Tépicos

1.2.13 Tratamiento Sistémico

Algunas dltemativas de tratamiento sistémico de

mencionados en la siguiente tabla:

la DA

Antihistaminicos

Cromoglicato de sodio

Ciclosporina A

PUVA (Psoraleno+UVA]

Levamisol

Talidomida

Antibibticos sistémicos

Timopentina

Antivirales

1.2.14 Tratamientos aiternativos
Aunque la mayoria de los pacientes

responden a

son

la terapia

convencional, nuevas modalidades de tratamiento se han desamollado,

basadas en el conocimiento del proceso inflamatofio dirigidas principalmente

al paciente de dificil control. Algunos de estos nuevos tratamientos son

mencionados a continuacion:
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Inmunoterapia

Ascomicina

Tacrolimus

Anticuerpos Monoclonales

Modificadores de Leucotrienos

Acido micofendlico y Mofetil Micofenolato

Interferon Gamma

Inhibidores de Fosfodiesterasa

1.3 Exiractos Dializables Leucoclarios (DLEs) y Factor de Transferencia (FT)

1.3.1 Resefia Histérica

En los afios cuarenta, estudios redlizados por Landsteiner y Chase
describieron por primera vez la transferencia de la respuesta inmune celular
{RIC), de un donador inmune a uno no inmune, utilizando para ello células de
exudado peritoneal de cobayos sensibilizados a tuberculing, para lo cual, las
células de los animales sensibiizados eran transferidas a los receptores no
sensibilizados, adquiriendo estos Ultimos la capacidad de expresar la RIC de
los donadores {Landsteiner and Chase 1940).

A finales de los arnos cincuenta Lawrence demostrd que la fransferencia
celular también era posible en humanos. Inicialmente utilizé linfocitos viables
intactos de un individuo nomal con una intrademoreaccién (i.d) positiva a la
tuberculina y las inyecto a un individuo con una i.d negativa a la tuberculinag,
ocasionando que este segundo individuo, presentara una respuesta
intfradémica positiva. Aunque este descubrimiento no causé gran impacto en
la comunidad cientifica de esa época; ya que en esos tiempos, los linfocitos
eran estudiados desde un punto de vista hematolégico, mé&s que

inmunolégico [Lawrence 1949, Cabezas Q 1996).
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En 1955 Lawrence v col. demostraron que la hipersensibilidad cutdnea
tardia o DTH, podia ser fransferida utilizando exiractos solubles de leucocitos
provenientes de 20 mi de sangre total. Al componente activo de eslos
exiractos celulares le nombraron “factor de hransferencia” {F1). Para la
redlizacion de estos experimentos Lawrence ulilizé donadores positivos para
los L.d de antigenos fales como: coccidioding, foxdide diftérico, proteing M de
del esfreptococos y PPD. En todos los casos jos receptores eran individuos con
i.d negativa, para estos antigenos; 24 horas después de haber recibido el FI,
los receptores eran capaces de presentar reacciones de DTH positivas a los
antigenos que eran reconocidos por los donadores v el efecto observado
parecia ser antigeno especifico.

En ese mismo ano Lawrence dio ¢ conocer que &l FT podia pasar o
fravés de una membrana de didlisis con un corte molecular de 20,000 Da sin
perder su capacidad bioidgica, con lo cual se descarid la posibilidad de que
los efectos atribuidos a el F1, fueran causados por anticuerpos. Y complicd
mé&s el entendimiento del posible mecanismo de fransferencia. Lowrence
creyd que estos diglizados solo conlenion una especie molecular.
Actualmente se conoce que la preparacién que orginalmente se flomo FI, es
un conjunto de moléculas flamadas extractos dializables leucocitarios o DLE's
de su siglas en inglés Dyalizable Leukocyte Exiracts.

En 1970 Levin y coloboradores reportaron la administracidn de un
didglizado leucocilario, que contenia Faclor de Transferencia, mejorando la
respuesta inmune celular y proveia de beneficios clinicos o pacientes con el
sindrome de Wiskoti-Aldrich.

Similares efectos han sido observados en pacientes con candidiasis
mucocutanea crénica {un desorden con deterioro en la produccién de
citocinas) {Fudenberg and Pizza 1994).

Estudios recientes en ratones, han mostrado que la adminisfracion in
vivo de FI, dota a los receplores murinos. la propledad de responder a &l
conespondiente antigeno, con la secrecion de IFN v . La produccion de IL-2, IL-



4 e IL-10, también fueron medidas, observandose que el tratamiento con el FT
no afecta su produccidn {Kirkpatrick 2000).

El FT ha demosirado ser un medio efectivo para o correccidon de las
deficiencios de lo inmunidad celular, en pacientes con enfermedades
oportunistas. Tal como el recurentemente Hempes Simple vy suministror
profildcticomente  inmunidad contra Vaoricela Zoster en pacientes con
leucemias agudas (Fudenberg and Pizza 1994).

El mecanismo de accidn v lo estruciura completa del FT aun no han sido
determinados. Sin embargo, aciualmente un modelo de g estruciura
funcional del F1, sugiere o describe una region constanie, que sirve como sitio
de enloce pora las primeras células blanco o sitios de accién del FT [Kirkpatrick
2000}.

Diferentes regiones de Ias moléculas del FT son hipotéticas, pero se cree
que fienen una region varable con una secuencia de aminodcidos, que
determinag el epitope especifico del FT individual.

El bajo peso moleculor del FT {aprox. 5000 Da) lo hace totalimente
diferente de moléculos, tales como Inmunoglobulinas, moléculas del MHC v
de los receptores de los linfocitos 1. Esta aclaracidn se hace, por si se quisiera
relacionar los efectos del FT con dlgunas de las moléculas va mencionadas.

Es asi, que enlo actudlidad se llevan a cabo numerosos estudios clinicos
del efecto de los DLE en diversos padecimientos, observandose en ia mayoria
de ellos efectos benéficos. Pero también, ung gran parte de lg investigacion
redlizada, esta enfocada en el estudio sobre el FT contenido en los DLE's, para

encontrar su estructura quimica y posible mecanismo de accidn,

1.3.2 Caracteristicas generales de los extractos dializables leucocitarios (DLE's)

Ei DLE se obliene como resultado del rompimiento del paquete celuiar
o bufty coat de célulos linfoides, provenientes de una pinta de sangre {450 ml)
o del bazo, seguido de una didlisis, obteniendo fracciones de bagjo peso

molecular. En el caso del DLE producido  en la Escuela Nacional de Ciencios



Bioldgicas del IPN {TRANSFERON], las moléculas contenidas en el DLE estan
comprendidas en un rango de 1,000 a 12,000 Da.

Estos extractos contienen mas de 200 distintas especies moleculares, de
las cudles se han identificado moléculas como: Timiosina, prostaglandinas,
hipoxantina y nicotinamida (Fudenberg 1994).

1.3.3 Caracleristicas Generales del Factor de Transferencia

1.~ Son pequefias moléculas con un peso aproximado entre los 3500 y 6000 Da.
2.- Son ldbiles al calor. '
3.- Son muy estables al frio (la actividad bicldgica del FT puede conservarse
varnos anos a temperaturas de 20 a ~70°C).

Bl Factor de Transferencia (FT), son pequenos péptlidos, que
“ransfieren” la copacidad de contar con células mediadoras © fransmisoras
de la inmunidad celular de donadores inmunes a receptores no inmunes,
ademds de contar con un papel inmunorregulador (Cabezas Q. 1996).

El término de Factor de Transferencia (FT). se ha reservado para los
componentes del DLE que transfieren la respuesta de los linfocitos 1, de
manera antigeno dependiente y que tienen un peso molecular comprendido
entre 3,500 y 5000 Da. Esta fraccidbn contiene una mullitud de Fis que
comesponden G la suma de los experiencias inmunoldgicas del individuo
(Pérez 1. 2001).

En el 2000 Kirkpatrick inmunizd ratones y vacas con ovoalbiming,
glicoproteina D del virus de herpes simples y transferring, y o parlir de bazos
murinos © de leucocitos bovinos, logrd purificar factores de transferencia
especificos (TFe) para cada proteina. Bstos TFe demostraron tener la
capacidad de transferir en forma especifica ia DTH, y al analizar secuencias
parciales de estas proteinas, se enconird una secuencia consenso:
MXLLYAQDL/VEDN. Al probar el efecto bicldgico de esta secuencia (sintética),
no fue capaoz de transferir la DTH de forma especifica, pero previno la
transferencia con los TFe, por lo que se cree que se une al receptor del FT
{Estrada P. 2002, Kirkpatrick 2000).



1.3.4 inmunoterapia con DLE y FT

Los criterios de seleccién para los candidatos compafibles para dicha
terapia, depende en muchos cosos del grado vy la naturaleza de la
enfermedad en cuestion.

Bl tratamiento con DLE  es utilizado en pacientes con defecios en su
respuesta inmune, © bien en enfermedades neoplidsicas intratables con ofras
terapias {por ejemplo, en un osteosarcomay).

Por lo tanto el uso hasta ahora del DLE, es solo en pacientes con
enfermedades no susceptibles a un ratamiento convencional, en pacientes
con respuesias fallidos o tfralomientos previos o en donde el paciente puede
legar a desarrollar una alta foxicidad a los medicamentos dados.

DLE es usudmenie administrado via subcutdnea o inframuscular, con
ayuda de una inyeccion, sin embargo lo adminisfracion oral es igualmente
efectiva, puede ser dado en supositorios e incorporado en liposomas,
persistiendo la actividad bioldgica por un largo periodo. Pero si se requiere de
una rédpida accidn, este puede administrarse intravenosamenie [Fudenberg,
Pizza 1994).

Hasta la fecha los DLE no han reporiado efectos adversos a su
administracion. Cuando  es  administradoe  infraomusculammente o
subcutdneamente, puede haber la presencia de un ligero dolor en el sitic de
la inyeccion de 10 a 20 min. Transitoriamente un grado de pirexia bajo puede
ocurir. Pero hasta ko fecha no ha habido reporte alguno de reacciones de
hipersensibilidad o de efecios adversos prolongados.

1.3.5 Preparacion de los exiracios dializables leucocitarios (DLE)

Usualmente se parie de células leucocitaras de pacientes sanos (de un
grupo de 1000 personas). Las células obienidas son lisadas por congelamiento
y descongelamiento.



Los leucocitos fisados son subsecuentemente dializados a través de
membranas con un corte de 12 KD. Posteriormente es liofilizado.

Una unidad internacional (LU} de DLE ha sido definida como la
cantidad de extracto derivado de 5x108 leucocitos, v es usualmente colocado

en un vial de 5 mi aproximadamente.

1.3.4 Estructura quimica del FT

La mayoria de los estudios indican que el FT contiene ribonucledtidos
unidos a pequenos péplidos, originando  una  estructura de
oligoribonucleopéptido. Hubo cierta discrepancia enfre  diversos
investigadores de todo el mundo en lo que se referia o esta estucturg,
llegdndose a la conclusidn de que todo dependia de la forma en la que se
obtuviese el FT. Tal parece que el péptido y el oligorbonucledtido se unen in
vivo y el rompimiento de esta unidn destruye su actividad biocldgica
{(Fudenberg 1994).

El consenso general es que el FT pesa entre 3,500 y 4,000 Da. §i en
redlidad existe un FT Unico para cada antigeno, entonces es posible que los
factores de transferencia varien estructuralmente de una manera muy similar
a como lo hacen las regiones determinantes de complementariedad (CDR)
de ios regiones hipervariables de las inmunogtobulinas {1g’s) o del receptor de
la célula T (TCR) (Pérez T. 2001).

Considerando el peso molecular y la composicion de los diferentes Fi's
aislados hasta e momento, es factible que cada factor contenga por lo
mencs ocho amincdcidos; por lo tanto, si consideramos las posibles
combinaciones con los 20 aminodceidos conocidos {aunque cabe mencionar
que solo se han encontrado 18 de los 20, en FT's purificados) entonces deben
existir varios millones de variaciones en la estructura primaria {818}, vy por lo
tanto varios millones de FI's especificos para todos los diversos antigenos

existentes (Kirkpatrick 1993].



1.3.7 Especificidad del Factor de Transferencia

Posiblemente wuna de las caracteristicas mds importantes y
controvertidas del FT, sea que muestra especificidad, y ésta estd dada por los
antigenos ulilizados para inmunizar al donador, o en forma mdés general, por
los antigenos con los gue ha fenido confacto. Lo anterdor fue propuesto
posterior a la redlizacidon de experimentos con antigenos sintéticos .
microbianos {Fudenberg, Pizza 1994, Pérez T 2001).

Petersen en 1981 trabagjando con ratones describe que la mayoria de
fos receptores no inmunes, adquieren RIC demostrable por DTH a la mayoria
de los antigenos a los cuales los donadores responden, pero hay algunos
antigenos ¢ los que no responden. Después de 24h los animales receptores
fueron retados con los diferentes antigenos empleados. Los ratones receptores
solo reaccionaron a los antigenos con los que el donador habia sido
previomente inmunizado. Los controles utilizados en estos experimentos eran
ratones que recibieron FT provenientes de animales no inmunes, estos
animales no presentaron DTH para ningun antigeno, por o que quedd

descartada una actividad de adyuvante en el FT.

1.3.8 Mecanismo de accién

Aunque el mecanismo de accidén exacto no se conoce, se han
propuesto varias hipdtesis para explicaro: una de ellas es que el FT forma
parte del TCR, si esto es cierfo entonces el FT seria necesario para la activacidn
de los Th, ya que la activacién se efectia al unirse el Ag a las MHCH de las
célulos presentadoras de antigeno {APC). Esto se apoya en que el FT
especifico para PPD se une exclusivamente a PPD {Kirkpatrick 1993).

Otra hipdtesis senala que e FT puede desblogquear o desreprimir
poblaciones de linfocitos T, responsables de la inmunidad celular, v por lo
tanto modular la misma. Ambas hipdtesis ain no han sido comprobadas,
haciendo falta mds experimentos, ya que queda por explicar de qué manera
se puede transferir la inmunidad a un receptor previomente no respondedor,

en una forma totalmente especifica {Pérez T. 2001)



1.3.9 Fuenies del FT

Los DLEs se pueden obtener de: linfocitos de sangre periférica, nodos
linfaticos, bazo y placenta de varias especies. Como de gallina, pato, ratén,
rata, conejo, vaca, cabra, caballo, de algunos primates y muchas otras
especies incluyendo al hombre.

Ademd@s puede existir un enfre cruzamiento lineal de especies, es decir,
de cabra a galiina, de ratén a humano, de humano a cobayo y de ratén a

ratq, etc. Sin observarse efectos adversos o pérdida de la potencia.

1.3.10 Resultados en la Terapia con DLE conteniendo FT
En la siguiente tabla se mencionan algunos padecimientos donde las FT

han tenido éxito terapéutico.

PADECIMIENTOS TRATADOS CON FT

A.- Defectos congénitos
* Sindrome de Wiskott-Aldrich
» Atfaxia telangiectasia
e Sindrome de inmunodeficiencia severa
combinada
» Sindrome parcial de Di George
e Disgamaglobulinemia con defectos en

inmunidad celular
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A.- Hongos

e Candidiasis mucocutanea crénica
» Histoplasmosis diseminada

e Coccidioidomicosis diseminada

o Citomegalovirus

e Herpes zoster

e Sarampibén

o Hepatitis

e VIH

e Otros
C.- Micobacterias

e Tuberculosis

e lepra

e Mycobacterium fortuitum
D.- Protozoarios

e Leishmaniasis cutaGnea
E.- Cancer (principaimente cuando tiene etiologia viral)

e Osteosarcoma

e Hipemefroma

e Cdancer de mama

e Carcinoma nasofaringeo

A.- Enfermedades autoinmunes no érgano especifico
¢ Lupus eritematoso crénico discoide
¢ Sindrome de Behcet
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2.-JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En los ditimos afios se ha observado un incremento en las enfermedades
o alferaciones que sufre la piel; como resuliado de un cambiante ritmo de
vida, al que se ven sujetos la gran mayoria de las personas que habiian en las
grandes ciudades y zonas conurbadas; aunado ¢ esto la gran cantidad de
contaminantes orgdnicos e Inorganicos con los que estén en contacto.

Las enfermedades inmuno-alérgicas son un conjunto muy importanie de
trastornos que por definicidn son sistemdticos, de evolucion crénica y que se
presentan desde edades muy tempranas, la DA es una enfermedad
representativa de este grupo. B un padecimiento de eticlogia mullifactorial
por lo cudl ha sido objeto de innumerabiles intentos de trataomiento; no solo
por sus manifestaciones demotoidgicas eminentes. sino también por sus
repercusiones en el sisterma inmunoldgico, tegumentario v respiratorio.

Los diferentes esquemas de manejo para dicho padecimiento son muy
variados; siendo algunos de ellos de poca eficacia y con esquemas de
fratamiento muy largos vy de alfo costo para el paciente.

For lo que en la actudlidad se trata de buscar un manejo integral de la
enfermedad vy no esquemas exclusivos de ratamiento.

Buscando alternativas nuevas para el manejo adecuado de la DA los
Extractos Didlizables Leucocitarios (DLE) se han uliizado con gran eficacia
para el fratamiento de dichos pacientes. Los DLE son obtenidos a parlir de
donadores inmunes, teniendo la capacidad de fransterir una repuesta inmune
celular de forma antigeno {Ag] especifica a personas no reactoras.

Aungue lo noturaleza quimica y el mecanismo de accidn de los DLEs
aun no son plenamente identificados, se han ulilizado desde hace varios anos
en el drea clinica, yo que ol fransferir una respuesta inmune de fipo celular o
personas con una inmunidad celulor deficiente, se obtienen resuliados muy
favorables en el individuo ya sea de forma terapéutica y/o profilactica.

A pesar de que los resultados obtenidos con los DLE's en el fratamiento

de la DA son eminentes y que su uso en los Ullimos afios se ha incrementado
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en nuestro pais; aun no es aceptado por los médicos como alternativa de
fratamiento. Es por ello que en este trabagjo experimental se propone el
estudio de células linfocitaras de pacientes con DA, tratados con DLE.
Producido en el Departamento de Inmunologia de la BEscuela Nacional de
Ciencias Biologicas del IPN, para evaluar el efecto terapéutico e inmunoldgico
que éste tiene sobre los pacientes, haciendo una comparacion y evaluaciéon
con individuos con e mismo  padecimiento, pero tratados

convencionalimenie.



3.- OBJETIVO GENERAL

Estudiar las  subpoblaciones linfocitarias en células de sangre periférica,
obtenida de pacientes que cursan con un cuadro de Dermatifis Atopica.
Tratados con  DLE's, especificamente con la preparacion  llamada

TRANSFERON producida en o ENCB / IPN.



4.- OBIETIVOS PARTICULARES

s Evalugr el estado inmunolégico del paciente anies y después
del fratamiento recibido, mediante la realizocién de un perfil
celular {Cuenta de Leucociios Tolales y Cuenta Diferenciall.

s Evaluar y comparar como se modifican ios parGmetros
inmunoldgicos de pacientes con DA fratados con TRANSFERON
v pacientes totados  con un fratamienio convenciongl.
Redlizando estudios de subpobilaciones linfocitarias {CD3+,
CD4+, CD8+, CD19+ vy CD56+], andlizados mediante la técnica
de citometrio de flujo.

« Comparar los resultados clinicos que ofrece el FI, contra los
resulfados  obtenidos en  pacientes con DA fralados
convencionaimente.

s Probar que el TRANSFERON es funcional para el fratomientio de

la DA vy puede ser utilizado para formar parte de un esquemna
integral para el tratamiento de este padecimiento.
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5 HIPOTESIS

La DA es un padecimiento en donde los pacientes cursan con  diversas
alteraciones en sus poblacionegs leucocitarias v subpoblaciones linfocitarias.
Los pacientes al ser fratados con FT (inmunomodulador}, presentardn una
nommalizacion de dichaos esfirpes celulares, las cuales podrdn ser evaluadas v

estudiadas al inicio vy témino del fratamiento.

Al comparcr  pacientes que cursan con DA hratados
convencionamente y fratados con FT se espera que la regularizacion y
normalizacion de dichos pardmetros inmunoldgicos sea mejor en los pacientes

fratados con FT que los fratados convencionalimente.,
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6.- MATERIAL Y METODOS

Pacientes

El presente estudio se realizd con 18 pacientes que presentaban DA de

moderada a severa.

Los pacientes seleccionados con diagndstico de DA de severa

a

moderada, fueron elegidos en el Departamenio de Alergia del Hospital “Lic.

Adolfo Lopez Mateos” del ISSSTE,

A 9 de ellos se les aplicd FT (TRANSFERON] oral vy ¢ los ofros 9 se les aplicd

tratamiento convencional (HIDROXICINAJ.

Se seleccionaron otras 10 personas, como confroles o testigos sanos,

estos fueron individuos sanos que no tuvieran anfecedentes de DA vy que
momento de la toma de muestra no tuvieran ninguna enfermedad.
Grupos de estudio
Grupo I: Tratamiento con FT oral, de ellos 4 hombres y 5 mujeres en edades
comprendidas entre 8 y 46 afios.
FT1.- Tratamiento FT primera tomao [antes del fratamiento).
FI2.- Tratamiento FT segunda toma {(término del iratamiento).
Grupo I: Tratamiento Convencional, de ellos 1 hombre y 8 mujeres con
edades de 4 a 22 0fios.
TC1 .- Tratamiento convencional primera toma.

TC2.- Tratamiento convencional segunda foma.

af

Grupo il Control Sano, 3 hombres y 7 mujeres enfre edades de 20 a 29 afios.

Tratamiento

Grupo I: Tratamiento con FT oral {TRANSFERONJ: 10 unidades totales, mds
hidratacién, lubricacion y culdados generales.

Grupo Il Tratamiento con antihistaminicos (HIDROXICINA), 10 mg/24 hrs en >
de 12 anos, en menores 5 mg/24 hrs. Lubricacién e hidrataciony
cuidados generales. M&s placebo {frasco idéntico ol DLE's sin
principio activo).

Grupo lI: Sin fratamiento.
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Muestras Biolégicas:
¢ Se recolecté sangre periférica antes (tiempo 0} vy después del
fratamiento (T1} del Grupo |y Grupo |l
e Al Grypo il solo se recolectd una muestra. Control,
+ Recepcion de sangre periférica {10 ml con heparing como
anticoagulonte} en pacientes con DA moderada, severa y de los

controles sanos.

Pardmetros a analizar
Estudios de laboratorio o realizor en el Hospitol Lopez Mateos:
1.- Coproparasitoscopicos.
2.- IgE total.
3.- Pruebas cutdneas.
Estudios a realizar en la ENCB/IPN:
1.~ Perfil Celular.
Incluye:
+« Cuenta de leucocitos totales
« Cuenia Diferencial.
¢ Llinfocifos Totales
¢ Porcentdgje de células CD3+, CD4+, CD8+, CD19+y CD56+ (por

citometria).

Perfil Celular

Parfiendo de 10 ml de songre periférica fotal de individuos sanos o
con DA en diversos estadios {segin el grupo de trabgjo} y empleando
heparina como anticoagulante, se  llevo acabo el perfil celulor de cada

muestra.
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Cuenta de leucocitos fotales
Diagrama de trabaijo:

Recepcidn de la Toma de Tincién
Muestra muestra sanguinea de células blancas

Observaciéon y
cuenta de leucocitos

Dicha técnica se describe con mayor detalle en la seccién de protocolos.
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Cuenta DFerencial y Linfocltos Totales
Diagrama de trabajo:

\: é

N
E o a—

Recepcion de la Realizaciéon del Dejar secar el
Muestra extendido sanguineo Frofis
(FROTIS)

Cuenta Diferencial Observacion Morfolégica Tincion del
de leucocitos (100x) frotis (Wright)

Ajuste matemdatico

La técnica se describe con mayor detalle en la seccion de protocolos
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Tincién de células para citometria de flujo

Diagrama de trabagjo: N
(3 ‘ ad
2 gt

BT ;;‘i 2

Recoleccién de muestra
Colocar 30 yl de sangre en cada tubo,

que contienen 5ul de la mezcla de
anticuerpo comrespondiente

Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tuboé
NK Testigo

Tubo 1
Testigo LcTylcB LcTCD4 LcTCD8
CD3/CD19 CD3/CD4 CD3/CD8 CD3/CD16 CD45/CD4

aG\NigG:
Incubar los tubos durante 20 min en oscuridad

|

Adicionar 500ul de la solucién de lisis. Incubar nuevamente durante 12 min en
oscuridad.

Centrifugar los tubos a 1800 rpm durante 5 min. Decantar. Adicionar 500ul de
PBS 1X y centrifugar nuevamente a 1880 rpom Smin.

Decantar el sobrenadante y adicionar 500ul de paraformaldehido.

|

Guardar en refn'gerTcic')n hasta su lectura

Leer en el citdbmetro de flujo
La técnica se describe con mayor detalle en la seccién de protocolos



7.- SECCION DE PROTOCOLOS

Cuenta de leucocitos:

e Portiendo de 10 mi de sangre periféica con anticoagulante.

« Homogenizar perfeciamente bien la sangre.

+ Con una pipeta de Thoma paroa gidbulos blancos, aspirar sangre hosta
o marca de 0.5 {dilucidn 1:50); secaor cuidadosamente la parte exterior
de la punta de la pipeta.

e Completar con liquido de Turk (sol. Hipoténica de dcido acético glacial
mas un colorante como medio de confraste) hasta lamarca de 11

o  Agitar 2 min.

+ Desechaor las primeras 4 6 5 gotas y cargar la cdmara de Neubouer,

+ Observar con el microscopio utilizando el objetivo de 10x.

= Se cuenian los leucociios en cada uno de los cualro cuadrantes de
1mm? de las esquinas de Ia cuadricuia de ia cadmara de Neubauer,

Cuenta Diferencial y Linfocilos Totales
Preparacion del frofis de sangre peritérica (método de! porta objetos)

Se coloca una gota de sangre anticoagulada en uno de los extremos
en un porta objetos, se sujeta colocando los dedos pulgar e indice en
exiremos opuestos, con un segundo portaobietos se toca la gola de sangre v
por copliaridad difunde: en un dngulo de 30° se desliza rédpida v fimemente

en direccién opuesta.

TINCION DE WRIGHT

En una charola de fincion, proporcionada de variflas dispuestas en
forma pardlela, se colocan los frofis en posicidn horzontal,

Se anade colorante de Wright sobre el frolis de manerg que quede
totalmente cubierta la superficie de éste; se deja actuar el colorante de 2 a 5
min (el iempo puede variar segun ia "madurez del colorante”].
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Agregar con una piseta solucion amortiguadora {si no se cuenta con
ella se puede utilizar agua destilada) de manera que se forme una superficie
meldlica:  teniendo cuidado de no sobrepasar el efecto  de  tensidn
superficiol, con una pipeta soplar suavemente sobre el frotis, para que la
mezcla sea uniforme, se dejo lo mezcla de 3 a 6 min (depende del lote de

cada colorante). )
se lova o fincidn con agua comiente, debe evitarse la precipifacion en

la superficie del frofis, las extensiones se dejan secar al aire,

EXAMEN DEL FROTIS

Se efectua primero con el objetivo de 40x con el fin de observar ia
distribucion celular, asi como las caracteristicas de la Hincion; se selecciona
un drea donde exista una monocapa de células uniforme [donde los
erifrocitos apenas se focan).

Empleando ahora el objetivo de inmersidn (100x]  se realiza el
examen del frofis. Se observan los leucocitos, determinando si el nomero
esta normal, aumentado o disminuido, posteriormente se efectta o
cuenta diferencial evitando contar dos veces la misma dreg; para elio se
sigue una ruting en greca de izquierda a derecha, bajar el campo y luego
de derecha q izquierdag, efc.

Se cuenta un minimo de 100 leucocitos v si se llega a detectar
alguna dlteracidon morfolégica en los leucocitos también deben ser
reportadas.

Bl informe cuantitativo, morfoldgico, asi como la cuenta diferencial

leucocitaria se reporta en valores porcentuales [relativos).



Tincién de Células para Cifometria de Flujo

Obtener 10 mi de songre ulilizondo heparina como antficooagulanie.
En tubos Falcon (6 tubos identificados adecuadamente], agregar
3ul de la mezcla de anficuerpos

Tubo 1:1gGy/ 1gG. (Testigo, tincion negaliva).

Tubo 2: CD3+/ CD19+ {Linfocitos Ty Linfocitos B).

Tubo 3: CD3+/ CD4+ {Linfocitos T cooperadores)

Tubo 4: CD3+/ CD8+ {Linfocitos T citotdxicos).

Tubo 5: CD3/ CD16+CD56 (NK).

Tubo 6: CD45/ CD14 {Testigo).

Y posteriormente depositar 30ul de sangre heparinizada.

Incubar los tubos en oscuridad durante 20 min.

Transcurida la incubacion, adicionar a cada fubo 5004 de la
solucion de lisis 1xy agitar en el Vértex durante 30 seq.

Volver a incubar en oscuridad durante 12 min.

Terminada o segunda incubacion, Centrifugar los tubos o 1800 iom
durante 5 min.

Decantar el sobrenadante y resuspender el botdn celular en 500 w
de PBS 1x.

Agitar en el Vértex durante 30 seg. y centrifugar nuevamente o 1800
rom durante 5 min. Repetir este paso dos veces.

Decaniar nuevamente el sobrenadante v resuspender el boldn
celulor en 5004 de Paroformaldehido v se almacenan en
refrigeracion por no maés de 7 dias, para su andlisis posterior.

Los muestros  fueron adaquiidas en el citbmetro de flujo
(FACSCalibur}) vy andlizados utilizondo el software CellQuest Pro

integrado of mismo equipo.
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La cilometria de flujo es una técnica que permile el andlisis de
diferentes caracteristicas de una célula de manera simultdnea, en donde
dichas caracterisficcs son relativas v no absolutas; es decir, el famano {FSC) la
granulardad o complejidad intema {$SC) asi como también la intensidad de
fluorescencia {FL1, FL2}. no se miden en unidades de medicidn, por lo que no
se les asigna un valor como tal, sino que se lieva acabo una comparacion de
una célula con ofras. Bsto por medio de kos delecciones de seficles de o
dispersion de la luz Iéser y de la emision de fluorescencia.

Los reactivos ulilizados para dicha técnica son:

s PBSO.1 MpH 7.4, el cual es utilizado para lavar residuos celulares.

e Solucidon de lisis 1X de Becton Dickinson [dietilenglicol vy
formaldehido), el cual provoca la lisis celular de los gldbulos rojos
para eliminarios posteriormente.

« Paraformaldehido o 1% pH 7.4, el cudl detiene el mefabolismo
celuiar permitiendo sostener la marca {flucrocromoy.

« H kit confiene anficuerpo monocional murino con marca directa
para determinar anfigeno celular de superficie en solucidn de lisis, el
cual se uliliza para detector poblaciones finfocitorias en songre.
Dichos reactlivos perienecen ol “Simuliest IMK-Lymphocyte” de
Becton Dickinson,

e Tubo 1 IgGi/ IgG: {igG: FITC/ igG: PE} {Testigo, fincidn negativa,
define o poblacidn de linfocitos sin tefir).

e Tubo 2: CD3/ CDI19 [CD3-FTC/ CDI9-PE} {Linfocitos Ty Linfocitos B).

s Tubo 3: CD3/ CD4 (CD3-FITC/ CD4-PE] (Linfocitos T cooperadores)

« Tubo 4: CD3/ CD8 [CD3- FITC/ CD8-PE} {Linfocitos T citotdxicos).

o Tubo 5. CD3/ CD16+CD56 (CD3-FITC/ CD56-PE) (NK].

° Tubo 6: CD45/ CD14 (CD45-ATC/ CD14-PE) (Testigo, distingue los
linfocitos de los granulocitos, los monocitos y los gldbulos rojos

nucleados o sin lisar].
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De tal forma la muestra tefida se infroduce en el citdmetro de flujo v
pasa en forma de fiujo frente dl haz de Idser. Las células tenidas emiten
fluorescencia cuando son excitadas por el haz del Idser vy la luz emilida es
detectada y procesada por el citémetro de flujo. El uso de dos fluorocromos
permite el andlisis simultdneo a dos colores porque cada fiuorocromo emite fuz
a una longitud de onda diferente cuando es excitado a 480nm por un Idser de
ion argdn.

Los linfocitos tefidos con isofiocianalo de fluoresceina (FITC), emiten
una luz verde- amarilia {mdxima emisidn a 515 nm aproximadamente).

Los linfocitos tefidos con ficoentina (PE), emiten una luz roja-

anaranjada (con un maximo de emision de 580 nm).

(93]
LA



8.- RESULTADOS

Fn los siguientes tablas se reporfan los volores obtenidos para cada
grupo de trabgaio {Grupo |y Grupo i} asi como también para el Grupo Hil
{Conirol Sano) antes y después del tratamiento recibido.

Los valores son reportados en dos unidades diferentes:

a} Porcentaje del nimerc de célulos con excepcién del nimero
de leucocitos totales va que éstos son reportados ol v como se
obtfienen después de la leciura en la cdmarg de Neubauer (no. de
células).

b} No. de células/mm? que refleja los niveles de leucocitos, asi
como también los niveles de las subpoblaciones linfocitarias presenies
en circulacion.

Los resultados se reportan o partir del orden de los experimentos
reclizados, para todos os grupos de trabgjo, se aplicd el siguiente esquema:

a) Cuenta de leucocitos (cdmara de Neubauer).

b} Cuenta Diferencial {tincién de Wright].

c} Andiisis de subpoblaciones linfocitarias {Citomelria de fiujo)
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Grupo | (Tratamiento con FT) Valores Porcentuales
Primera Toma

| Cuenta diferencial Citometria de
NoPaciente] NI | Mn | Eo | Bs | N8 | 1t | 7 | B | cba] cps | Nk | cpa/cps

] 26 2 8 ] 0 63 66.61 | 16.38 | 45.64 | 23.38 | 7.82 1.95

2 63 ! 7 ] ] 27 64.15 | 17.53 | 41.94 | 24.33 | 10.18 1.72

3 35 2 ] 0 0 62 5593 | 21.56 | 22.15 | 23.52 | 21.51 0.94

4 20 6 9 3 0 62 53.12 | 35.19 | 27.81 | 19.77 | 8.56 1.41

5 24 4 4 1 0 67 6096 | 733 | 34.06 | 31.37 | 22.81 1.09

[ 36 4 5 2 0 53 69.7 926 | 24.63 | 46.96 | 15.52 0.52

7 74 4 0 | 0 21 59 13.97 | 34.42 | 22,09 | 7.71 1.56

8 13 2 0 0 0 85 67.63 | 17.85 47 19.69 | 14.16 2.39

9 38 3 0 3 0 56 55.9 9.12 | 26.01 | 22.97 | 15.64 1.13
Promedio |_36.56 | 3.11 | 378 | 1.33 | 0.11 | 551 | 61.44 [ 1647 | 33.74 | 2601 | 1377 | __1.41

Segunda Toma
| Cuenta diferencial Citometria de Flujo |
No.Pocientel  Nf | Mn | Eo | Bs [ N8| U | T | B | cpa | cos | Nk | cpacos

1 36 1 0 0 0 63 63.92 | 1427 | 37.5 | 26.61 | 10.16 1.4

2 39 5 0 0 0 56 63.62 | 602 | 20.12 17.3 | 29.36 1.16

3 45 2 4 1 0 48 47.77 | 25.6 | 24.07 | 14.58 | 22.49 1.65

4 28 2 3 2 0 65 69.69 | 22.36 | 40.92 | 27.96 | 3.52 1.46

5 59 0 0 0 0 41 4338 | 1012 | 23.47 | 19.51 | 16.05 1.2

6 56 ] ] 1 0 4] 65.3 925 | 2693 | 10.52 | 20.8 2.56

7 50 4 3 1 0 42 7982 | 15.23 | 27.44 | 50.38 | 4.95 0.54

8 4 ] 0 0 0 95 67.21 687 | 41.11 | 1711 | 19.33 2.4

9 8 S5 ] 0 0 86 | 69.81 7.86 19.71 | 22.72 | 31.9 0.87
Promedio | 3611 | 233 | 133 | 056 | 0 | 597 | 6339 | 13.06 | 2903 ] 2297 | 1762 | 147

w
~

Lc = leucocitos, Nf = neutréfilos, Mn = monocitos, Eo = eocsindfilos, Bs = basofilos, NB = neutrdfiios banda, Lf = linfocitos T= linfocitos T, B= linfocltos B, CD4 = linfocitos T
cooperadores, CD8 = linfocitos T cliotdxicos, NK = linfocitos NK '



Grupo | (Tratamiento con FT) Valores cel/mm3
Primera Toma

8c

Le
Totales Cuenta diferencial Citometria de FI
Paciente] |c N | Mn | Eo | Bs [ NB] Ut T B | cosa| cos | Nk | cpa/cos |

1 7900 2054 158 632 79 0 4977 | 3315.2 181523 |1513.1|775.09 | 389.2 1.95
2 7750 4882.5 77.5 542.5 77.5 | 77.5] 2092.5 | 1342.3 | 366.82 | 562.98 | 326.59 | 213.02 1.72
3 8700 3045 174 87 0 0 5394 | 3016.9 [ 455.25 | 668.24 | 709.57 | 1160.3 0.94
4 7500 1500 450 675 225 0 4650 | 2470.1 | 1636.3 | 686.93 | 488.33 | 398.04 1.41
5 2150 516 86 86 21.5 0 1440.5 | 878.13 | 105.59 | 299.09 | 275.47 | 328.58 1.09
6 8900 3204 356 445 178 0 4717 132878 1436.79 | 189.2 | 1543.9 | 732.08 0.12
7 6200 4588 248 0 62 0 1302 | 768.18 | 181.89 | 264.41 | 169.69 | 100.38 1.56
8 5100 663 102 0 0 0 4335 |2931.8| 7738 | 13779 | 577.26 | 613.84 239
9 6850 2603 205.5 0 205.5( O 3836 | 21443 1 34984 | 557.74 | 492.55 | 599.95 1.13

L_Promedic, | 78333 | 33 | 274.17 | 94.28 | 8.6 22394 | 569.06 | 679.95 | 595.39 | 503.93}  1.37

Segunda Toma
lc
Totales Cuenta diferencial Citometria de F

No.Paciente| ic Nt Mn Eo | B INB| uf | T B | cos | cos | Nk | cDs/cDs
1 4800 1728 48 0 0 0 3024 1932.9 | 431.52 | 724.85 | 514.36 | 307.24 1.4]
2 5550 2164.5 277.5 0 0 0 3108 1186 | 187.1 [238.63]205.18 | 912.51 1.16
3 9050 4072.5 181 362 90.5 | O 4344 | 2075.1 [ 9.99 | 499.48 | 302.55 | 976.97 1.65
4 6000 1680 120 180 120 0 3900 27179 (87204 |1112.2]759.93|137.28 1.46
5 10200 6018 0 0 0 0 4182 | 1814.2 | 423.22 | 425.78 | 353.94 | 671.2] 1.2
6 7250 4060 72.5 72.5 72.5 0 | 2972.5 | 1342.7 | 148.63 | 361.58 | 141.25 | 209.56 2.56
7 6650 3325 266 1995 | 66.5 | O 2793 | 2229.4 (42537 | 611.74 | 1123.2 [ 463.71 0.54
8 6250 250 62.5 0 0 0 | 5937.5 |3990.6 | 407.91 [ 1640.5| 682.79 | 1147.7 24
9 4750 380 237.5 47.5 0 0 4085 ]2851.7 | 321.08 | 562.08 | 647.91 | 1303.1 0.87

| Promedio | 26309 | 140 9572 1 3883 | 0 | 3750.3 | 22582 1402.11 | 709.67 ) 472.19 | 669 1.47

Lc = laucocitos. Nt = neutrofilos, Mn = monocitos, Eo = eosindfilos, Bs = baséfilos, NB = neutrdfilos bando, L = infocitos T= linfocitos T, B= linfocitos 8, CD4 = finfocltos T
cooperodores, CD8 = linfocltos T citotéxicos, NK = infocltos NK



Grupo Il {Tratamiento con FT) Valores Porcentuales
Primera Toma

_ [ Cuenta diferencial Citometria de Fly
No.Pacientel Nf | Mn | Eo Bs NB u 1 B | cp4|cos| nk | cpacos |

1 4] 2 4 0 2 51 54.01 | 35.45 | 29.25 | 21.52 9 1.36

2 31 2 2 4 0 61 68.94 | 18.57 | 39.28 | 25.42 | 8.32 1.55

3 28 1 0 0 0 71 61.8 | 13.97 | 43.42 | 20.87 | 7.51 2.08

4 43 3 2 0 0 52 59.57 | 15.9 | 27.59 [ 21.1 8.97 1.31

5 24 1 2 0 0 73 63.02 | 18.03 | 39.67 | 20.12 | 6.87 1.97

6 56 2 1 1 0 40 4089 | 11.42 |1 22.14| 791 | 31.33 28

7 66 1 0 0 0 33 80 12.34 | 40.27 | 42.52 | 3.22 0.95

8 30 6 0 0 0 64 57.27 | 2524 | 37.6 | 16.38 | 4.69 23

9 23 4 3 1 0 69 64.6 | 18.08 | 42.54 | 25.05 | 10.74 1.7
Promedio | 38 | 244 | 156 | 067 | 022 | 571 [&112] 187835752232 [ 1007 | 178

Segunda Toma
[ Cuenta diferencial Citometria de F
No.Pacien N Eo | B |NB | Lf | 1 B | CD4 NK_| cD4/CcD8

| 49 2 1 0 0 50 42.76 | 13.08 | 25.12 | 1398 | 11.73 1.8

2 41 2 0 0 0 57 7424 | 4.11 [ 3491 | 30.22 | 17.53 1.16

3 16 } 0 0 0 83 45.52 | 7.59 | 37.63 | 12.35 [ 27.8] 3.05

4 34 2 0 1 0 63 61.88 | 19.01 | 39.44 | 2526 | 7.18 1.56

5 32 3 1 1 0 63 4432 | 12.56 | 23.57 | 14.78 | 7.01 1.59

6 43 3 2 0 0 32 3885 | 6.06 | 24.22 | 8.58 1.82 282

7 28 2 3 2 0 65 48.49 | 1488 | 1501 | 14.53 | 7.88 1.03

8 19 7 0 0 0 74 4623 | 5.84 | 41.58 | 11.48 | 29.97 3.56

9 47 5 2 1 0 45 47.36 | 21.64 | 59.96 | 21.66 | 3.31 2.77

3 Promedio | 3433 | 3 | v | 056 | 0 | 613 [4996| 1164|3349 | 17 | 1249 ] 215

Lc = leucochos, Nt = neutréfiios, Mn = monocitos, Eo = eosindflios, Bs = baséflios, NB = neutrdfilos banda, Lf = linfocitos T= linfocltos T, B= linfocltos B, CD4 = Infocttos T
cooperadores, CD8 = linfocitos T cliiotéxcos, NK = infocitos NK



oy

Grupo Il (Tratamiento con FT) Valaores No. de cel/mm?3
Primera Toma

! 7950 | 3259.5 159 318 ¢ 159 1 4D54.5 | 2190 | 14373 | 640.59 | 471.3 | 364.91 136
2 5100 1581 102 102 204 0 3111 12144.7 | 577.71 | 842.45 | 545.19 | 258.84 1.55
3 6900 1932 69 O 0 0 4899 13027.6 | 484.39 | 1314.6 | 632.46 | 367 .91 208
4 6400 2752 192 128 0 0 3328 11982.51529.15 | 546.97 | 418.31 | 298.52 1.31
5 4350 1044 43.5 87 0 0 31755 120012 | 572.54 | 793.88 | 402.64 | 218.16 1.97
6 6750 3780 138 67.5 | 67.5 0 2700 1104 | 308.34 | 244.43 | 87.33 | 845.9] 2.8
7 9250 6105 92.5 0 0 0 3052.5 | 2447 |376.681983.39 110383 | 98.29 095
8 3500 1050 210 o 0 0 2240 112829 | 565.38 | 482.35 | 210.13 | 105.06 23
9 ] 2898 118721 1.523.96 1 796.39 1 468.96 | 311,25 1.7

4200|086 Jo8 L 126 L 42

Segunda Toma

1 5200 2548 104 52 0 O 1 2600 11111.81340.08 | 279.27 | 155.42 | 304.98 1.8
2 6050 | 2480.5 121 0 0 0 | 34485 |2560.2 | 141.73 |1 893.75 | 773.68 | 604.52 1.16
3 10450 1672 104.5 0 0 0 | 86735 1394B.2 | 658.32 | 1485.7 | 487.6 | 24121 3.05
4 7250 2465 145 0 72.5 | O | 4567.5 [ 28264 | 868.28 | 1114.7 | 713.94 | 32795 1.56
5 6150 1948 184.5 61.5 61.5 | O | 38745 |1717.2 48664140474 | 2538 | 271.6 1.59
[ 6750 | 29025 | 202.5 135 0 0 | 3510 113636 21271133027 117 | 43.88 2.82
7 10300 2884 206 309 206 10 6695 1 3246.4 | 996.22 | 487.29 | 471.7 | 527.57 1.03
8 6350 12065 | 444.5 0 0 O | 4699 21724 |274.42|903.26 | 253.73 | 1408.3 3.56
9 5900 2773 295 118 59 0 | 2655 112574 574.54 175394 | 272351 8788 277

Lc = leucocitos, Nf = neutrfiios, Mn = monocitos, Eo = eosinéflios, Bs = basofiios, M = msutidflios Dorda, T finfocas Te fnfaciios T, 88 nfbeling BoCD & finfontios 1
cooperadores, CDB = infocltos T cltotdxcos, NK = linfocios NK



iy

Grupo il (Grupo Sano) Valores Porcentuales

[ Cuenta diferencial de F
P ! N Mn Eo Bs N8 Lf T B CD4 | CD8 | NK CD4/CD8
1 46 ] 2 0 0 51 53.42 | 16.16 | 33.41 | 16.07 | 17.09 2.08
2 44 3 0 1 0 52 57.24 | 10.97 | 34.54 | 2613 | 21.9 1.32
3 37 0 0 0 0 63 56.75 11.8 | 34.44 | 20.17 | 26.24 1.71
4 33 ] ] 0 0 65 69.08 | 12.75 | 39.15 | 21.47 | 10.8] 1.82
5 53 2 0 0 0 45 40.48 8.2 13.11 | 16.52 1.48 0.79
6 47 5 7 5 0 36 69.43 | 5.47 | 27.38 | 23.77 | 10.11 1.15
7 38 3 2 0 0 57 42.89 | 11.54 | 25.61 | 17.36 | 24.05 1.48
8 49 0 1 0 0 50 358 | 10.51 | 32.7 | 12.19 | 3.41 2.68
9 35 2 0 1 0 62 48.43 | 12.68 | 23.64 | 19.75 | 19.37 1.2
10 48 2 1 0 0 49 56.13 | 12.09 | 35.69 | 1532 [ 6.84 2.33
Promedic | 43 1.9 1.4 07 0 53 | 5297 | 11.22] 2997 | 18.88 | 14.13 1.61
Grupo Il (Grupo Sano) Valores No. de cel/mm3
__T_o_tL?g Cuenta diferencial Citometria de F:
NoPaclentel 1c | N | Mn | Eo | s [Ne[ U | 1 | B | cp4 | cps| Nk | cpe/cos
1 13650 6279 136.5 273 0 0 | 6961.5 | 37188 | 1125 [ 1242.5| 597.62 | 1189.7 2.079
2 11900 5236 357 0 119 0 6188 3542 | 678.82 | 1223.4 | 925.53 | 1355.2 1.321
3 8300 3071 0 0 0 0 5229 | 2967.5|617.02| 1022 | 598.54 | 1372.1 1.707
4 10250 | 3382.5 102.5 102.5 0 0 | 6662.5 | 4602.5 | 849.47 | 1801.9 | 988.15 | 720.22 1.823
5 14650 | 7764.5 293 0 0 0 | 6592.5 | 2668.6 | 540.59 | 349.86 | 440.86 | 97.57 0.793
6 14300 6721 715 1001 715 0 5148 [3574.3| 281.6 | 978.63 | 849.6 | 520.46 1.151
7 10550 4009 316.5 211 0 0 | 6013.5 | 2579.2 | 693.96 | 660.53 | 447.75 | 1446.3 1.475
8 9050 4434.5 0 90.5 0 0 4525 1620 | 475.58 | 529.72 | 197.47 | 154.3 2.682
9 9950 3482.5 199 0 99.5 0 6169 | 2987.7 | 782.23 | 706.28 | 590.06 | 1194.9 1.196
10 8750 4200 175 87.5 0 0 | 4287.5 |12406.6 | 518.36 | 858.91 | 368.69 | 293.27 2.329
| Promedio | |_4858 ; 176.55 1 93351 O | 5777.7 | 3046 937. | 8344 | 1.609

Lc = leucoditos, Nt = neutr6filos, Mn = monocitos, Eo = eosinéfilos, Bs = basbfilos, NB = neutrdfiios banda, Lf = linfocitos T= linfoc/ios T, B= linfocltos B, CD4 = linlocios 1
cooperadores, CD8 = linfocitos T citotoxicos, NK = finfocltos NK



Para el andlisis  estadistico de los  resultados  oblenidos
expermentaimente, se ulilizo el programa de estadistica Sigma Stat vy las
graficas realizadas se hicieron con la ayuda del programa estadistico Sigma
Plot.

Al tratar con una poblacidon heterogénea, tanto en nuestros pacientes
como en nuestros controles sanos (diferentes edades, diferentes sexos,
diferentes estadios de enfermedad) se encontrdé una gran varabilidad en
dichos valores, por lo cual se realizaron las pruebas estadisticas de ANOVA,
t-pareada y t-student; las cudles nos permmitieron hacer una comparacion
entre grupos de trabajo y fratamiento.

Todos los resultados reportados anteriormente pueden ser visualizados
en las siguientes gréficas. En cada grdafica se muestran los valores obtenidos
para cada grupo de trabagjo: Grupo | (Tratamiento con FT), Grupo |l
(Tratamiento Convencional} y Grupo lit {Confrol Sano) antes y después del
fratamiento. También se reportan los valores de p obtenidos de las pruebas
estadisticas realizadas {1- student, t- pareada, ANOVA].

La prueba estadistica de t- student, se realizé como una prueba que nos
permite comparar el Grupo il con los pacientes que cursan con DA
{independientemente del tratamiento recibido] como un pardmetro de
salud- enfermedad.

La prueba estadistica de - pareada nos permite la comparacion de los
valores obtenidos antes del tratamiento [primera toma) y después del
trataomiento {segunda toma) por grupo de frabgjo. Primera vy segunda toma
del Grupo | y primera y segunda toma del Grupo ll.

La prueba estadistica de ANOVA (andlisis de varanza) nos permitié la
comparacién entre los grupos de trabajo Grupo |y Grupo Il Andlizando los
pardmetros de Tratamiento {fratamiento con FT y tratamiento convencional) vy
Tiempo (primera toma y segunda tomaj.

Solo se reportan los valores de p de las pruebas estadisticas en donde se

presenta una diferencia significativa.
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Leucocitos Totales

Grdfica 1 [ ‘ :
Tra p= estadislicamenie no significativo

Leucocitos ANOVA

oy —————— e e

t p = estadisticarnente no significativo

1Y vs 12 p = estodisticomente no |
I-poreada significative |
TC1 vs 1C2 p = estadisticamente no ‘
significativo

Células/mm3

NEER

« Grupo (fivs FT1 p = 0.001

1-student Grupt livs F12 p = 0.001
. ) Grupc lilvs TC) p = 0.001

¢ Grupo il vs IC2 © = 0.001

. ” ; . N o | Tra = Trotamiento
CONTROL £ termicna FT 203 0ma 1C fara oma 1€ Matoms t = tiempo
. . FT1 = Faclor de Transferencia 1°. foma
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 12 = Factor de Transterencia 2°. foma
TC) = Trafamiento Convencional 1°. foma

TC = Tratamiento Convencional | TC2= Wratamiento Convencional 2°. toma

M - —_—— - 4

a} Gréficamente se observa, que los pacientes que cursan con DA
(independientemente del tratamiento) presentan una cuenta leucocitana por
debajo de los valores reportados para el grupo control. Dicha diferencia es
estadisticamente significativa.

b} Al comparar las dos tomas de muestra redlizadas por grupo de
estudio. Se observa gréficamente que para los dos grupos de trabagjo podria
exisiir un figero aumento en el numero de leucocitos al témino del
tratamiento; pero este incremento no es estadisticamente significativo.

c) Conrespecto al andlisis entre los dos tratamientos (FT y convencional)
estadisticamente se obtienen valores no significatives. Por lo que no -existe

diferencia entre dichos fratamientos para esta poblacidn celuiar.
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Cuenta Diferencial

Grdéfica 2
| Tra p= estodisficamente no significabvo
Neutréfitos ANOVA
@ . e S I | p = estfadisticamente no significativo
; -
70| —
1 »
& i o . ' FTl vs F12 o = estadislicomente no -
o ) . H . : | tpareado | ignificativo '
- 1
g 501 . 1 TC1 vs IC2 p = estadisficomente no |
32 ! . significalivo '
8 w0l . t t
$ -
[ ! E ~—
B i . $ . ~
B » . L " ‘ Grupo Hll vs FT p = esladisticamente
| . . . tstudent no significalivo
0 | . Grupo lll vs F12 p = estadisticamente
| . no significativo
°; T B N D Grupo llvs IC] p = estadisicamente
CONYACL T teta (o3 TY 2d3 ioma YT Yarxtoma TC 2t toma 1 no significativo
! Grupo Il vs IC2 p = estadisticamente
; o significativo
1 ~
i Tra = Tralamiento
1 Y= liempo

‘ f11 <= Foclor de Transferencia 1°. foma
| F12 = Factor de Transferencia 2°. tomo

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

_ v N | TC1 = Tratomiento Convencional 1°. toma
TC = Tratamiento Convencional 1C2= Tuestamianta Canvancianal 7 tomn

a) Gréficamente se observa un incremento en el nimero de neulréfilos
en los pacientes que cursan con DA al inicio y termino de sus fratamientos, al
ser comparados con el grupo confrol. Aunque esta diferencia es
estadisticamente no significativa.

b) Al comparar gréficamente las dos tomas de muestra realizadas se
observa que en ambos grupos tienden a disminuir sus valores en los segundas
tomas de muestra realizadas.

c) Con respecto ol andlisis de los fratamientos recibidos no se

encuentron cambios estadisticamente significativos.
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Grdfica 2

Tra p= astadistioamente no significativa

. ANOVA
Neutrofilos t p = estadisticomente no significativo
o = ]
| -
o . t-paveada | F11 vs f12 p = estadsticomenie no
significativo
[ H . . TC1 vs TC2 p = estadisficomente no
E . " signfficativo
E o0 ' . . ~—
3 ’ s L] L Bl /
G a P ¢ ' H
o = . . H ¢
.
. i Grupo Il vs FT p = 0.005
¢ | kstudent Grupo N vs FI2p=0.013
| Gtupo I vs TICT p = 0.006
L ; ) - . - - Grupo it vs IC2 p = 0.001
[} ¢ 1 ) . 3 ]
CONTROL Y 12 ora FF 22 omd TC 16 kitis 1€ 26 1082
A\
Tta = Trolamiento
t = liempo

FT1 = Factor de Transferencia 1°. toma
F12 = Factor de Transferencia 2°. toma

. : 1C1 = Tratomiento C jonat 1.
TC = Tratamiento Convencional 1C2= Tiotomisnto Convanciondl 2+ lome

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

a) Al convertir los valores porcentuales en cel/mm?. Observomos que
nuestro grupo control presenta un incremento en el nimero de neutréfilos al
comparario con pacientes que cursan con DA al inicio y al témino de sus
tratamientos respectivos. Siendo estas  diferencias  estadisticamente
significativas.

b) Al comparar la primera toma de muestra con la segunda toma por
grupo de trabgjo, se observa graficamente que para ambos grupos existe una
disminucién en los valores de neutrdfilos al finalizar su tratamiento. Aunque
dicha disminucién es estadisticamente no significativa.

c) Al comparar los iratamientos recibidos (FT y Convencional] no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Graﬂcu 3 _‘7_—’ = . o "“_‘!
Tro p= esfadisticomente no significative !
. ANOVA
Monocitos t p = estadisticomente no significativo
8 —
- -
FT1 vs FT2 p = esfodisticamente no
e 2 . t-pareada | ignificativo
" . o o TC1 vs IC2 p = eslodisticomente no |
K] significativo |
E 4 ° L] . 1
8 o . e 3 >
% 2 o ° o . L] Grupo il vs fT1 p = estadisticamente
N3 R . o . . t-student no significativo »
Grupo Il vs F12 p = estadisticamente
0 . . no signficativo
Grupo Il vs TC p = esladisticamenie
no significativo {
N Grupo lll vs TC2 p = eslodisticamente |
1 2 - 4 5 - o .
CONTROL FT tethtoma JT 2datema TC fers toma TC 2ma loma no signfficativo

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

1C = Tratamiento Convencional

Tra = Tratamiento

t = tiempo

FT1 = Factor de Transferencia 1°. foma
F12 = Factor de Transferencia 2°. foma

S

TC1 = Irotamiento Convencional 1°. torma
TC2= Tratamiento Convencional 2°, foma

a) Para la poblacién de monocitos, gréficamente se observa que 1os
pacientes que cursan con DA presentan una ligera tendencia a incrementar
los niveles de monocitos al compararios con el conirol sano. Sin embargo,
dicha tendencia no es estadisticamente significativa.

b) Para los pacientes del Grupo | al comparar sus dos tomas de muestra
se observa una disminucidon en los niveles de monocitos al iémino del
tratamiento con FT. En el Grupo Il la elevacidn de esta poblacién celular se
presenta después del témino del fratamiento al cual fueron sometidos. Ambas
comparaciones son estadisticamente no significativas.

c) Con respecto a los tratamientos administrados estadisticamente no

se encuentran valores significativos.
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Gréfica 3’

Tra p= estodisticamente no significativo

T ey bl

' 2 5 i " a Grupo Il vs 1C2 p = estadisticomente
CONTROL FT (s o FY 768 oM@ TC lava inota TC 208 e no siani-ﬁcch'vo

ANOVA
Monogcitos t p = estadisticomente no significativo
o7
¢ * FIl vs FI2 p = esladisticamente no
& % tpareada | significativo
“ | JIC1 vs TC2 p = estadisticamente no
€ . N signlficotive
«0
= e .
. M ! Grupo il vs FT1 p = estadisticamente
2 t { . ' s po | Hlp L
8 ! b . H no significativo
; o ] ' ! tstudent Grupo Il vs 12 p = estadisticamente
oi . . no significative
! Grupo lll vs ICH p = estodisficamente
L = no significativo
0

Tra = Tratamiento

FT = Tratamiento Factor de Transferencia | t=tiempo )
FT1 = Foctor de Transterencia 1°. foma

TC = Tratamiento Convencional F12 = Factor de Transferencio 2°. toma

a) Al comparar los pacientes que cursan con DA con el control sano,
gréficamente se observa gque los pacientes que cursan con DA presentan una
disminucidén en sus niveles de monocitos con excepcidn de los pacientes del
Grupo | quienes presenian un incremento en dicha estipe celular al ser
comparadas con el control sano. Dichas comparaciones son estadisticamente
no significativas.

b) Comparando las dos tomas de muestra realizadas por grupo de
frabajo en el Grupo | se observa una disminucion en [os niveles de monocitos
al {émino de su tratamiento con FI. Para los pacientes fratados
convencionalmente se observa un ligero incrementio en el nimero de
monocitos al  témino de su fralamiento. Estas  variaciones  son
estadisticamente no significativas.

c) Con respecto a los tratamientos administrados tampoco se

enconiraron valores estadisticamente significativos.
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Grdfica 4

PR — _
Eosinéfilos Tro p= estadisticamente no significativo
1 e ANOVA
. t p = estadisticomente no significolivo
8 J . —
z . . ' Il vs FI2 p = estadisticomente no
D { ! tporeada | ggnifcativo
§ g ° i TCl vx IC2 p = estadisticamenle no
8 o o . é - significativo
[T} . . . —
& 2 . e -
¢ . R . . Grupo fll vs FT1 p = estodisficomente
. R . o . t-siudent no significativo
d : Grupo Hl vs FI2 p = estadisticamente
| no significativo
. | Grupo Il v TC1 p = estadisticamente
o CONTROL T 108 toma FT 200 ims 1€ Sem rns 1€ 30 o | no signfficativo )
{ Grupo il vs 1C2 p = estadisticamente
no significativo
~
Tra = Trotomiento
} = tiempo
FT1 = Factor de Transferencio 1°. toma

FT = Tratamiento Factor de Transferencia | m12 = factor de Transterencio 2°, toma
. T1C1 = Trolomiento Convencional 1°. foma
1C = Tratamiento Convencional 1C2= Tratamiente Convencinnnl 2 fomn

Graficamente se observa que en el Grupo Il existe un valor que se
encuenira por demds valores reportados para dicho grupo. Al ser solo un valor
quien presenta esta tendencia no es considerado para el andlisis grafico.

a) Al comparar los pacientes que cursan con DA con el grupo control se
observa un incremento en el porcentaje de eosindfilos al inicio y término de
sus tratamientos. Dicho incremento es estadisticamente no significativo.

b) Tomando en cuenta las dos tomas de muestra realizadas por grupo
de trabajo. Para el Grupo | al 1émino del tratamiento se observa una
disminucidn en los valores de eosindfilos. Para el Grupo Il los valores de
eosindfilos permanecen sin cambio al inicio y témino de su fratamiento. Las
variaciones observadas son estadisticamente no significativas.

c) Considerande los tratamientos recibidos (FT y convencional) por

grupo de pacientes no se observan cambios estadisticamente significativos.
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Grdfica 4° ]
Tra p= estodisticamente no significafivo |
ANOVA
Eosindfilos 1 p = estadisticomente no signifiicafivo
120 —T
1000 . | fM wvs FI2 p = estadistcoments no
! i pareada | ggnificativo
» & ! 1C) vs T1C2 p = estadisticomente no
E - 3 ! significativo ]
: : |
3 @ % \ "z
9 P L . Grupo Il vs fT p = estodisficomente
O = . [} ‘ {<student no significativo
e - . [ . . Grupo il vs FT2 p = estadisticamente
0 . . . . . no significativo
Grupo i vs IC1 p = estadificamente
‘; ’ ; N . A Y no significativo
CONTROL 57 lardxoma FT 203 0ma TC 1éra 1674 TC 202 0 Grupo 1ll vs TC2 p = esfodisicamente
no significativo
~
. . Tra = Tratamlento
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 1= fiempo
FTY = Factor de Transferencio 1°. fora

TC = Tratamiento Convencional F12 = Foctor de Transfersncla 2°. foma
1C = Trotomiento Convencional 1°. foma
TC7= Trofamianto Convancinnol 72 inma

Graficamente se observa que en el grupo contral axiste un valor que se
encuenira por arriba de los demdés valores reportados para este grupo. Por lo
cual dicho valor no es considerado para el andlisis grafico de esta poblacion.

a) Al comparar los pacientes que cursan con DA con el control sano
gréficamenie no se observan cambios significativos; con excepcién del Grupo
I en su primer foma de muesira en donde sus valores de eosindfilos se
encuentran por encima de los reportados para el grupo confrol. Estas
diferencias no son estadisticamente significativas.

b) Comparando la primera toma de muestra con la segunda foma
realizada por grupo de frabgjo. Para el Grupo | al témino del tratamiento se
observa que existe una tendencia a disminuir los valores de dicha estirpe
celular. Para el Grupo Il no existe un cambio considerable en sus valores de
eosindfilos al inicio y término de su tratamiento. Dichas variaciones no son
estadisticamente significativas.

c) Al comparar ambos tratamientos (FT y convencional) no exsten

cambios estadisticamente significativos.
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Grafica 5

% de Células

7
{ Tra p= estadisticomente no significativo |
| {
Baséfilos | ANOVA !
Pae— s —— \ i p = estodisticomente no significativo
1
5 - | —
f | FI1 vs F12 p = estadsficormente no
4 . | t-poreado | ggnificativo
; . | IC1 vs TC2 p = estodisticomente no
31 . ? | significativo
2 - . L] i N—
{ { -
'l P - . . » i | Grupo Il vs FT} p = estadisicamente
| | tstudent no significativo
0! . . . . ™ | Gmpo It vs'l-T2 p = estadisticamenie
: i no significotivo
| ST S e - - . = 4 ( Grupo (il vs ICY p = estadisicamente
° (.ON;ROL vr Iui roma £1 2«3\"\"\! 1c |:la oy TC !)’da LU N “ no ﬁgniﬁco“"o
I Grupo It vs TC2 p = esladisticamente
[ no significativo
“ ~
. ; , Tra = Tratamiento
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 1= tiempo
|

fT1 = Factor de Transferencia 1°. toma
F12 = Factor de Tronsferencia 2°. fomo
1C1 = Irotamiento Convencionat 1°. toma
1C9= Tratomianta Crnvancianal 22 inmn

TC = Tratamiento Convencional

Grdaficamente se observa en el grupo control y en el Grupo Il. en su
primera toma de muestra, que existe en cada uno, un valor por encima de 1os
demds valores reportados para dichos grupos. Al ser solo un valor quien
presenta esta tendencia no es considerado para el siguiente andlisis.

a) Al comparar los pacientes que cursan con DA con el grupo control se
observa que el nimero de baséfilos se encuentra elevado en la mayoria de
ellos con excepcidén del Grupo Il en su primer toma en donde sus valores son
similares a los del grupo control. Estas diferencios son estadisticamente no
significativas.

b) Al comparar las dos tomas de muestra por grupo de trabgjo se
puede observar que en el Grupo | al término del tratamienio existe una
disminucién en los niveles de basofilos. Para el Grupo Il el aumento en el
numero de basofilos se presenta al término del tratamiento. Dichas diferencios
son estadisticamente no son significativos.

c) Al comparor los tratamientos (FT y convencional) no se aprecian

cambios estadisticamente significativos.
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Grdfica 5
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FT = Tratamiento Foctor de Transterencia

TC = Tratamiento Convencional

e
Tro p= estadisticamente no significativo
ANOVA
t p = estodisticamenta no significativo
N

-

M wvs A2 p = estadkticamente no
t-pareada | ggnificotive

TIC) vs 1C2 p = estadisficamente no
significotivo

SN—

~

Grupo (Il vs FT1 p = estodisticamente

| t-student no significofivo

Grupo Il vs F12 p = estadlsticamente
no significativo
Grupo llvs IC1 p = astadisticomente
no significativo
Grupo lit vs 1C2 p = estadisticomenie
no significativo

~

Tres = Trafamiento

t = iernpo

FT1 = Factor de Transterencia 1°. toma
FT2 = Foclor de Transferencia 2°. tomao
1C1 = Trotamiento Convencional 1°. foma

1C.2= Tratamianta Convaocinnal 2 toman

a} Al comparar los Grupos | y Il con el grupo control no se observan

cambios significativos en la poblacién de basdfilos en los pacientes que

cursan con DA. Esta diferencia es estadisticamente no significativa.

b) Al comparar la primera toma de muestra con la segunda toma

redlizada por grupo de frabajo en el Grupo | se observa una ligera disminucién

en los valores de basofilos al 1érmino de su tratamiento. Para el Grupo I sus

niveles de basédfilos permanecen constantes al inicio y al témmino del

ratamienfo. Dichas variaciones son estadisticamente no significativas.

c) Con respecto a los tratamientos recibidos (FT y Convencional) al

compararios se obtiene valores estadisticamente no significativos.
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Grdfica é

Linfocitos Totales
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i
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1 2 3 4 5 5
CONTROL FT Vowa g FT 224 )mé 1€ lera 073 1C 22 omd

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

TC = Tratamiento Convencional

Tra p= estadlsicamenie no significativo
ANOVA
t p = estadisticomente no significative

et
1 vs A2 p = estadisficomenie no ,

t-poreado | gignificativo

YC1 vs TC2 p = estadisticomenie no .
significativo
—
P
Grupo W vs FT1 p = estaditicomente
tstudent no significafivo
Grupo il vs FT2 p = estadisticomenie
no significotivo
Grupo I8 vs TC1 p = estadisticomenie
no signéicativo
Grupo il vs TC2 p = estadisticamente
no significativo

~
Tra = Tratomiento
} = tiempo
11 = Factor de Transferencio 1°. toma
F12 = Factor de Transferencia 2°. foma
TC1 = Trotamiento Convencional 19, toma
TC2= intamiantin C.orwancinnol 7 {ama

Pora la poblacién de linfocitos totales graficamente y estadisticamente

no se encuentran cambios significativos al comparar los pacientes que cursan

con DA con el grupo control; tampoco se encuentran diferencias al comparar

las dos fomas de muestra realizadas, osi mismo no hay diferencia al realizor la

comparacion entre tratamientos.
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Grdfica 6’ SO

. Tra p= eslodisticamente no significativo
Linfocitos Totales ANOVA
- i p = estodisticamenie no significotive
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; significativo
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Grupo Il vs FT) p = 0.002

Grupo llvs F12 p = 0.001
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¥ Grupo It vs 1C2 p = estadisticomente
3 no sianificativo

] E tstudent
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0 1 2 3 4 E)
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Tra = Trotomiento
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 1 "emee
FT1 = Foclor de Tronsferencia 14. tomao
i 5 FT2 = Foclor de Tronsferencio 2°. foma
1C = Tratamiento Convencionadl TC1 = Mratamiento Convencional 1. toma
! TC2= Tratamiento Convencional 2°. foma

i

a) Al realizar la conversion de porcentajes a No. de cel/mm3
gréficamente se observa que existe una ligera disminucién en la poblacién de
linfocitos totales en pacientes que cursan con DA con la excepcidn de la
segunda toma de muestra del Grupo Il en donde existe un incremento en
dichos valores al ser comparados con el control sano. Dichas vanaciones son
estadisticamente significativas excliuyendo la Ultima comparacion.

b) Al comparar las lomas de muestra por grupo de trabagjo
gréficamente se observa que existe una disminucién en los valores al témino
del tralamiento en el Grupo I. Para el Grupo |l la elevaciéon en el nimero de
linfocitos totales se presenta hosta la segunda foma de muestra. Estas
diferencias son estadisticamente no significativas.

c) Al comparar tratamientos (FT y convencional) se encueniran valores

estadisticamente no significativos.
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Subpoblaciones Linfocitarias (Citometfria de Flujo)

Gréfica 7 j Tra p= 0.001
ANOVA
Linfocitos T | tp=0.00)
PO = .

-

R ! : t-pareada significafivo
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no significativo

' 2 3 + 3
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Tra = Tratamiento

= liempo
FT1 = Factor de Transferencia 1°. toma
F12 = factor de Transferencia 2°. foma
TC1 = Tratamiento Convencional 14. toma
1C.2= Trntamianin Coanvancinnnl 7° fnama

F1 = Tratamiento Factor de Transterencio

TC = Tratamiento Convencional

! Grupo lllvs TCY p = estoditicamente

a) Al comparar los pacientes que cursan con DA con el control sano, se

observa que los pacientes con DA tienen valores elevados de linfocitos T
{CD3+) al inicio y al témino de sus tratomientos comespondientes. Cuyo
incremento es estadisticamente significalivo en el caso del Grupo | en su
primer toma de muestra.

b) Al comparar las dos tomas de muestra por grupo de irabajo. En el
Grupo | no se observan cambios significativos en dicha poblacion celular. Para
el Grupo Il se observa una ligera disminucién de linfocitos T (CD3+) al témino
del tratamiento convencional. Dicha disminucidn es estadisticamente
significotiva.

¢} Al comparar los pardmetros de fratamiento y fiempo se obtienen
valores estadisticamente significativos. Por lo que en este caso el FT y el
tratomiento convencional no presentan los mismos resultados sobre la

poblacién de linfocitos T.
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Grdfica 7 | Tra p= estadisticamente no significativo
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Tro = Trotomiento
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. N T = Faclor de Transferencia 1°. foma
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 12 = factar de Tranderencia 2°. foma
X 3 1C1 = Tralamiento Convencional 1°. foma
TC = Tratamienio Convencionot TC2= Tratamiento Convencional 2°. foma

a) Para la poblacion de linfocitos T (CD3+) gréficamente se observa que
los pacientes que cursan con DA presentan una disminucion en los valores de
dichc poblacién celulor al ser comparados con el Grupo Control. Esta
disminucién es estadisticamente significativa solo al comparar la segunda
toma del Grupo |y 1a primer ftoma del Grupo i con el Grupo Il

b) Comparando la primer toma de muestra con la segunda toma del
grupo fratado con F, se observa que al término del tratamiento existe una
disminucién en los niveles de linfocitos T. Para el Grupo |l se observa que los
pacientes tratados convencionalmente no presentan modificaciones en el
ndmero de linfocitos T antes y después del fratamiento. Estas variaciones son
estadisticamente no significativas.

c) Al comparar los fratamientos se obtiene valores estadisticamente no

significativos.
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Grdfica 8 S oS moawmr .

Tra p= estadisticamenle no sgnificativo

Linfocitos B ANOVA
NE—S——— tp =0.044
- - | =
- i FT1 vs f12 p = esfadisticomente no |
@ | l t-pareada | significativo
I B . . | | 1IC1 vs 1C2 p = esladisticomente no
3 - . 0 T significativo
o =» . . i _
B - ¢ i 3 : . P >
. |
® | . t ¢ . i
© . t ; Grupo (il vs FT1 p = estadisticamente
. > i H | {=sfudent no significativo
° *

Grupo lil vs FT2 p = estadisticamente
0 — - L . o B } | no significativo
° T 7 5 . 5 5 i Grupo illvs TC1 p = 0.006
CONTRCL FI Yo fomas FIaawma TG lese tema TC 2a» lomp { Grupo il vs TC2 p = estadisicamente
no significativo

.
Tra = Tratamiento
t = ermpo
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | 11 = Factor de Transferencia 1°. tomo
F12 = Foctor de Transfetencia 2°. toma

1C = Tratomiento Convencionadl | TC1 = Tralamiento Convencional 1°. tomo
| 9= Tintamienta Convancianal 2 {omn

a) Para los linfocitos CD19+ o linfocitos B. grédficamente se observa un
incremento en los valores obtenidos para los pacientes que cursan con DA al
ser comparados con el grupo conlrol al inicio y témino de sus tratamientos.
Dicho incremento es estadisticamente significativo sélo al comparar la primer
toma del tratamiento convencional con el grupo controi.

b} Al comparar las tomas de muesira realizadas a 105 dos grupos de
estudio, observamos una tendencia a disminuir el porcentagje de linfocitos 8 al
término de ambos tratamientos. Estas comparaciones no son estadisticamente
significativas.

¢} No se encuentran diferencias estadisticamente significativamente al

comparar tratamientos.
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Grdfica 8' —— S N

) 3 | Tra p= estadisticamente no significativo
Linfocitos B ANOVA
O P 5 — { t p = estadisticomente no significativo
1600 ! e =~
1 -
lm-l b M vs FI2 p = estadikticomente no
“ ! t-pareada | ggnificativo
E W : . TC1 vs 1C2 p = estadisticamente no
E 4000 . ’ signfficativo
@ |
1 L] %
g 800 ¢ . g : : N
N c e <
o ! ] : $ . Grupo Il vs FT1 p = estadisticamente
i H M : . tstudent | nosignificativo
! . N . Grupo Hlivs FT2 p = 0.014
1 . s * Grupo lil s TC1 p = estadisticamente
0! + e i T - < no significativo
0 CONTROL Y tem e ﬁza}:um TC e s rcgq,-./_-v. ¢ Grupo lil vs TC2 p = estadisticomente
no significativo
~
Tra = Tratamiento
t = tiempo

FT = Tratamiento Factor de Transferencia | fr1 = ractor de Transferencia 1°. toma
£12 = factor de Transterencia 2°. toma
T1C1 = Tratamiento Convencional 1°. toma
L 9= Trn!nmienfn Canvancional 7° toma

TC = Tratamiento Convencional

a) Al analizar la poblacién de linfocitos B en unidades de cel/mm3 se
observa que los pacientes que cursan con DA presentan niveles de linfocitos
CD19+ por debajo de los reportados para el grupo control. Esta disminucién es
estadisticamente significativa sélo al comparar ia segunda toma del Grupo |
con el grupo control.

b) Al comparar las dos tomas realizadas a los pacientes por grupo de
estudio. En el Grupo | se aprecia una disminucion en los valores de linfocitos B
al témino del tratamiento. Para el Grupo Il se observa un incremento de
linfocitos CDI19+ al término del tratamiento comrespondiente. Dichas
diferencias son estadisticamente no significativas.

c) Al comparar ambos tratamientos (FT y convencional) los valores

encontrados son estadisticamente no significativos.
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[
Gidfica 9 p .
| Tra p= estadisicamente no significativo

o ANOVA
Linfocitos NK t p = estadisticamente no significotivo
—— e
~—~
2a : * . ! -
. . FIl vs F12 p = estadkticamenie no
w 2 . . . t-poreada | significativo
& . . e TC1 vs TC2 p = estadisficomente no
% ‘. . significative
[SRT : £
$. 2 . . i ° >
M .
® A ¢ . . s Grupo il vs FT1 p = estadisicamenie
s ¢ . N tstudent no significativo
o Grupo Il vs fT12 p = estaditicomente
IR [ - — e no significativo

ccu;non Fr |N3I‘J-u S :’:\'v'n) IC\:--\ oma vc;.mw ¢ GFUpO s TCY p= es'odkﬁcum'e
no significativo
Grupo (il vs TC2 p = esladisticomente
no significativo

A
Tra = Tratamiento
t = tiempo
FT = Tratamiento Factor de Transferenciq 1) = Factor de Transferencio 1°. toma
12 = fFactor de Transferencio 2°. foma

1C = Tratamiento Convencional 1C) = Tratamiento Convencional 1°. foma

109= Triatamirnia Convencional 2 tnma

a) Al redlizar la comparacién entre los grupos de trabgjo (Grupo |y
Grupo I} con el grupo control se observa una tendencia a incrementar el
porcentaje de células NK en pacientes que cursan con DA; con excepcion de
la primer toma de muestra del Grupo |l en donde se observa una disminucion
en esta estirpe celular al ser comparada con el Grupo lif. Dichas diferencias
son estadisficamente no significativas,

b) Al comparar las dos tomas de muestra por grupo de frabagjo se
aprecia que para ambos grupos de estudio, al témino de su tratamiento
existe un aumento en el porcentagje de células NK. Este aumenio es
estadisticamente no significativo.

c} Al reglizar el andlisis enfre tratamientos (FT y convencional) se

obtuvieron valores de p estadisticamente no significativos.

58



Gréfica 9’ Tra p= estadisficomente no significativo
ANOVA
t p = esladisticarmenie no significofivo
Linfocitos NK \ :
3600 —
: i FT1 vs FT2 p = estaditicamente no
250 4 i ! t-pareada | gignificativo
j ! 1C1 vs 1C2 p = estadisticomente no
cg 2000 i ; significotive
Ewmi . >
§ | ° » : ! 4
3 w0 e . i Grupo Hll vs FTY p = estadisticamente
8 | . . ° ¢ t-student no significative
50 | . . 1 Grupo il vs F12 p = estadisticamente
| : : H ! : : no significativo
0 [ i Grupo Hlvs IC) p = estadisficomente
i | no significativo
;_—“-‘“; ; s M 5 o Grupo lil vs TC2 p = esladisticomente
CONTREA FT lam toma FT 722 0ma TC Teva wama 1C 2a borss no significotfivo
N
Tra = Tratomiento
t = iempo

FT = Tratamiento Factor de Transferencia | Fit = factor de Transferencia 1° fome
F12 = Facter de Transferencia 2°. toma

TC1 = Tratamiento Convencional 1°. tomo
1C7= Trotamiaatn Convancional 2 tama

TC = Tratamiento Convencional

a) Al realizar la conversion de unidades a cel/mm? para la poblacién de
linfocitos NK graficamente no se observan cambios importantes al comparar
los grupos de estudio con el grupo control. Esta comparacién es
estadisticamente no significativa.

b) Al comparar las tomas de muestra en el Grupo | no se observan
cambios considerables af inicio y al témino del tratamiento con FT. Para el
Grupo |l existe un incremento en la poblacion de células NK al {érmino de su
tratamiento. Dichas variaciones no son estadisticamente significativas.

c) Al analizar los fratamientos (FT y convencional) no se encuentran
diferencias importantes obteniéndose valores de p estadisticamente no

significativos.
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% de Células

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

Grafica 10

Linfocitos CD4

 }
T
t . N
SR S

- PRI |

L]

S 0 S s

1 2 3 4 §
CONTROL 71 Jeta1oma FT 2datena TC fora1oms TC Zod loaw

TC = Tratamiento Convenciondl

——

Tra p= estodisticomente no significative

ANOVA
t p = estadisticamente no significativo
-
1 vs T2 p = estadisticamente no
t-pareada | ignificativo
TC1 vs TC2 p = esiadisticamente no
significotivo
- -
P
Grupo ill vs FT1 p = estadisticamenie
t-student no significativo

Geapo Il vs F12 p = estadisticomente
no significativo
Grupo Il vs TC1 p = estadisicamente
no significalivo
Grupo lll vs TC2 p = estadisticamente
no significativo

-

Tra = Tratamiento

t = fiempo

FT1 = Foctor de Transferencio 1°. torma
12 = Foctor de Transterencia 2°. toma
1C1 = Trotomiento Convencional 1°. toma
IC2= Tetatamianta C.anvancional 72 {arma

a) Considerando la poblacién de linfocitos T CD4+ (Th) {Cooperadores)

graficamente no se observan variaciones en los valores encontrados para las

personas que cursan con DA al ser comparados con el grupo control. Esta

comparacién es estadisticamente no significativa.

b) Al comparar dos tomas de muestra por grupo de trabgjo no se

encuentran graficamente y estadisticamente variaciones significativas.

c) Al realizar el andiisis de los tratamientos {FT y convencional] no se

encuentran cambios estadisticamente significativos.
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Grdéfica 10
Linfocitos CD4
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FT = Tratamiento Factor de Transferencia

) 2 3 ‘
CONTROL FY lera1oms £7 203 1oma TC feva tona 1C 209 ova

TC = Tratamiento Convencional

Para la poblacién de

ANOVA

t-poreada

t-student

—
Tra p= estadisticamente no significativo

{ p = estadisticomente no significativo
—

e

FTI1 vs FAI2 p = estaditicomente no
significatfivo

IC1 vs IC2 p = esladisticomente no
significativo

~—
>

Grupo (Il vs F11 p = esladisticamente
no significativo

Grupo il vs F12 p = esladisticomente
no significafivo

Grupo Il vs TCL p = estadisticomente
no significativo

Grupo Itf vs IC2 p = estadlsticomente
no significative

-

Tra = Tratamiento

1 = tiempo

F11 = Factor de Transferencio 1¢. toma
FT2 = Faclor de Transferencla 2°. fomao

YC = Tratamiento Convencional )°. foma

TC2= Untnmianto Convancionnl 7 tama

linfocitos

T CD4+

{Th) (cooperadores)

gréficamente y estadisticamente no se encuentran cambios considerables al

realizar las comparaciones comespondientes, obteniéndose valores de p

estadisticamente no significativos en todas las pruebas realizadas.
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Gréfica 11

Linfocitos CD8
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CONTROL FT teraioma FT 2datwna TC 1eraoma 1€ 208 “>ma

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

TC = Tratamiento Convencional

P S

i

ANOVA

-pareada

t-student

Tra p= estadisticamente no significativo
t p = estadisticamente no significativo

—
Il vs F12 p =
significativa

TCY vs 1C2 p = estadisficamente no
significativo

estadisticomente no

N~—
Vas

Grupo lllvs FT) p = 0.024

Grupo Il vs F12 p = estadisticomente
no significafivo '

Grupo lll vs TC1 p = estadisticomente
no significativo

Grupo il vs TIC2 p = estadisticomente
no significativo

-

Tra = Tratomiento

1 = tiempo

11 = Factor de Transferencia 1°. toma
. F12 = Faclor de Transferencia 2°. tomo
1 TC\ = Tratomiento Convencional 1°. toma
> T1C2= Trntamiantn Convancinnal 22 tnmaea

a) Para la poblacion de linfocitos T CD8+ (Tc) (Citotéxicos) graficamente

se observa que los pacientes que cursan con DA no presentan cambios

significativos en dicha estirpe celular of ser comparados con el control sano.

Con excepcion del Grupo | en su primer toma de muestra. En donde

reobserva un ligero incremento de dicha poblacién celular, al ser comparado

con el Grupo lIl. Dicho incremento es estadisticamente significativo.

b) Al comparar las tomas de muesfra por grupo de frabajo se observa

que en ambos grupos al {émino de sus fratamientos existe una ligera

tendencia o incrementar

estadisticamente no significativa.

SUS

linfocitos T CD8+.

Dicha variacién es

c) Al comparar los tratamientos (FT y convencional) se obtienen valores

estadisticamente no significativos.
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Gidfica 11 ’
Tra p= estadisticamenie no significativo
ANOVA
Linfocitos CD8 t p = estadisficamente no significativo
[ e ————r *—-‘: —
1800 1 o
| . H fT1 vs FI2 p = esladisticamente no
140 | t-pareada | ggnificativo
“ | TC1 vs IC2 p = estodisticomente no
E ™| i significativo
g o0 [ e L |
i ¢ | —
5 = HE- t ‘
® o | i o ¢ . Grupo Il vs FTI p = estadisticomente
o ‘ . . i M ! V-siudent no significativo
“ ¢ P - Grupo lll vs F12 p = estadisticomenie
o | . . o s 9 ! no significativo
| * . s | Grupo ll vs IC) p = estadisticomente
ak ' < Y T 3 ': no significativo
CONTHOL 7 1er wma FT 263 1oma TC 13 10ma 1C 70 foma Grupo il vs TC2 p = estadisticamente
no significativo
~
Tra = Tratamiento
t = fiempo
5 i FT1 = Factor de Transterercia 1*. toma
FT = Tratamiento Factor de Transferencia | m; = raclor de Transterencia 2°, toma

. . 1C = Tratamiento Convenclonal 1% foma
TC = Tratamiento Convencional | 1092 Trdnmisnin Convansionnl 2 fome

]

|

a) Al redlizar la comparaciéon de los pacientes que cursan con DA con
el grupo control graficamente se observa que los pacientes con DA presentan
una disminucién en sus valores de linfocitos T CD8+ (Tc) (citotéxicos) al
principio y témino de su tratamiento. Dicha disminucion es estadisticamente
no signiﬁcaiiva.'

b) Comparando las tomas de muestra, en el Grupo | no se presenian
combios considerables al inicio y témino del fratamiento con FI. Para el
Grupo Il se observa un ligero incremento en los linfocitos T CD8+ al término del
tralamiento convencional. Estas varaciones no son estadisticamente
significativas.

c) Con respecto a los fratamientos administrados (FT y convencional) no

se encontré diferencia estadisticamente significativa.

63



e

Lei(os ‘

Totales i3} bd = = = 1] =
Neautrofilos v ¥ v v ® ] i3] ]
Monocitos v v v v v e =
Eosindfilos v v v v v = = =
Basofilios v v = v = = - -
Linfocitos _ N _ _

Totales - h " - * * x v
Linfocitos T ] v 4 v x 3 x
Linfocitos B v 4 2] v x B % x
Linfocitos NK ¥ v x v = = = =
Linfocitos = = = = - - = =

Ch4 - - =
Linfocitos o - = =

cD8 = = % % x x
incremento estadisticamente significativo La tabla muestra el resumen de o3 resultados obtenidos
¥ | Incremento estadisticamente no significativo . , . .

en las graficas anteriores, sefalando las alfergciones

Disminucién estadisticamente significativo

x

Disminucion estadisticamente no significativo

Mo presenta cambios estadisticamente
significativos

H

enconfradas en los grupos de trabajo {Grupo |y Grupo 1
al ser comparados con el grupo conirol



Relacién CD4 / CD8

1 [207 195 [ 141 [ 136 ] 1.8 |

Valor Promedio

L5 o7 ] 1os 1128 ] 157 1.5 |
9 [ 119113 1087 | 17 | 277 |

Promedio

1.6 1.37 | 148 | 1.78

215

RELACION CD4 / CD8

@ Control Sano
Wia tomaFT
D2a. toma FT
DO1a. toma TC
d2a. toma TC
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Tra p= 0029
ANOVA
1 p = estadisticamente no significativo
e
FT1 vs F12 p = estadisticamente no
significativo
tpareadal  1CY vs 1C2 p = estadisticomente nc
significativo
?Gropo it vs FIl p = estadisticamente no
significativo
Grupo Wt vs FI2 p = estadislicamente no
tstudent significativo
Crupo W vs TCY p =  estadisticomente no
significalivo
Grupo W vs TC2 p = esladilicamente no
significativo
AN
Tra = Tratamiento
{ = fiermpo
FT1 = Factor de Transterencia 1°. foma
F12 = Factor de Transferencia 2. foma
TCT1 = Trotomienio Convencional 1°. forna
IC2= Tratomiento Convencional 2. forma

a} Gréficamente se observa que la relocion CD4 7 CD8 en los pacientes
que cursan con DA se ve allerada o ser comparados con el confrol sano.
Dicha alteracién no es estadisticamente significativa.

b} Al comparar las tomas de muestra por grupo de trabagjo,
graficamente se observa que ol término de los fratomientos corespondientes,
existe un ligero incremento en ia relacion CD4/CDB. Este incremento es
estadisticamente no significativo.

¢} Al redlizar la prueba estadistica de ANOVA se obfiene una diferencia
significativa en el pardmetro de tratamiento. Por lo que en este caso el FTy el
tratamiento convencional no presentan el mismo resultado en la relacién
CD4/CD8.
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Resultados proporcionados por el laboratorio del hospital “Lépez Mateos™

Grupo | DA tratados con FT

Encino, fresno, abedul,
3 Negativo manzana, durazmno,
chabacano, acaro

I B T B S

i Gato, poivo, acaro, abeddl,
I T R B

Grupo Il DA fratados con TC

1| 460 | 468 |  Negalivo __|Caseina.poio. dcaro
|3 | 943 | 1000 [ __ Negativo ___[Encino. polvo, 4caro, gato

7 | 55 | 30 | __ Negalivo __[Pescado, naranja. polvo. dcoro, gato

) sl Acaro, polvo, perro, fresno, abedul,
B T R T
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Grupo il Condrol Sano

5 [ 83 |  MNegafivo |  Negafivo |
_-!!.

Promedlo 89 .44

Como se puede observar en todos los casos, para los pacientes que
cursan con DA, independientemente del grupo de trabajo. presentan pruebas
cutd@neas positivas a diversos alérgenos. Esto no sucede con las personas de
los controles sanos, los cuales presentan pruebas cutdneas negativas.

También se observa que para todos los grupos de estudio (Grupo I, Il y
M) los resultados de sus exmenes de coproparasitoscopia son negativos. Esto
es muy importante ya que en infecciones parasitarias también existe un

incremento en los niveles de IgE total.

IgE Totatl
IgE Tra p= 0.037
300 ANOVA
T . { p = estadisticamente no significativo
.
200 |
S FTI vs FT2 p = 0.031
8 . v tpareada [ 1CI vs TC2 p = estadsticamente no
(=) ° . . | significativo
w .
B om0 e s H .
L] "y L3 Ld
00 ° . i H
. [} Grupo lllvs FT1 p = 0.001
o e Grupo lvs F12 p = 0.00}
L . = tstudent Grupo ltvs TC1 p = 0.001

0 ' 2 ) 4 5 1] Grupo litvs TC2 p =0.001

COMTROL FT twra toma FT 2rte toma TC lera toma TG 2da o

Tra = Tratamiento

t = fiempo

FT1 = Factor de Transferencia 1°. foma

F12 = Factor de Transferencia 2°. toma
TC1 = Tratamiento Convendionat 1°. toma
TC 2= Tratamiento Convencional 2°. toma

FT = Tratamiento Factor de Transferencia

TC = Tratamiento Convencional
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a) Gréficamente al comparar los pacientes que cursan con DA se
observan valores muy por encima a los reportados por el grupo control. Esto se
presenia antes y después del fratamiento comespondiente. Dicha variacién es
estadisticamente significativa.

b} Al andlizar tas fomas de muestra por grupo de trabajo, en el Grupo |,
se observa una disminucidn al témino del tratamiento en los valores de IgE
estadisticamente significativo. Para el Grupo Il también se observa una
disminucién en los valores de IgE en su segunda toma de muestra, aunque

" esta disminucion no es estadisticamente significativa.

¢}l Al comparar los fratamientos recibidos (FT y convencional] se

obfienen valores de p estadisticamente significativos. Indicdndonos que los

fratamienios proporcionados no fienen el mismo efecto sobre los niveles de

IgE.
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9. DISCUSION

Es necesario aclarar gue para fa discusidon de resultados el andlisis de
cada pobiacion celular en estudio se hace considerando ias dos grdficas
reportadas en la seccion de resullados; es deci, se considera la gréfica con
valores reportados en unidades de células/mm? asi como las gréficas en
donde los valores se reportan como un porcentaie celulor,

También es necesario mencionar que los defectos inmunolégicos de Ias
personcas que cursan con DA son mulliples y complejos.  Por lo que
desoforfunadamente en la literatura consultada solo se enumeran los
hallczgos mdés importantes que explican en gran medida un cuadro clinico de
este padecimiento.

Aun osi en este hrabgjo expermental se comsideron poblaciones
celulares, que hasta el momento no se tes ha prestado mucha atencidn,
posiblemente por ser poblaciones que no presentan una gran variabilidad en
sus niveles celulares.

En la primera parte de este estudio, se realizd la cuenta diferencial v
leucocitos totales.

Considerando la poblacién de teucocitos tolales como un solo grupo
de trabaojo; se encontrd una disminucion en la cuenta leucocitaria en ambos
grupos de trabajo (Grupo |y Grupo i) esta tendencia se conserva en dichos
grupos antes v después del fratamiento recibido respeciivamente. Al realizar
la prueba estadistica de t-student como un pardmetro de salud-enfermedad,
se oblienen valores de p = 0.001 (estadisticamente significativo). Por lo que
podemos decir que esta disminucidon en el nimero de leucocitos fotdles es
una olferacidn que estd presente en los pacientes que cursan con DA
causondo un  desorden general en  su  poblacién  leucociarna
independieniemente del tratamienic posteriormente recibido.

En trabgjos previos no se han observado variaciones significativas en el
numero de leucocitos totales. Con excepcion de algunos pacientes los cuales
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presentan un ligero aumento no significafivo en sus niveles de leucocitos
totales antes de recibir un determinado ratamiento {Rodriguez F. 2000}

Al comparar los pardmetros de fratamiento v fiempo. en los pacienies
que cursan con DA mediante la prueba de ANOVA se obtlienen valores de p
estadisticamente no significativos. Lo cual nos indica que tanto ef fratamiento
convencional, asi como el halomiento con FT fienen el mismo efecto en
dichos pacientes. Y que el fiempo franscurrido enire los tomas de muestra no
es el adecuado para observar cambios en dicha poblacién celuiar,

En estudios anteriores se& ha enconlrado que los infervalos de fiempo
enire los tomas de muestra suelen prolongarse de tres hosta seis meses
{(Rodriguez F. 2000, 2002. Navarro C. 1994)

Al efectuar la prueba de Hpareada también se encuentran valores de p
no significativos, o cual nos indica que los pacientes ol término del
fratamiento no han podido reguicr de manera adecuada el nimero de
leucocitos presentes en sangre periférca.

Gréficamente y ol comparar nuevamente las dos tomas de muestra por
grupo de frabgjo se observa una tendencia a incrementar los valores en la
cuenta leucocitaria al témino de sus tratamientos respeciivos. Por lo que se
sugiere continuar con ambos fratamienfos pero con un pericdo de fiempo
mas prolongado, permitiendo que los valores leucocitanios se regulen
adecuadamente y posteriormente redlizar una tercera toma de muestra para
comprobar si efectivamente con el mismo tratarmiento pero en un tiempo mds

prolongado se logra una nomalizacidon en la poblacién de leucocitos totales.

Para la poblacidn de neutrdfilos se observan cambios diferentes al
comparar ambas gréficas. Yo que en la grdfica donde se manejan los
porcentgies celulares no se encuentran valores de p significativos, en ninguna
prueba estadistica realizada; pero gréficamente se observa que los pacientes
que cursan con DA fienden g incrementor sus valores en la poblacion de

neutrdfilos, esto al inicio y al témino de sus fratamienios.
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Para la gréfica en donde los valores son reporfados en unidades de No.
de células/ mm3, el primer cambio estadistico que se presenta es al redlizar la
prueba estadisiica de t-siudent. Obteniéndose valores de p estadisticamente
significativos en fodos los casos. Lo cual nos indica que los variaciones en el
nimero de neulrdfilos es un pardmelro celulor que se ve afeciado en
pacientes que cursan con DA, La variacion observada en esta gréfica es una
disminucion en el nimero de neutrdfilos en los pacientes que cursan con DA,
Dicha disminucion es més perceplible ol émino de los ratamientos. Por lo
que se podrhia considerar que los pacientes con DA ol inicio de sus
fratamientos cursan con una ligera neulrofilic. Aungue dicho incremento es
estadisticamente no significativo.

En la bibliografia consuliada s& menciona que ol comparar pacientes
qgue cursan con DA con personas sanas no se ve afectado el nivel de
neutréfiios en circulacion (Yoshida 1. 2002). Sin embargo. también se encontrd
que los pacientes que cursan con DA se observa una mayor prevalencia e
incidencia de infecciones en la piel causada por bacterias, hongos y virus
(Beirana P. 1999). Con esto podria justificar Ia disminucion en el nivel de
neutrdfilos gue se presenta en los pocientes que cursan con DA, en este
trabgjo experimental.

Considerando la poblacién de monocitos en ambas graficas se aprecia
que los pacientes con DA {independientemenie de su fraotamiento) presentan
niveles mayores de monocitos ol ser comparados con el control sano. Y
aunqgue este incremento es estadisficamente no significatlivo concuerda con
o reporiado en o literatura,

Los pacientes con DA ol preseniar dafic en la piel, fiene como
consecuencia un aumento en el nimero de monocitos; va que estos, se
encueniran relacionados con procesos inflamatorios v ko DA ol ser un proceso
inflamatorio crénico, promueve la produccidn de clerfos mediadores
guimicos, como el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
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(GM-CSF}. Ocosionando asi un incremento en el nimero de monocitos en
pacientes con DA (Beirana P 1999, Leung D 2001, Tofle § 2001}.

Es asi, que el aumento presente en los niveles de monocitos en los
pacientes con DA anfes de sus fratamientos se debe a la patologia por la cual
estan cursando.

A pesar de que los valores estadisticos obtenidos de las pruebas
poreada y ANOVA son no significativos. Graficomente, al témino del
tratamiento con FT, los pacientes que cursan con DA ven disminuidos sus
niveles de monocitos. Lo cual no sucede con los pacientes con tratamiento
convenciondl, los cudles al término de su fratamiento incrementan los valores
de esta poblacién celular.

Por lo que nuevamenie se recomendaria realizar una tercera toma de
muesira o incrementar el tiempo de los fratamientos, para definir si dichas
variaciones son significativas o no. De ser significativas nos daria una pauta
para mencionar gue los pacientes tratados con FT presentan una regulacion y
nomalizacidn en sus niveles de monocitos al término del tratamiento. Lo cual
no sucederia con los pacientes tratados convencionalmente, si es que se
sigue con la misma tendencia observada.

Considerando la prueba estadistica de ANOVA, al no encontrar
cambios significativos en los pardmetros de tratamiento vy fiempo. Se podria
pensar que el fratamiento con FT y convencional tienen el mismo efecto sobre
la poblacidén de monocitos y con respecto a el tiempo nos indica que las
mediciones redlizadas se estén efectuando a destiempo. Por lo que si se
desea apreciar cambios significativos es recomendable ampliar el fiempo

entre las tomas de muestra realizadas.

Para la pobiacion de eosindfilos y considerando la bibliografia
consultada, la cual nos menciona que los pacientes que cursan con DA
presentan un aumento en los niveles de eosindfilos en sangre periferica; se

realiza el siguiente andiisis.
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Se observa una marcada eosinofilia en los pacientes del Grupo | en su
primera toma de muestra. La eosinofilic también estd presente en el Grupo i
de ssiudio {aungue la elevacidon de dicha poblocidn no es tan marcoada
como la presentada en el Grupo |} como se menciond dicha elevaciéon es
estadisticamente no significativa. Lo cual nos indicaria que nuestros pacientes
de ambos grupos {FT y convencional] no sufren uno alteracion en dicha
estirpe celular dl inicio v témino de sus fratamientos comespondientes. A pesar
de que graficomente se puede observar que ambos grupos al término de sus
fratamientos disminuyen sus niveles de eosindfitos of ser comparados con su
primer foma de muestra.

Considerando las pruebas estadisticas de ANOVA vy tpareada, ¢
obtener valores de p estadisticomente no significativos, nos indica, que fanfo
el fratamiento con FI, asi como €l ratamienic convencional, no presenian
ningun efecto en la poblacidn de eosindfilos vy estadisticamente hablando no
se muestran cambios al inicio y al témino del ratamiento comespondiente.

Pero of observar los gréficas. en el caso del Grupo L la eosinofilia
presente antfes del ratamiento con FT vy posteriormente apreciar una
disminucion en dichos niveles celulares al finglizar el fratamiento, nos hace
suponer que si existe una regulacidon en los niveles de eosindfilos como un
efecto producido por el FI. A diferencia de o que sucede con el Grupo i, en
donde los niveles de eosindfilos permanecen constantes al inicio y témino del
ratamiento. Confirmando una vez més la posible capacidad que presenta el
FT para reguiar esta poblacion leucocitaria, compardndolo con el fratamiento
convencional.

Grewe y col. ol estudiar pacientes que cursaban con DA, observaron
que dichos pacientes presentan un perfit de citocinas tipo Th2, el cual se
caracteriza por el incremento en la produccidn de -4 v disminucion de la
produccién de IFN v, como consecuencia los pacienies presenian niveles
elevados de Igk v eosinofific ademdas de una marcada disminucion de su
inmunidad celular (Grewe M 1998, Jung T 1999].

74



Cuando las células Th2 son activadas se promueve la produccion de IL-
4, 11-5, 1L-6, IL-10 e IL-13 principalmente. La IL-5 derivada de los células cebadas
vy de las Th2, afraen eosindfilos y los activan incrementando sus niveles
celulares. La activacion de dichas células da como resultado la liberacidon del
contenide de sus granutos. Los mediadores liberados causan vasodilatacion,
broncoconsticcion, obstruccion de vias aéreas v daio tisular, recordando
que las respuestas de hipersensibilidad se caracteriza por un aumento en la
respuesta inmune que se manifiesta al estar en constante y subsecuente
contacto con el mismo alérgeno, es personal y tiene como caracteristica

principal causar dafo tisular. (Beirana P. 1999).

Para la poblacidn de basdfilos podemos apreciar que los pacientes que
cursan con DA fienen una fendencia a incrementar los valores de dicha
estime celular al ser comparados con el grupo control. Aungue  dicha
comparacion es estadisticomente no significativa, aun asi estos resultados son
similares a los reportados en la literatura consultada ya que nos mencionan
que el incremento en la poblacidon celular de basdfilos es una caracteristica
comun en pacienies que cursan con DA (Beirana P. 1999. Rodriguez F. 2000).

Esto se puede deber a que los pacientes atdpicos al presentar niveles
elevados de IgE, una inmunoglobulina que se enlaza con una gran afinidad @
los receptores Fc- épsilon Rla presentes en la superficie de los células cebadas
y baséfilos donde permanece por periodos prolongados de tiempo, puede
estimular una sobreproduccién de dichas células (baséfilos y células cebadas)
{Beirana 1999},

Debido a que los valores enconirados de laos pruebas estadisticas
realizadas fueron no significativos. Se podria pensar que dicha poblaciéon no
sufre alferaciones en las personas con cuadros de DA.

Pero de la misma forma que en los casos anteriores, al observar
gréficamente que en el Grupo | de trabajo, al comparar la primera toma de
muesira con la segunda toma de muestra realizada, y ver que al término del

tratamiento existe una disminucién grdfica en los niveles de baséfilos, podria
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pensarse que este efecio es debido ol FI, el cudl regulo vy normaliza esia
poblacién celular, Lo cual no sucede con el fratamiento convencional, en
donde graficamente sus niveles de basdfilos permanecen constanies. A

Para comprobar si lo anterior es cierto, se propondria continuar con
ambos tratamientos {FT y convencional] v efectuar una fercera foma de
muestra en ambos grupos de frabgjo, pero en un periodo de tiempo mdés
prolongado, para gpreciar st regimente existe una normalizocion vy regulacidn
de sus poblaciones celulares.

Para terminar con el andlisis de o cuenta diferencial, se considera ia
poblacion de linfocitos fotales, en donde solo se analiza o grdfica cuyas
unidades son No. de cel/mm?. Pues en la grdfica de porcentajes celulares no
se observa ninguna diferencia grafica ni estadistica.

De tdl forma que en la grdfica donde los valores son reporfados en
unidades de No. de cel/mm?, se observa que los pacientes que cursaon con
DA presentan bagjos niveles de linfocitos totales, al inicio y témino de sus
fratamientos, al ser comparados con el control sano. Obteniéndose valores de
p estadisticamente significativos en fodos los casos ol redlizar la prueba
estadistica de t-student, con excepcién de la p encontrada al comparar el
Grupo It con la segunda toma del Grupo i, en donde el valor de p es no
significativo,

Referente al fratamiento recibido para coda grupo. v o observor
gréficamente que en la segunda foma de muestra para el Grupo § existe un
aumento en el nimero de linfocitos tolales. Esto nos permite sefalar que el FT
posiblemente presenta un efecto regulador sobre el nimero de linfocitos
totales, en pacientes que cursan con DA, efecto que el fratamiento
convencional no presenta. Asi pues los pacientes fratados con FT presentan
un decremenio en dicha peblacidon celular ol término de su tratamiento, a
diferencia de lo ya mencionado pora e Grupo Il

Con respecio g lo encontrado en la bibliografia, nuevaomente no es
considerado como un solo grupo de estudio la poblacidn de linfocitos totales.
Simplemente hacen referencia de que los pacientes que cursan con DA
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presentan una depresion de la inmunidad celular con un aumenio de g
inmunidad humoral. B asi, que la poblacidon de linfocitos toldles se verd
afectada, pero no nos mencionan de qué forma {Beirana P. 1999. Leung D.
2001).

Nosotros, como hemos mencionado, obtuvimos una disminucion en ia

poblacion de linfocitos totales en los pacientes gue cursan con DAL

Para la segunda parte experimental, en donde se empled lo técnica de
citomelra de flujo. Comenzando el andlisis con la poblacion de linfocitos T
{CD3+} nuevamenie se presenta una divergencia al reglizar la comparacion v
el andlisis de ambas gréficas oblenidos para esia poblacion celular.

Analizando lo grafica en donde se reportan los porcentdjes celulares, se
aprecia que Ias personas con DA fienden a incremeniar sus niveles de
linfocitos T (CD3+}, en comparacion con el controf sano. Bsta comparocion es
estadisficamenie significativa solo ol comparar o primera toma de mueshra
del Grupo | con el Grupo I, obleniéndose una p ol realizar o prueba de
-student de un valor de 0.038; mientras que en las demdas comparaciones, se
enconiraron valores de p estadisticamente no significativas.

También se enconlraron valores de p estadisticamente significativos, al
realizar la prueba de ANOVA, obteniéndose una p= 0.001 para el pardmetro
de Tratamiento y tiempo. Observéndose gréficamente que para el Grupo |, al
término del fratomiento se observa un ligero incremento en los valores de
finfocitos T {CD3+}. Mientros que para el Grupo Il la elevacién de linfocitos
CD3+ se presenta ol principio del fratamiento v ol término del mismo se
aprecia una disminucién de dichos valores.

En lo pruebo de tpareada se obtuvo ung p significativa igual o 0.020
solo al comparar los dos fomas de muesira para el Grupo I, o cual nos
sugiere que la poblacion de linfocitos T [CD3+], se reguia con mayor eficiencia
en el grupo tratado convencionalimente, que el fratado con FI. Pues ol redlizor
la comparacion enfre ks dos fomas del Grupo |, los valores obtenidos son

estadisticomenie no significotivos.
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Considerando la grdfica de No. de cel/mm3, solo se obiuvieron volores
estadisticamente significativos, dl redlizar la prueba de t-sludent; comparando
ia segunda toma del Grupo | [p = 0.047) con el Grupo I, vy df comparar la
primer foma de muestra del Grupo I {p = 0.005) con e grupo il

Aun asi, grdficomente se aprecia que los pacientes con DA sufren una
ligera disminucién en sus valores de finfocilos T CD3+ al ser comparados con el
conirol sano.

Al redlizar Ia comparacion antes v ol témino del tfratamiento por grupo
de frabgio. Se aprecia que en el Grupo |, existe una ligera disminucion en sus
valores de linfocitos T CD3+ al {érmino del tratamiento, lo cudl no sucede con
el Grupo i, pues dl témino de su fratamiento se presenta un aumento en fos
niveles de finfoctios T CD3+.

Se esperaba que ol inicio de los fralamientos, Ios pacientes con DA
presentardn una elevacion de los linfocitos T CD3+, al ser comparados con el
Grupo Hl, ya que los pacientes que cursan con DA presentan una elevacion en
el nimero de linfociios TCD4+ {principalimente del fipo Th2), v ol considerar en
esta parte experdmental ia pobilacidn de linfocitos T CD3+ como un solo grupo
{lo cual involucra la poblacion de linfocitos T CD3+,CD4+,CD8+}). Al existir un
incremento en la estirpe celular de linfocitos T CD4+ en pacientes que cursan
con DA. Dicha elevacion se fendria que ver reflejoda también en la poblacién
de linfocitos T CD3+. Lo cual no sucede en este caso.

A pesar de no existir una elevacion considerable en los pacientes que
cursan con DA, Si se compara ka primera tomo de muestra del Grupo 1, con su
segunda foma, se aprecio que al témino de su fratamiento 1os pacientes
disminuyen sus valores de linfocitos T CD3+.En el caso de los pacientes del
Grupo i, la elevacion en los niveles de linfocitos T {CD3+), se presenia hasta su
segunda toma de muestra.

Con estos resultados oblenidos y aunque estadisticamente la mayoria
de ellos no son significativos, se podria decir que el FT presenia un posible
efecto régulcdor en esla poblacidn celular, el cual no esta presente en el
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fratamiento convencional, pues sus pacientes al término del tratamiento
siguen presentando un desajuste en sus valores de linfocitos T CD3+.

Con esto se podiia comprobar la eficiencia que presenta el FT para
regular y nomalizar los niveles celulares de linfocitos T, en comparacion con el
fratamiento convencional, esta aclaracién se hace, por que en la gréfica de
infocitos T, en donde se reportan los porcentajes celulares, se pensaba que el
fratamiento convencional fenia una mayor eficiencia para regular dicha
poblacién celular que el FI, pero al considerar esta Gitima grdfica (No. de

cel/mm3} se demuestra fodo o contrario.

Para la poblacién de linfocitos B {CD19+) y considerando la grdfica de
porcentgies celulares, solo se obtiene valores estadisticamente significativos
de p. en la prueba de ANOVA en su pardmetfro de tiempo (p = 0.046) v dl
redlizar la prueba de -student, comparando la primera toma de muestra del
Grupo Il con el Grupo Il {p = 0.006). Pero gr&ficamente se observa que los
pacientes que cursan con DA al inicio y témino de sus tratamientos presentan
valores por encima a los reportados para el Grupo |il.

Lo cudl es Iégico, ya que los pacientes que cursan con DA se ve
favorecida la expresion de linfocitos Th2, sobre los Th1. Por lo que la respuesta
de tipo humorat ¢ de linfocitos B se vera incrementada en pacientes con DA,
por la sobre expresion de los linfocitos Th2.

Al comparar las dos tomas de muestra por grupo de trabagjo se observa
que en ambos grupos de estudio ol témino de sus fralamientos
comespondientes  los niveles de linfocitos B CD19+  disminuyen
considerablemente, permitiéndonos suponer que tanto el FT como el
tratamiento convencional son capaces de regular dicha estirpe celular,

Para confirmar o refular lo anteriormente sefalado, se andlizd la grafica
cuyas unidades son reportadas en No. de cel/mmd, en donde
estadisticamente hablando solo se encontraron valores significativos de p. al
redlizar la comparacion de la segunda toma de muestra del Grupo | con el
Grupo il {p = 0.014).
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De tal forma, conlradiciendo o anteriormente sefialado (gréfica %), en
este coso los pacientes que cursan con DA, anies y o {émino de su
frotamiento, presenton una disminucidn en sus vdlores de infocitos B, al ser
comparados con el Grupo i

Al comparar la primera toma de muestra del Grupo |, con su segunda
toma realizada, se aprecia gue los pacientes fratados con FT ol término de su
tratamiento, disminuyen sus valores de linfocitos B CD19+. Para el Grupo i
fratado convencionalmente se observa exactamente lo contraro, pues al
término de su tratamiento los pacienies presentan valores por armiba de (0s
valores enconkrados en su primera toma de mueska.

Del andlisis anterior se podria pensar que la disminucion en los niveles de
finfocitos B que se presenta en la segunda torma de muestra del Grupo |, se
deba al posible efecto regulador del FT1. Pero esto no es seguro, pues
estadisticamentie hablando no existen cambios o diferencias significativas.

Se sabe que la respuesta de tipo ThZ favorece a través de sus
mediadores la respuesta inmunoldgica de tipo humoral o de los linfocitos B, los
cudles pora su activacidn necesitan por lo menos de dos sefdles; una
derivada de su contacto con el antigeno vy la offa dervada de su contacio
con las citocinas producidos por las células 1. Cuando las células Th2 son
actlivadas promueven ia produccion de las citocinas 1L-4, IL-6, 11-10 e iL-13
entre ofras. Bstas citocinas parficularmente la iL-4 y la 1L-13 reguion el cambio
de clase o isotipo de las células B a favor de las inmunoglobulinas oG a IgE
{Rojos £, 2001,

Por consiguiente ol existir una posible disminucién en los linfocitos B de
nuestro Grupo | de hrabajo debe existir una disminucidn de larespuesia de tipo
Th2 reguldndose el cambico de isotipo de IgG1 a IgE. Todo esto alibuido a los
posibles efectos del FT sobre los pacientes que cursan con cuadros de DA,
Para el Grupo |l ratado convencionalimente, al existir un incremenio en sus
valores de linfocitos B, al témino de su fratamiento, nos permite decir que
dicho tratamientc no fiene la copacidad de regulor la respuesta

inmynoldgica de los pacienies con DA,
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Considerando a los célulos o linfocitos NK  en ninguna de las grdficas
realizadaos se obtuvieron valores de p significativos de las pruebas estadisticas
empleadas.

Pero ol hacer su andlisis gréfico, y tomando en cuenta lo grafica de por
cientos celuares, se observa que d término de los tratamientos
comrespondientes (ratamiento con FT v fratamiento convencional] hay un
incremento en los niveles de célulos NK, con respecto o los valores
encontrados en su primer toma de muestra,

Al comsiderar la grdfica cuyas unidades son No. de cel/fmm? y comparar
los primeras tomas de muestra con el control sano. En el Grupo | no se
aprecian cambios significativos en los niveles de NK. Pero en el Grupo |
gréficomente se observa que los pocientes con DA cursan con una
disminucién en sus valores de células NK. Al comparar los dos tomas de
muestra por grupo de trabagjo, en el Grupo | se observa una ligera disminucidn
en los valores de 1os linfocitos NK. Para el Grupo || existe un incremento en los
niveles de NK dl témino de su tratamiento,

Desaforiunadamente en esta estirpe celular, en el caso del FI, no se
presenio el efecto regulador que se venia observando en los demds
poblaciones celulares. Pero esio no quiere decir que su  efecio
inmunomudulador sea malo o no este presente, posiblemente se fendria que
redlizar una tercera toma de muesira en un fiempo mdas prolongado, para
poder observar si efectivamente el FT presenta o no un efecto regulador v

normalizador de esta estirpe celular.

Para los linfocitos T CD4+, en los gréficas realizados para dicha estirpe
celular se obtuvieron valores de p no significalivos de los pruebaos estadisticas
empleadas, por lo que el andilisis es solo de manera grdfica.

En ambas gréficas realizadas se observa que los pacientes que cursan
con DA, presentan un incremento en el nivel de linfocitos T CD4+, ol ser
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comparados con el Grupo I, al inicio y témino del tratamiento
comespondiente.

Al comparar las fomas de muestra redlizadas por grupo de trabaijo, se
aprecia que en ambos grupos de trabojo dl témino de sus tratamientos
recibidos se muestra un ligero incremento en el valor de linfocitos T CD4+,

Se sabe que los pacientes que cursan con DA, se ve favorecida la
estimulacion de kas células Th2, sobre las Thi {ambas CD4+).

También es sabido que el FT es un inductor de INFy, el cual es producido
de forma natural por los células Thi, los linfocitos T CD8+ v células NK. Bl INFy
estimula a los linfocitos T CD4+ virgenes a diferenciarse al subfipo Th1 e induce
la proliferacion de Th2.

Es asi, que el posible incremento mencionado anteriormente en la
segunda toma de muesira para el Grupo | en las células TCD4+ , se deba a
una posible regulacion de las células Th2, es decir; al ser regulada las células
de tipo Th2, se esperaria un decremento en los niveles de linfocilos T CD4+,
pero esta disminucion no es apreciable, si no que al contrario, se aprecia un
ligero aumento en los niveles de linfocitos T CD4+, pero este incremento se
debe a que dal regular lo poblacidn de linfocitos T CD4+ de tipo Th2, se
estirula a la produccion de células Th1 (que al principio del fratamiento por el
cuadro de DA, se veian desfavorecidas en su produccidn por el mismo
padecimiento) reflejado como un aumento de los niveles de las céluias T
CD4+ en general.

Lo cudl nos indica que el ratamiento con FT posiblemente regula la
respuesta de los linfocitos Th2 sobre la Thl, traténdola de llevar a valores
normales.

La explicacién anterior no es aplicable para el Grupo I, pues en la
fiteratura consultada no se le atibuyen efectos moduladores de la respuesta
inmunolégica al tratamiento convencional {antihistaminicos). Es asi, que al
existir un ligero aumento en los niveles de linfocitos TCD4+ en ios pacientes del
Grupo Il al término de su tratamiento, nos sugiere que dichos pacientes

confinban con un desajuste en su respuesta de linfocitos TCD4+.
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Todo lo anterior fue andlizado grédficamente, ya que estadisticamente

no hay voraciones considerables en ningin grupo de trabagjo.

El andlisis de la subpoblacidn de linfocitos T CD8+ o linfocitos T
citotéxicos, estadisticamente no reporta valores de p significativos. Solo  al
comparar o pimer toma de muestra del Grupo | con el Grupo i (P =0.026),
en la gréfica donde se reporia el porcentaje celular.

Comparando los pacientes que cursan con DA con el Grupo fil, en la
gréfica de porcenigjes celular, se observa que dichos pacientes antes v
después de su tratamiento presentan valores elevados de linfocitos T CD8+,
con respecto a los valores reportados para el grupo conirol, 1o cual es poco
logico, por lo que se ha venido mencionando, de que los pacientes que
cursan con cuadros de DA, ven favorecida la respussia celulor de fipo Th2, lo
cual limitarda que existiera un incremento en la poblacidn de linfocitos T
citotdxicos.

Considerando o grdfica de No. de cel/mms se aprecia que los
pacientes que cursan con DA, presentan una disminucion en sus valores de
linfocitos T CD8+, al ser comparados con el Grupo il anles v después del
fratamiento recibido respectivamente.

Al andlizar las dos tomas de muestra redlizadas por grupo de trabaio, en
el Grupo | fratado con FT, sus niveles de linfocitos T citotéxicos permanecen sin
combios ol inicio v término del tratomiento. Para el Grupo It fratado
convencionalmente se observa que al témino del fratamienio exste un figero
aumento en él nimero de linfocitos T CD8+, aunque este inCremento no es fan
apreciable, por lo que también se podria considerar que dicha poblacién no
sufre cambios antes y después del tratamiento.

Esto nos da la pauta de decir, que oungue no existe un cambio
significativo en los niveles de linfocitos T CD8+, al comparar la primera toma de
muestra con la segunda foma, el FT muestra su efecto inmunomodulador de
las células linfocitarias, aungue dicho efecio no es el ideal, pero esta presente.

Ya que o comparar dichos valores  (primera toma y segunda tomal con el
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Grupo llf, se muestra que dichos valores van hacia la aiza. Lo anterior también
es aplicable para el Grupe | de trabajo, el cudl muesha e mismo
comportamiento. '

Aungue en este caso el iratamiento con FT y el fratamiento
convencional presentan un mismo resulfado, es decir, pareceria que tratan de
regular ambas respuesta celulares {la respuesia de tipo Th2 sobre la Thl) es
solo de manera gréfica , ya que estadisticamente se encontraron valores de p
no significativos. Ademas considerando los resultados obienidos de las demas
pobilaciones celulares en esiudio, el posible efecto regulador del FT en los
pacientes que cursan con DA en la respuesta celular de tipo Th2 sobre la de
Th1, es mucho mds creible, que el supuestio efecto regulador proporcionado
por el tratamienio convenciondal.

El resulfado obienido de esta poblacion celular {linfocitos T CD8+), nos
permite reafirmar mucho de lo mencionado anteriormente. Retomando el
caso del incremento en la subpoblacion de linfocitos T CD4+ ol término del
tratomiento en el Grupo | se debe g que efectivamente el FT modula la
expresion de los subpoblaciones Infociiarias. Pero ol modulordas v de clerta
forma impedir la sobre expresion de cierfos estimulos, avuda a la estimulacion
y proliferacion de nuevas céluias gque se encontraban fimitadas en su
expresién, como lo observado en los pacientes que cursan con cuadros de
DA, en donde se presentan un aumento en su respuesia de tipo Th2 sobre la
Thl {recordando que tanto Th2 como Thison linfocitos T CD4+). Por lo que si el
FT ol ser un inmunomodulador vy polenciador de INFy, ayudord a la
estimulacion de la respuesta de células Thl y regulard la respuesta de Th2
{evitando su sobre expresion), y como va se explico esto gréficamente no se
puede apreciar; 1o gue si se observa es un aumento de los células CD4+, que
en este caso se debe a una regulacion de las células Th2 vy un aumento de Ias

células Thi, por el efecto regulador del FT.
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Al realizar el estudio de los subpobilaciones linfocitarias, nos permifié
obiener los valores corespondientes de las poblaciones de linfocitos TCD4+y
CD8+. Y a partir de estos valores oblener la relacion CD4/CDS.

En donde grdficamente los pacientes gue cursan con DA se ve alterada
independientemenie del trotamiento recibido, d ser comparados con el
Grupo i

Para el Grupo | tfratado con FT se observa que antes del tratamiento
dicha relacion se encuentra por debajo de los volores reportados para €l
control sano. Al término del tratamiento se oprecia un ligero incremento en fa
relacién CD4/CD8, dicanzando valores similares ol Grupo il

£n el Grupo Hl fratado convencionaimente la relacion CD4/CDS8 al inicio
y término del frataomiento recibido se ve incrementada ol compararia con los
valores del grupo confrol. Cabe senalar que el mayor incremento en o
relacion CD4/CD8 se presenta al iémino del fratamiento,

El andlisis anterior, es redlizado de manera grdfica, debido o que los
valores obtenidos de p. de las pruebas estadisticas redlizadas son no
significativos. Con excepcion de la prueba de ANOVA en su pardmefro de
fratomiento {p = 0.029), con lo cudl se puede decir que existe una mejor
regulacién de dicha relacion, en los pacientes fratados con FI, que los
fratados convencionalmente.

La determinacion de los porcentajes linfocitarios CD4+ y CD8+, asi como
la relacién CD4/CD8, puede ser Uil en el confrol del estado inmunitario de
pacientes que cursan con enfermedades inmunodeficientes, enfermedades
auntoinmunes o reqccionas inmunifarias o simplemente en persongs que se
sospecha que podrian desarrollar frastomos inmunitarios,

Genergimente en personas sanas la relacion CD4/CD8, tiene un vdior
aproximado de 1.9 a 2.0.

En personas que cursan con cuadros de DA esta relacion se ve
afectada, en donde generalmente se ve disminuida.

Desafortunadaomente esta disminucion aungue se ve presente solo en
los pacienies del Grupo | antes de recibir su fratamiento, estadisticamenie no
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es significativa al comparar {os valores con el Grupo . Por lo que se podria
creer que los pacientes evaluados en este frabdjo expernmental
{independientemente del Grupo de estudio} no sufren alleraciones en su
relacion CD4/CD8. en comparacién con el Grupo it o control sano.

Evaluando los resultados proporcionados por el hospital “Lépez
Mateos”, y considerando los estudios realizados en los pacientes que cursan
con DA y controles sanos, se aprecio que en el estudio coproparasifoscopico
reclizado o los pacientes del Grupo I, Grupo It v Grupo i los resuliados
obtenidos son negativos en todos los casos, o cual es de suma imporiancia,
debido a que las personas que sufren de enfermedades parasitarias presentan
un incremento en sus valores de IgE total, por 1o cudl, en las personas que
cursan con DA, el incremento en sus valores de IgE total solo se debe ol
padecimienio mismo ya mencionado vy no ¢ posibles enfermedades
parasitarias que  llegaran a presentar, al redlizarse, las tomas de muestras
indicados.

Con respecto a laos pruebas cutdneas redlizadas a los pacientes del
Grupo |y del Grupo i, se observa que en todos los casos los pacientes ademds
de cursar con un cuadio de DA, fambién son hipersensibles a diferentes
alérgenos, inhalados e ingeridos, ya que presentan niveles elevados de IgE
aglérgeno especifico pegado a los mastocitos de la piel, lo cual es muy comun
en pacientes con DA, debido a que es un padecimiento de eliclogio
multifactorial, la asociacién con otras enfermedades olérgicas esta presente;
tal es el coso de la rinitis alérgica o el asma extrinseco.

Analizando los valores de IgE tolal, encontromoes que en la mayoria de
las pruebas realizadas los valores de p reportados son significativos.

Es asl, que al redlizar Ia comparacion de los pacientes que cursan con
DA {antes y después del fratamiento} con el Grupo I, se aprecia que en todos
los casos los pacientes con DA tienen valores muy elevados de IgE tolal, al ser
comparados con el grupo control. La elevacion en los niveles de IgE total es
una caracteristica principal en los pacientes con DA, obieniéndose valores
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estadisticaomente significativos en todos los casos al realizar la prueba de
t-student con una p = 0.001, en fodos los Casos.

Al comparar la primera toma de musestra con la segunda foma
realizada  por grupo de estudio [con ayuda de la prueba estadistica de
tpareadal, se observa que para el Grupo | de frabagjo, al témino de su
fratamientc presenta una disminucidn en sus volores de IgE folal al ser
comparados con los oblenidos dl inicio del mismo. Obteniéndose una p =
0.031. Para el grupo tratado convencionalmente, también se muestra una
disminucidn de los niveles de IgE ol témmino de su tfratamiento, ol ser
comparados sus valores con los obfenidos en la primera toma de muestra.
Aunque dicha comparacion solo es de manera grafica, ya que
estadisticamente el valor de p encontrado para dicha comparacién no es
significativo.

En el caso de la prueba estadistica de ANCVA, solo se obluvo un valor
significalivo en el pardmetro de tratamiento {p = 0.037), con lo cud se
confirma una vez maos lo capacidad que presenta el FT para nommalizar,
regular y conlrolar la respuesta de lipo Th2 Sobre la Thl, recordando
nuevamente que los pacientes con DA presentan un incremento en la
expresion de la respuesia de fipo Th2. Cuando las células Th2 son activadas
promueven la produccién de ciertas citocinas, en donde encontramos la IL-4
e IL-13 que son las encargadas de regular el cambio de isofipo de los
inmunogiobulinas de IgG1 algE.

De idl forma, el FT ol regular la respuesta de tipo Th2, también regulard
de una manera indirecta el cambio de isolipo mencionado, ocasionando una

disrminucion en los niveles de IgE.
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En lg mayoria de los casos se ha fratado de explicar, las variaciones
presentes en los leucociios, subpoblaciones linfocitanas v niveles de IgE total
en pacientes que cursan con DA, fratando de relacionar las alteraciones
inmunologicas presentes, con los tratamientos recibidos en este trabdjo
experimental; pero es de suma imporancia considerar que en aguelios
pacientes que mantuvieron parGmetros elevados . se debe de alibuir o la
variabiidad biolégica de cada paciente ademds de la severidad de su
patologia; ya gue siendo seres humanos, es mds dificil mantener controladas
las variables exlernas que pueden causar modificaciones en los resultados.
Pudiendo ser que estos pacientes estén somelidos a estrés o g un ambiente
alergénico, lo cud favorece los manifestaciones clinicas de dicho

padecimiento.
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10. CONCLUSIONES

El andilisis realizado en esta fesis experimenial, nos permitid conocer ias
alteraciones que sufren los pacientes que cursan con DA, pero para poder
observar cambios significativos en  las  estirpes  celulares de  estudio,
independientemente del tratamiento ol cual fueron sometidos  {fratamiento
con FT y hratamiento convencional), hubiera sido recomendable manejor
fiempos mas prolongados enfre laos fomos de muestra ¢ bien manejar una
tercera toma de muestra, poara confiimar con exactitud los  efecios
inmunomoduladores del FTy el fratamiento convencional {si es gue lo tiene).

De acuerdo con los resultados obtenidos de los vaiores inmunoldgicos
en los estudios de los pacientes con DA, tratados con FT [(Grupo 1), fratados
convencionaimente {Grupo I} v dl redlizar comparaciones pertinentes, se
observa que los pacientes que recibieron FT, logran una mejor normalizacion
de sus poblaciones leucocitarios v subpablociones linfocilardas, asl como
también en sus valores de IgE totfal.

Resallando que en la mayoria de los casos, dicha regulacion de las
poblaciones celulares en estudio, no son estadisticamente significativos.

Con esto tratomos de decir que posiblemente no se observaron
cambios estadisticamente significalivos, por encontramos o destiempo ol
realizar los evaluaciones de los poblaciones celulares ya mencionadas v
andlizadaos en este frabgjo. Pero si se enconfraron tendencios que nos
permiten apreciar los posibles efectos inmunomoduladores del FT.

Otro motivo por el cual no se enconfraron cambios importantes, se
debe o que posiblemente no se consideraron otras poblaciones celulares que
también sufran cambios importantes en la DA {como son las células cebadas)
por o que se recomienda ampliar el estudio y analizar no solomente las
alteraciones producidas a nivel de leucocitos, sino buscar la presencia ©
ausencia de intermediarios inmuncidgicos {como citocinas, IL4, INFy, IL13] que

puedan ser distintivos de dicha enfermedad.
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A pesar de todo lo anterior, podemos decir que el FT come ratamiento
Unico pora la DA es efeclivo, presentando en muchos de los casos mayores
beneficios que los obtenidos por un ratamiento convencional.,

Reafimando que el FT puede ser utilizado dentro de ios esquemas de
frabagjo porg dicho padecimiento, como un fratamiento integral, contando
con una gran eficacia vy resulfando de bajo costo al comparario con ofros
muchos traofamientos gue en la actualidad son proporcionados o pacientes

con cuadros de DA,
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