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RESUMEN:

El asma es una enfermedad con un origen inmunolégico en el que
participan diversas poblaciones celulares. En su fisiopatologia participan
distintas poblaciones celulares, como las Th2 y Th17 (inducidas por IL-6 y TGF-
B, inhibidos por IFN-y e IL-4). Las Th17 liberas quimiocinas proinflamatorias
produciendo reclutamiento de neutréfilos y macréfagos y puede inducir la
produccién de IgE por los linfocitos B; inactiva el receptor de glucocorticoides
(GR- B) en las células epiteliales de asmaticos por lo que se ha asociado con el
asma moderada-severa. En las infecciones hay liberacion de IL-22 por los Th17
y estimula la produccion de péptidos antimicrobianos como B-defensina 2 y 3-
defensina 3, psoriasina, calgranulina A y calgranulina B en sinergia con IL-17A.

El estudio de las muestras de lavado broncoalveolar de pacientes
asmaticos es de utilidad para determinar el fenotipo inflamatorio y corroborar la
presencia de Th 17 o presencia de patégenos, como hongos.

Asma bronquial; lavado broncoalveolar; citometria de flujo; Inmunoglobulina E;

Linfocito T cooperador-17; Interleucina-17.

Planteamiento del problema
¢Existen linfocitos T CD4+ productores de IL-17 en muestras de LBA de
pacientes atopicos con asma bronquial en el Servicio de Alergia e Inmunologia

Clinica del Hospital General de México, O.D.?

Objetivos
- General: Cuantificar los linfocitos T CD4+ y la IL-17 en muestras de LBA de

pacientes con asma bronquial



- Especificos: Determinacion del tipo y porcentaje de células inflamatorias,
Determinar la presencia de células inflamatorias por estudio citopatoldgico y la

presencia de hongos en muestras de LBA de pacientes asmaticos.

Metodologia

Estudio clinico experimental y transversal. Se realizé en pacientes de 18 a 60
anos de ambos sexos con asma que acudieron a consulta de Alergia del
Hospital General de México, O.D. que cumplieron con los criterios de inclusion
y exclusion. Previo consentimiento informado, se les realizd la
fibrobroncoscopia con lavado broncoalveolar, la muestra obtenida fue
procesada y analizada mediante citometria de flujo para la busqueda de

linfocitos T CD3+ CD4+ IL-17+.

Resultados

De los 19 pacientes reclutados se realizé el lavado broncoalveolar a 10,
el 80% son del género femenino (n=8), con un promedio de edad de 33.45
afos, con un rango de 21 a 56 afos. La IgE tuvo una media de 370.21 Ul/ml,
con un rango de 25.8 a 861 Ul/ml.

Las células T CD4+ productoras de IL-17 se encontraron en un promedio
de 3.3% con un rango de 0 a 12.1%.

El estudio de micologia para busqueda de hongos tanto en vision directa
como en cultivo, fue negativo en el 100% de los pacientes.

En el estudio histopatolégico, el 100% de las muestras presentod
linfocitos y otras alteraciones inflamatorias inespecificas. Solo en uno de los

pacientes (10%) se observaron neutrofilos.



Se realizd una regresion lineal para determinar la asociacion entre el
porcentaje de células productoras de IL-17 y la produccion de IgE total,

encontrando una P de -0.625 (p=0.027).

Conclusiones

Corroboramos la presencia de linfocitos T productores de IL-17 en
muestras de lavado broncoalveolar en pacientes asmaticos, con valores muy
distintos entre cada paciente. Encontramos que no existe relacion entre la
produccién de IL-17 y de IgE, considerando que el tamafio de la muestra es
pequefia y que la produccion de esta inmunoglobulina depende ademas, de
otros factores.

Se requiere de una muestra mas grande y un estudio comparativo con un
grupo control para determinar con precision el papel de los linfocitos Thl7 a

nivel pulmonar.
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DESARROLLO DEL PROYECTO.

Antecedentes

El asma es una enfermedad que se reconocié desde la época antigua.
Maimoénides escribié un tratado sobre la enfermedad, Thomas Willis sugirié que
la enfermedad tiene un componente neural y John Floyer reconocié que es una
enfermedad con varios desencadenantes y un componente hereditario. El
componente alérgico del asma fue descrito, y fue John Bostock quien la
relacioné con la rinitis alérgica. (1) Actualmente se sabe que es una patologia
de origen inmunolégico en el que participan una gran variedad de poblaciones

celulares. (2)

Es un problema de salud a nivel mundial, se calcula que alrededor de 300
millones de personas la padecen. (3) En México, su incidencia anual es de 2.78

por 1,000 habitantes. (4).

Es un trastorno inflamatorio crénico de la via aérea, donde participan un
gran namero de células del sistema inmune dando como resultado inflamacion,
hiperreactividad y obstruccion en el flujo de aire. Este proceso se inicia cuando
el paciente asmatico se expone a alérgenos (acaros del polvo casero, epitelios
de animales, cucarachas y polen del medio ambiente o aeroalergenos),
sustancias quimicas, humo de cigarro, infecciones respiratorias virales y

ejercicio. (5)
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La enfermedad se clasifica de acuerdo con la frecuencia de los sintomas,
su nivel de control y tipo de medicamentos utlizados. Otro tipo de
clasificaciones se basan en el patrén histolégico, y se han descrito diversos

fenotipos de acuerdo con las células que predominan.

El diagnostico se realiza por la historia clinica y se confirma con pruebas
de funcion respiratoria. EI asma bronquial se caracteriza por la presencia de
sibilancias, tos que empeora por la noche o con el ejercicio, disnea y opresion
tordcica. Se presentan exacerbaciones con las infecciones virales y con la
exposicion a epitelio de animales, cambios de temperatura, 4caros de polvo
casero, medicamentos, ejercicio, polenes, humo de tabaco. La espirometria es
el método de eleccion para medir la limitacion al flujo de aire y su reversibilidad
de mas del 12% en el FEV1 o mas de 200ml posterior a la administracién de

broncodilatador. (3)

Clasificacion histopatoldgica

El avance mas importante en el tratamiento del asma es el
establecimiento de que es una enfermedad con un origen inflamatorio. (5) Se
han descrito por lo menos 3 fenotipos del asma de acuerdo con el tipo de célula

gue predomina, ya sea eosinofilica, neutrofilica o paucigranulocitica. (5, 6, 7, 8)

El tipo de asma eosinofilico es el mejor estudiado de los tres fenotipos. Se
ha reportado la presencia de eosinofilos en expectoracion, lavado
broncoalveolar y biopsias endobronquiales de pacientes con asma. La

presencia de estas células tiene correlacion con el cuadro clinico del paciente,
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se sugiere que la infiltracion eosinofilica aumenta con la severidad de la
enfermedad (llamada asma eosinofilica). (5) La infiltracion por eosinofilos en el
asma bronquial severa se asocia con un inicio tardio de la enfermedad y con
sensibilidad a la aspirina. (9) En otros estudios se ha observado que los
pacientes con inflamacién eosinofilica con frecuencia tienen sintomas mas
severos y un mayor riesgo de exacerbaciones que los pacientes con otro
fenotipo. (10, 11) Los mecanismos por los que se presenta la inflamacion
eosinofilica no se encuentran bien definidos pero se considera que la

interleucina 5 y la eotaxina tienen relevancia en este proceso. (9)

En cuanto al fenotipo neutrofilico, la asociacion entre el cuadro clinico y el
infiltrado no es tan clara. Los neutrdfilos juegan un papel esencial en el sistema
inmune, al actuar en la defensa en contra de bacterias y hongos. Su papel en el
proceso inflamatorio se pens6 que estaba restringido a la fagocitosis y a la
liberacién de enzimas y otros agentes citotdxicos. Sin embargo, ahora se sabe
que estas células pueden liberar diversos mediadores que tienen efectos sobre
la via aérea de los pacientes asmaticos. Cada vez se sabe mas sobre la
participacion de los neutréfilos en los procesos alérgicos en general, y en el
asma bronquial en particular. (12) Este fenotipo se observa también en
pacientes con asma severo y entre los factores externos relacionados se
encuentran el antecedente de tabaquismo, exposicion ocupacional con
irritantes o las infecciones virales. (13) Ademas, también se encuentra relacion
entre el infiltrado por neutrdfilos y el uso previo de antiinflamatorios esteroideos
debido a que estos farmacos disminuyen la apoptosis de los mismos. (14) Esto

se traduce clinicamente en el hecho de que los pacientes con este fenotipo
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tienen una pobre respuesta a los antiinflamatorios esteroideos. (12, 13)
Ademas, se ha encontrado un mayor numero de neutrofilos en aquellos
pacientes que fallecieron en las primeras 2 horas del inicio de una crisis
asmatica, comparado con aquellos pacientes que presentan un cuadro clinico

menos severo y en quienes habia un predominio de eosindfilos. (12)

El tipo de asma paucigranulocitico, es un fenotipo en el cual las células
inflamatorias estdn ausentes o muy disminuidas. No se ha identificado un
biomarcador para este fenotipo. Es posible que predomine la remodelacién,

sobre la inflamacion. (6)

Respuestainmunolégica en el asma

Un balance entre el fenotipo Thl y Th2 se presenta en personas sanas,
sin embargo, cuando predomina el fenotipo Th2 se presenta enfermedad

atopica “Paradigma Th1/Th2”.

Las enfermedades alérgicas son causadas por un desequilibrio de la
respuesta inmune contra antigenos ambientales, asociado con un fenotipo Th2.
En el curso de la enfermedad, se presenta inflamacion cronica caracterizada
por infiltracion de eosindfilos, linfocitos T y mastocitos cuyos mediadores
causan dafo tisular. El fenotipo Th2 se caracteriza por inflamacion intensa
secundaria a la liberacion de mediadores quimicos de eosindfilos y linfocitos y
se relaciona con la producciéon de IL-4, IL-5 e IL-13 como se muestras en la

figura 1. (18). Sin embargo este paradigma no es suficiente para explicar
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algunas enfermedades como asma y algunas enfermedades autoinmunes.
Existen otros fenotipos relacionados, entre ellos el Th 17. Algunos estudios
sugieren que los linfocitos T reguladores (T reg) y los linfocitos Th17 también

tienen una participacion central en el asma. (19).

HOMEOSTASIS

Células epiteliales de
W lavia respiratoria

Membrana basal

Células del misculo liso de la
via aérea

RESOLUCION
IL 10, TGF-B

llAlergenos, genético, ambiental l

Respuesta Th2
IL-4,IL-5,IL-13, TNF-a TGF-p
INFLAMACION REMODELACION

Infiltracion de
leucocitos

Fig. 1. En un individuo geneticamente suceptible, la sensibilizacion por exposicién a
antigenos estimula la liberacidon de mediadores por linfocitos y eosinéfilos que causan

dafio tisular y liberacién de citocinas proinflamatorias de fenotipo Th2.
Tomado de: C. Lloyd,Catherine M. Regulatory T Cells in Asthma. Immunity 31, Elsevier. Sep. 2009. 438-449.

Diferenciacioén celular:

El linfocito T virgen se diferencia una vez estimulado, en T CD4+ y T
CD8+. Los linfocitos T CD4+ se subdividen en Th-1, Th-2, Tres y Th-17 entre

otros.

Los Linfocitos T CD4+ se diferencian en Thl cuando la IL-2 activa el
factor de transcripcion STAT 4 que estimula la produccion de IFN-y e inhibe la

expresion de IL-4 e IL-5; bloquean la induccion del fenotipo Th2 productor de
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Inmunoglobulinas, entre ellas la IgE. El fenotipo Thl es responsable de la
respuesta inmune celular con proteccion contra patdgenos intracelulares asi

como estimulacion a los linfocitos B para la produccion de 1gG.

El fenotipo Th2 se diferencia cuando la IL-4 activa el factor de
transcripcion STAT 6 y GATA. (Fig. 2). Los linfocitos Th2 se caracterizan por la
liberacion de IL-4, IL-5 e IL-10 y estimula la produccion de IgE, se involucra en
la inflamacién eosinofilica y en la respuesta alérgica asi como con la proteccion

contra helmintos. (5).

4

( STATG IL-5

S \““"’/ IL-10
e

Célula presentadora de Ag Linfocito T virgen

IFN-y

Y TNF-a

IL-1B,
IL-23
IL-17/IL-17F
IL-6

TNF-o

IL-22

Fig. 2. Con la presentacion de antigenos y activacién del Linfocito T virgen las citocinas
activan factores de transcripcion para su diferenciacion: el factor de transcripcion
STAT 6 y GATA 3 induce la diferenciacion del fenotipo Th2, el STAT 4 y Tbx a Th1 y STAT
3 con ROR Th17.

Tomado de: SA Khander, SL Gaffen, JK Kolls. Th17 cells at the crossroads of innate and adaptive immunity against infectious
diseases at the mucosa. Mucosallmmunology, VOL 2 NUM 5 SEP 2009. 403-411

TGF-§, IL-6, IL-21, IL-23

Los linfocitos T virgenes también se pueden diferenciar en linfocitos T

reguladores en presencia de TGF-p3.
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Los linfocitos Th17 se originan de precursores CD161+, CD4+ cuando el
linfocito T virgen se activa en presencia de IL-18 e IL-23. Es un fenotipo
diferente que no requiere ninguno de los factores de transcripcion implicados
en el desarrollo de los fenotipos Thl o Th2, son esenciales para el
establecimiento de inflamacién 6rgano especifica. El fenotipo Thl7 se
caracteriza por la produccion de IL-23 e IL-17. La IL-23 es semejante a la IL-12,
se produce principalmente por células de la respuesta inmune innata (células
dendriticas, macréfagos tisulares) y su expresion puede inducirse por ciertos
productos microbianos al activar células dendriticas con PGE2, ATP o con

anticuerpos anti CD-40. (Fig 3).

't$ m -
f’-‘~.nt|'genoy. Sefiales polarizantes

Sustancias por respuesta
de la inmunidad innata

g

!

-4— Citocinas, histamina

R

Citocinas para  IL-21,IL-18, -4 IL-4 TGF-B, IL-6, IL-15 TGF-ct, 121
diferenciacian IL-27 TGF-p IL-27,1L-23 IL-6
Funciones Patégenas  Inflamacion Produccién  Patdgenos Inflamacion  Sintesis de
intracelulares. alérgica. o de moco extracelulares tisular anticuerpos
apoptosis de  eosinofilica Inflamacign  Inflamacidn
células cranica. IgE tisular neutrofilica
epiteliales helmintos cronica
Citocinas IFN-y IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-9,IL-10  IL-6, IL-8, IL-17A, IL-22 IL-21
sfectoras IL-25, IL-31, IL-33 IL-17F, IL-22, 1L-26

Fig 3. La presentacion de antigenos a un Linfocito T virgen en presencia de citocinas ayudan a
su diferenciacion en Th con funciones especificas (inflamatorias, antimicrobianas, atdpicas)
con liberaciéon independiente de citocinas por cada una de ellas. EI TGF-B, IL 1B, IL-6, IL-21 e II-
23 estimulan la diferenciacion en Th17 productor de cIL6/8/17/22/16) implicadas en la
inflamacién neutrofilica.

Tomado de: M. Akdis. O. Palomares, Willem van de Veen, et al. Th17 and Th22 cells: A confusién of antimicrobial response with
tissue inflammation versus protection. J. Allergy Clin Immunol. 2012; 129(6):1438-1448

La expresion de IL-17 se incrementa sustancialmente cuando se agrega

anti-INF-y y anti IL-4 ya que IFN-y e IL-4 la inhiben por lo que se ha propuesto
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que en ausencia de IFN-y, IL-4 e IL-21, la IL-6 y el TGF-B inducen que las

células T virgenes se diferencien en linfocitos Th 17, productoras de IL-17.

Se ha demostrado un antagonismo entre las Th 17 y las T reg. En
ausencia de IL-6, la IL-21 con el TGF-B inhibe el desarrollo de Treg y promueve
la diferenciacion de Th 17. La IL-23 no participa en la diferenciacion y funcion
del linfocito Th-17 sin embargo, si participa en su regulacion ya que en su
ausencia no se desarrollan en células patdégenas y se regulan por IL-10, los
Th1l7 expresan factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos,

TNFa, IL-2 e IFNy, pero no IL-10. (21).

Los linfocitos Thl7 se caracterizan por la expresion del factor de
transcripcion RAR, receptor de IL-23, CCR6, CD161. Estos linfocitos tienen
menor susceptibilidad al efecto antiproliferativo de TGF-B (Factor de
crecimiento transformante 3) que los linfocitos Thl o Th2, se ha demostrado la
disminucién de la muerte por apoptosis de las Th1l7 en su presencia. Ademas,
el TGF-B inhibe la diferenciacion de linfocitos T virgenes en Th-17. Los
linfocitos Th-17 expresan un Unico factor de transcripcion ROR-yt que induce la
transcripcion del gen de IL-17 por parte de linfocitos Th virgenes y se requiere
para su diferenciacion en este fenotipo, en presencia de TGF- B e IL-6. (Fig. 4).
El ROR-yt también causa la expresion del receptor de IL-23 esencial para
estabilizar el fenotipo Thl7 y aumentar su numero. (21). La coexpresion de
receptores de quimiocinas CCR4 y CCR6 o la ausencia de CCR5 define a los

linfocitos Th-17. (21).
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Linfocito

Patdgenos IL-6
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inmune a IL-22
patdgenos IL-26
extracelulares Defensinas IFN-y
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Fig 4. La activacion del linfocito T virgen ante patégenos extracelulares activa la
expresion del ROR que induce la expresion del receptor para IL-23 para la
sobrevivencia de los Thl7 y evita su muerte por II-6 y TGF-B. Con liberacidn
subsecuente de citocinas proinflamatorias, inflamacidn neutrofilica y dafio tisular.

Tomado de: M. Akdis. O. Palomares, W. Van de Veen, et al. Th17 and Th22 cells: A confusién of antimicrobial
response with tissue inflammation versus protection. J. Allergy Clin Immunol. 2012;129(6): 1438-1448

El receptor de IL-17 (IL-17R) se expresa en la membrana celular de forma
ubicua y su estimulacién causa activacion celular y la liberacién de quimiocinas
proinflamatorias (principalmente IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, CXCL1/2/3/5/6, CCL
7/120 y el factor estimulante de colonias de granulocitos 6 G-CSF) produciendo
como resultado reclutamiento de neutréfilos y macréfagos al area de
inflamacion, causando dafio tisular con su activacion y liberacién de
mediadores, También son capaces de estimular la produccién de mucinas
como MUC5AC, MUCS5B y beta defensinas en células del epitelio bronquial.

(24).

La IL-17 y la IL-22 participan fundamentalmente en las enfermedades
alérgicas, son citocinas con mayor impacto en células epiteliales de tejidos
inflamados y aunque la IL-17 promueve citocinas proinflamatorias, la IL-22

tiene una funcidn protectora y reguladora. La produccion elevada de IL-23
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puede exacerbar el asma al promover el desarrollo de Thl7, por aumento y

liberaciéon de IL-22 cuando se incrementa la inflamacion.

Se han descubierto 6 familias de IL-17: IL-17A (también llamada IL-
17 y es el prototipo), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F. La IL-
17A, E y F son citocinas proinflamatorias, de ellas, la mas potente es IL-17A,
que es el prototipo, las funciones del resto aun no son entendidas. Son
importantes para la inflamacion y respuesta contra bacterias extracelulares,
hongos y parasitos. Se han identificado 5 receptores de IL-17: IL-17RA, IL-
17RB, IL-17RC, IL-17RD, UIL-17-RE, aunque el IL-17RA o IL-17R es el mejor

caracterizado. (22)

La IL-17A puede inducir la produccién de IgE por los linfocitos B
directamente o en combinacién de CD40 y rIL-4. (23). La IL-17A promueve la
degradacion de IkBa y del factor de transcripcion nuclear kB y transcripciéon de
la linea germinal ¢ (¢GLT) que es necesaria para el cambio de isotipo para
iniciar la produccién de IgE. (24). En las células epiteliales de asmaticos, el
receptor de glucocorticoides (GR- B) se inactiva por la IL-17 A y la IL- 17F
dando como resultado disminucion de la reactividad de estos. El receptor de la
IL-17 es el IL-17RA que es una proteina transmembrana tipo | que se expresa
de manera ubicua en diversos O6rganos como pulmoén, rifion y bazo. Otras
células que expresan el receptor de IL-17 son leucocitos, células epiteliales,

mesoteliales, endoteliales, queratinocitos y fibroblastos. (26).
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Se ha asociado un incremento de los Th17 y disminucion de Treg en el
asma moderada y severa debido al incremento de los niveles de citocinas Th17
y deficiencia de células T reguladoras correlacionando con un descenso en el

VEF1. (27).

Th17 y produccion de Inmunoglobulina E

La IgE sérica total estd directamente involucrada en el desarrollo y
severidad del asma. Se ha encontrado evidencia significativa de la asociacion
entre la IgE sérica total y el nivel de transcripcion del receptor B de IL 17 (IL17R
B) localizado en el cromosoma 3p21.1, se encuentra restringida en hombres y
no en mujeres. Esto explica por qué las mujeres son mas susceptibles a
desarrollar un fenotipo Thl después de la exposiciéon a un antigeno, excepto en
el embarazo en donde predomina el fenotipo Th2, lo que sugiere influencia

hormonal. (28).

Se ha demostrado que los niveles de IL-5 e IL-17 A regulan positivamente
la produccion de IgE y disminuyen al administrar anti-IL-5 o anti IL-17A sin
modificar la produccion de 1gG. El bloqueo de IL-17A afecta la produccion de
inmunoglobulinas por las células plasmaticas, los linfocitos Thl7 son capaces
de inducir un cambio de isotipo a IgG1, IgG2 e 1gG3. El fenotipo Th2 esta
involucrado en el mantenimiento de la produccién de IL-17A y de linfocitos

Th17 y su supervivencia depende de IL-23. (29).
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Th 17 e infecciones respiratorias en asméaticos

Las infecciones respiratorias por diversos agentes son de importancia en
el paciente asmatico, al ser causa de exacerbaciones. Se plantea que éstas
pueden también ser causa del inicio de la enfermedad. Las infecciones virales
mas frecuentes en niflos asmaticos son causadas por el virus sincitial
respiratorio (VSR) y parainfluenza, pero en jovenes y adultos predominan los
rinovirus. Se ha visto que cuando coexiste infeccion viral con otros factores
como exposicién al tabaco o alergia, la posibilidad de desarrollar sibilancias es
mayor. El papel de las infecciones bacterianas es mas controvertido, pero no
parece tener un vinculo tan estrecho como los virus. Las bacterias mas
frecuentes encontradas son: Haemophilus influenzae, S. pneumoniae, S.
betahemolitico, S. aureus y Clamidia pneumoniae. La aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), es otra infeccidn relacionada con el asma
causada por el Aspergillus fumigatus, sus esporas se encuentran en el suelo y
en sustancia organica en descomposicion, estan presentes en el aire durante
todo el afio, salvo en los periodos de frio. (33) Su fisiopatologia involucra a la
IgE y la IgG en su mecanismo, caracterizada por una obstruccién reversible de
las vias aéreas con infiltrados pulmonares transitorios, eosinofilia y fiebre;
causada por la respuesta de hipersensibilidad contra los antigenos de
Aspergillus, la severidad depende del cuadro clinico de la magnitud de la
infeccion. Es muy raro aislar Aspergillus en muestras de expectoracion, pero es
factible aislarlo de muestras de lavado bronquial. La IgE especifica suele estar
elevada durante el ataque agudo y desciende rapidamente después de
desaparecer éste. Las pruebas cutaneas por escarificacion con antigenos de

Aspergillus demuestran una reaccion positiva inmediata. (34). Ante un proceso
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infeccioso existe una respuesta de liberacion de IL-22, una de las citocinas del
fenotipo Th17, la cual juega un papel importante para la proteccion contra virus,
bacterias y hongos) al estimular la produccion de péptidos antimicrobianos
como B-defensina 2 y B-defensina 3, psoriasina, calgranulina A y calgranulina
B. Ademas actla en sinergia con otras citocinas de este fenotipo como IL-17A
e IL-17F (32). La IL-22 también participa en la defensa contra infecciones
virales, sin embargo, se tienen resultados controversiales al respeto al
encontrarse aumentada en infecciones por VIH o hepatitis (33). Su papel en
infecciones por hongos no se ha comprobado pero se sugiere que la 1L-22
participa en la defensa contra este tipo de infecciones al encontrarse

disminuida en pacientes con candidiasis mucocutanea cronica. (23)

De acuerdo con lo anterior, las infecciones por diversos agentes pueden
estimular la produccion de citocinas de tipo TH17, relacionandose
estrechamente en pacientes con asma bronquial. Se requieren mas estudios al

respecto para determinar con claridad esta relacion.

Lavado broncoalveolar en pacientes asmaticos

El estudio de las muestras de lavado broncoalveolar de pacientes

asmaticos es de utilidad para determinar el fenotipo inflamatorio y corroborar la

presencia de linfocitos T productores de IL-17. Ademas, se puede investigar la

presencia microorganismos de diversos tipos como bacterias u hongos.
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La broncoscopia y lavado broncoalveolar (LBA) que se ilustra en la figura
5 es un método utilizado para la recuperacién de secreciones procedentes de
la via aérea. Se ha realizado en pacientes sanos y en aquellos con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, asma y otras patologias pulmonares. Este
procedimiento ha demostrado ser seguro para los pacientes con asma
controlado. (15, 16) Como cualquier otro procedimiento invasivo, no esti
exento de complicaciones, las cuales se presentan en un 2% de los
procedimientos, e incluyen hipoxemia, broncoespasmo, fiebre, dolor toracico,
hemorragia y crisis asmética, entre las méas frecuentes. Se pueden considerar
como contraindicaciones requerimientos incrementados de  oxigeno,
hipercapnia, broncoespasmo, funcion pulmonar anormal, VEF 1 disminuido (<
de 1 L), inestabilidad hemodinamica, arritmias, angina inestable, diatesis

hemorragica y paciente no cooperador.

Breacedsapia

Fig. 5. Ejemplo de fibrobroncoscopia.
Tomada de http://e.elobot/s/bot6/7540.jpg
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El estudio del liquido de LBA comprende tanto la celularidad como el
componente acelular. EI LBA en personas sanas muestra un predominio de
macrofagos (80%) sobre los linfocitos (10-15%). Los neutrdéfilos, eosindfilos y
células cebadas se observan ocasionalmente. Las inmunoglobulinas se
encuentran en el componente acelular del LBA, se encuentra inmunoglobulina

G, A, My E. La inmunoglobulina E es importante en el asma bronquial. (17).

Figura 6. Fotografia tomada de la Unidad de Medicina Experimental, UNAM,

Hospital General de México. O.D.

La celularidad obtenida del LBA puede estudiarse mediante sus
marcadores de superficie y con ayuda de la citometria de flujo, con el propdsito
de determinar su fenotipo. De interés para este proyecto es la busqueda de

células CD3+, CD4+ y la produccion de IL-17.
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Planteamiento del problema

El fenotipo inflamatorio en el paciente asmatico es de importancia para la
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad, asi como el tratamiento.
Actualmente se considera que el fenotipo TH17 participa en el asma bronquial,
como en otras patologias de origen inflamatorio.

¢ Existen linfocitos T CD4+ productores de IL-17 en muestras de LBA de
pacientes atopicos con asma bronquial en el Servicio de Alergia e Inmunologia

Clinica del Hospital General de México, O.D.?

Justificacién

El asma bronquial es la segunda causa de consulta en el Servicio de
Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital General de México. La presencia de
exacerbaciones ocasiona afeccién en la calidad de vida del paciente porque
afecta su desempefio laboral, escolar y actividades fisicas. El tratamiento
adecuado de esta patologia es importante para evitar las exacerbaciones y
mantener un adecuado control de los sintomas. El estudio del fenotipo
inflamatorio en pacientes con asma contribuye al conocimiento de su

fisiopatologia, lo cual ayuda a mejorar el tratamiento de la enfermedad.

Hipotesis
Si los linfocitos de tipo Th17 participan en el asma bronquial, entonces se
encontraran elevados los linfocitos CD4+ y la IL-17 en muestras de lavado

broncoalveolar de pacientes asmaticos.
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Objetivos
- General
Cuantificar los linfocitos T CD4+ y la IL-17 en muestras de LBA de pacientes

con asma bronquial

- Especificos
Determinacion del tipo y porcentaje de células inflamatorias
Determinar la presencia de células inflamatorias por estudio citopatologico

Determinar la presencia de hongos en muestras de LBA

Metodologia
Tipo y disefio del estudio

Estudio experimental, transversal.

Poblacién y tamafio de la muestra:

Se calculé que de acuerdo al numero de consultas que se reciben en el
Servicio de Alergia del Hospital General de México O.D., con diagnostico de
Asma bronquial, el tamafo de la muestra corresponde a 20 pacientes, muestra
estadisticamente significativa, seleccionados aleatoriamente que acuden a

consulta subsecuente y cumplan con los criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Inclusion
Pacientes de ambos sexos entre 18 y 60 afios

Antecedentes personales o familiares de atopia

27



Pacientes con asma bronquial controlada

Nivel de IgE sérica elevada

Espirometria con reversibilidad del VEF1 mayor del 12%
Pruebas cutadneas positivas para alergenos inhalables
Eosinofilia nasal y sanguinea

Coproparasitoscopico negativo

Pruebas de coagulacién normales

Exclusién
Pacientes embarazadas
Pacientes con tratamiento con antiinflamatorios esteroideos sistémicos e
inhalados en el momento del estudio o treinta dias previos al mismo
Pacientes en tratamiento con antihistaminicos en el momento del estudio
0 10 dias previos al estudio

Pacientes con infecciones respiratorias activas

Criterios de eliminacién
- Pacientes a quienes no se posible realizar el LBA o0 no se tenga una
muestra adecuada para su analisis.
- Pacientes quienes por algin motivo retiren su consentimiento para la

realizacion del procedimiento.
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Definicion de las variables a evaluar y forma de medirlas
Se tomaran en cuenta las siguientes variables:

Variable independiente

- Pacientes asmaticos controlados

Variables dependientes

- Porcentaje de linfocitos T CD4+, IL-17+. Cuantitativa continua.

- Celularidad de la muestra del LBA: presencia de eosindfilos (Positivo o
negativo). Nominal dicotdmica.

- Celularidad de la muestra del LBA: presencia de neutréfilos (Positivo o
negativo). Nominal dicotdbmica

- Presencia de hongos en muestras de LBA. (Positivo o negativo). Nominal

dicotdmica

Procedimiento

Se valoré a los pacientes con diagnéstico de asma que acudieron a
consulta y cumplieron los criterios de inclusion y exclusion. Se evalu6 el estadio
clinico de la enfermedad, los resultados de laboratorio y el tratamiento recibido.
Se explicé en qué consiste el procedimiento de la fibrobroncoscopia con el
lavado broncoalveolar vy los estudios a realizar, si el paciente lo aceptaba se
solicité su firma del consentimiento informado. La broncoscopia con lavado
broncoalveolar se realizé en el Servicio de Fibrobroncoscopia de la Unidad de

Neumologia del Hospital General de México O.D.
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- Procedimiento para fibrobroncoscopia:

Se explica al paciente acerca del procedimiento, previo al mismo se
verifican probables contraindicaciones como laboratoriales y asma
descontrolada. Se coloca acceso venoso periférico y se ingresa a quiréfano
(Fig. 7). Se monitorean signos vitales. En decubito dorsal se aplica lidocaina en
spray al 10% la cavidad oral, faringea y mucosa nasal, se verifica
permeabilidad con sonda nelaton 14-16 Fr. Se procede a introducir
fibrobroncoscopio por la narina mas permeable aplicando nuevamente
anestesia al avanzar, se verifica la movilidad de las cuerdas vocales y se
introduce verificando la morfologia de las vias aéreas con una revision
sistematica del arbol bronquial, en caso de no encontrar anormalidades se
realiza lavado con 100cc de solucién fisiolégica en el bronquio del I6bulo
medio, se aspira y se obtienen 60ml en promedio, se retira el fibrobroncoscopio
dando por terminado el procedimiento. El FBC utilizado es pentax FB 18 P. En

caso de requerir mayor sedacion se utiliza dexmedetomedina.

Fig. 7. Fotografia tomada por cortesia del quir6fano del Servicio de Neumologia del Hospital General de

México O.D.
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Las muestras del lavado broncoalveolar se analizaron en el servicio de
Patologia para el estudio de la celularidad, lo que se realiz6 por un soélo
patdlogo. En el Departamento de Micologia de la Unidad de Dermatologia se
cultivaron para hongos. En la Unidad de Medicina Experimental (UNAM) en el
HIPAM, mediante citometria de flujo, se determind el porcentaje de linfocitos T

CD4+ CD3+ productores de IL-17.

- Procedimiento para citometria de flujo

La muestra obtenida de lavado broncoalveolar, que en promedio se
obtuvo 33ml, se filtr6 con gasa estérii para separar la secreciones
(correspondiente al factor surfactante y moco) de la celularidad en un tubo
conico, se centrifugé a 1500 rpm por 5 min, y se vertié en un tubo de 1.5 ml
para centrifuga de congelacién, se agregaron 500ul de PBS, se resuspendio y
se centrifugd a 2000 rpm a 4°C por 5 minutos, se retir6 sobrenadante y se
resuspendié en 50ul de PBS, se procedi6 a realiza el marcaje extracelular con
2ul de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 de superficie dejando en incubacion por
10 minutos en oscuridad a 4°C. Se agreg6 500ul de PBS, se resuspendid, se
centrifugd a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C y se repitio, se retird el
sobrenadante y se resuspendi6é en vortex para agregar 50ul de Citofix/citoperm
para perforar la membrana celular, y se dejé incubando 10 minutos a 4°C en la
oscuridad, se agregd 200ul de Permowash ,se resuspendio y se centrifugo a
2000 rpm a 4°C por 5 minutos, se retird el sobrenadante para agregar 50ul de
permowash, se resuspendid y se realiz0 el marcaje intracelular con 2ul de
anticuerpo anti IL-17A, se envolvid en papel aluminio y se dejé incubando

porl2-24 horas a 4°C: posteriormente se agrego 200ul de PW, se resuspendio

31



y se centrifugd a 200rpm a 4°C por 5 minutos3 veces en total, se retird el
sobrenadante y se agregaron 200ul de PBS, se resuspendi6 y se centrifugd a
200rpm a 4°C por 5 minutos, se retir0 el sobrenadante y se agregaron 150ul de
PBS para analizarse por el clitdmetro de flujo en donde se realizan las

mediciones de Linfocitos CD3+, CD4+ e IL-17+.

Figura 8. Centrifuga y Centrifuga en frio. Fotografias tomada de la Unidad de

Medicina Experimental, UNAM, Hospital General de México. O.D.

Cytofix/citoperm y Anticuerpos anti-CD3, anti CD4 y anti IL 17
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Pipetas, puntas, vortex

Clitémetro de flujo. Fotografia tomada de la Unidad de Medicina Experimental,

UNAM, Hospital General de México. O.D.
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Cronograma de actividades

ENERO FEBRERO MARZO -JUNIO JUNIO JULIO
Elaboracion Evaluacion por | Recoleccion Procesamiento Entrega de
del protocolo parte de comité | de datos de muestras y reporte final

de investigacion | clinicos y de analisis de
y ética laboratorio resultados
/gabinete

Aspectos éticos y de bioseguridad

La fibrobroncoscopia es un procedimiento que se realiza de rutina en el

Servicio de Fibrobroncoscopia en el Servicio de Neumologia del Hospital

General de Meéxico O.D. Todos los pacientes incluidos en el estudio

proporcionaron su consentimiento informado para la elaboracion del lavado

broncoalveolar y para el estudio de la muestra obtenida.
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Resultados

Se reunieron 19 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion. Se
eliminaron 6 pacientes por retirar su consentimiento informado durante Ila
realizacion de la fibrobroncoscopia, un paciente tuvo exacerbacion del asma y
en dos pacientes no se logré procesar la muestra por exceso de moco y no

permitir su procesamiento por el clitometro.

Se realiz6 el lavado broncoalveolar en 10 pacientes, sin presentar
complicaciones durante el procedimiento. De estos 10 pacientes el 80% son del
género femenino (n=8), como se observa en la Gréfica 1. El promedio de edad
fue de 33.45 afios, con un rango de 21 a 56 afos. La IgE tuvo una media de

370.21 Ul/ml, con un rango de 25.8 a 861 Ul/ml.

B Femenino

H Masculino

Femenino Masculino

Gréfica 1. Pacientes de acuerdo al género. (Elaboracion propia)
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Las células T CD4+ productoras de IL-17 se encontraron en un promedio
de 3.3% con un rango de 0 a 12.1%, en la Grafica 2 se muestran los resultados

de linfocitos T productores de IL-17 de cada uno de los pacientes.

14

12

10

6 m%LTIL-17

Grafica 2. Linfocitos T CD4+ productores de IL-17 de cada uno de los

pacientes.
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En la figura 1 se muestra un ejemplo de los resultados de la citometria

de flujo donde se sefalan las células T CD3+ CD4+ IL-17+.

FACSDiva Version 6.1.3

Specimen_001-il17a ASMA - ecimen_001-il17a ASMA 8
MKF'.* ) =
3 co3coe
“og ivE'?
s o3
(8759 o
. o,
8= S
o 3
o Co ]
S .
Sl Pl AL AL, P £ ey T T
D'\D 10 10 10 10 -|£’D [} 10 10 10
FSC-A CD3 FITC-A
Specimen_001-i17a ASMA 8 Specimen_001-i17a ASMA §
5 ]
& o
= "
=]
=g CD3 CD4 IL17+ &
Efn Ay
=2 &1 In]
i— 1
g1 =3
e 2%
5
\IIIIII‘ T \IIIII| LBLELAI llll‘ T IHHII'S T ‘<Dr
10 A1) 10 1w O
IL17a PE-A 25

T IT T T[T T [TTIT[TTTT T
50 100 150 200 250
FEC-A (x 1,000)

Experiment Name: Alda ASMAILT?
Specimen Name:  Specimen_001
Tuhe Mame: in7aASMA 8
Record Date: Jul13,2012 11:28:22 AM
$OP: Joselin

IL17a PE-A
Population REvents %Parent %Total hean
[ cozcoa 23,751 55.3 248 6,653
I cozcpa L+ 11,692 48.8 121 10,424

Figura 1. Ejemplo de reporte del citometro de flujo.

El estudio de micologia para busqueda de hongos tanto en vision directa

como en cultivo, fue negativo en el 100% de los pacientes.

En el estudio histopatoldgico, el 100% de las muestras presento

linfocitos y otras alteraciones inflamatorias inespecificas. Solo en uno de los

pacientes (10%) se observan neutrofilos.
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Gréfica #: Relacion entre Eosindfilos en sangre y porcentaje de Linfocitos Th 17.

Se realizd una regresion lineal para determinar la asociacion entre el
porcentaje de células productoras de IL-17 y la produccion de IgE total,

encontrando una P de -0.625 (p=0.027). Grafica 3.

1400
1200 A
1000

vl N //\

NA VAV AR
= \(\/X\/
“

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Gréfica 3. Se ilustra la relacion de los niveles de IgE sérica contra el %Th17.
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Conclusiones

El asma bronquial es una patologia con un componente inflamatorio
importante, de ahi que la base del tratamiento sea el uso de antiinflamatorios
de tipo esteroideo. Tradicionalmente se la ha considerado una enfermedad con
un predominio de células TH2, sin embargo, actualmente se sabe que otras
poblaciones celulares participan en la patogenia del asma. Las células Th17 se
caracterizan por propiciar un ambiente proinflamatorio al estimular el

reclutamiento de neutrdfilos a los tejidos, causando dafio tisular.

Corroboramos la presencia de linfocitos T productores de IL-17 en
muestras de lavado broncoalveolar en pacientes asmaticos, con valores muy
distintos entre cada paciente. Es necesario comparar este parametro con

sujetos sanos para determinar su participacion en la fisiopatologia del asma.

En este estudio encontramos que no existe relacion entre la produccion
de IL-17 y de IgE, considerando que el tamafio de la muestra es pequefia. Se
ha considerado al fenotipo Th1l7 dentro del desequilibrio inmunoldgico del
asma, y que se encuentra elevado en esta patologia de componente
inflamatorio, sin embargo se ha observado que la liberacion de IL-17
incrementa en base a otros estimulos como infecciones por lo que se puede
encontrar en niveles bajos al no haber desencadenantes. La produccion de IgE
depende de diversos mediadores por lo que no se encuentra una relacion lineal

entre la produccion de IL-17 y la de IgE total.
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No se encuentra una relacion lineal entre la produccion de IL-17 vy el

namero de eosindfilos al depender su produccién de multiples mediadores.

Es recomendable, en un futuro, tener un grupo control para establecer las
diferencias entre la cantidad de linfocitos T productores de IL-17 de pacientes

asmaticos y sujetos sanos.

La comparacion entre los niveles de IL-17 en muestras de lavado

broncoalveolar y sangre en asméaticos es relevante en estudios posteriores

para determinar si se producen sélo a nivel local o sistémico.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del protocolo: “Lavado broncoalveolar y estudio histopatolégico en
asmaticos del servicio de alergia del Hospital General de México”

Investigador principal: Dr. Guillermo Velazquez Samano
Sede donde se realizara el estudio: Hospital General de México, O.D.

El proyecto de investigacion corresponde a: Investigacién con riesgo mayor al
minimo

Nombre del Paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
médica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado.
Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a
aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces
se le pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una
copia firmada y fechada.

. Justificacion y objetivos del estudio

Las células que se encuentran en el pulmén son importantes en el desarrollo
de enfermedades como el asma bronquial. Estas células se pueden obtener mediante
un estudio conocido como fibrobroncoscopia y lavado broncoalveolar (los cuales se
describirdn mas adelante) que son procedimientos seguros en pacientes con asma
bronquial. El estudio de estas células no ayuda a tener mayor informacion sobre esta
enfermedad y a elegir el tratamiento mas adecuado para usted.

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que
tiene como objetivos el tomar una muestra de liquido de lavado broncoalveolar para su
estudio en busqueda de células del sistema inmune y relacionadas con enfermedades
alérgicas, asi como busqueda de bacterias y hongos.

[l. Procedimientos

En caso de que acepte participar en el estudio se le realizaran algunas
preguntas sobre usted, sus habitos y sus antecedentes médicos, y se realizar4 un
estudio llamado fibrobroncoscopia. Este estudio se realiza de la siguiente manera. Se
requiere de un quir6fano o sala de operaciones. El paciente se le colocara en una
mesa de operaciones. Se le administra medicamentos anestésicos para facilitar la
elaboracion del estudio. Se introduce el fibrobroncoscopio por la boca hasta el pulmon
y se introducen 40 ml de solucién estéril. Se aspira dicho liquido y se coloca en frascos
estériles. Se retira el fibrobroncoscopio. Se envian las muestras al laboratorio para su
estudio. Se vigila al paciente en la sala de recuperacion hasta recuperar su estado
previo al estudio.
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Titulo del protocolo: “Lavado broncoalveolar y estudio histopatolégico en
asmaticos del servicio de alergia del Hospital General de México”

- Riesgos esperados.

El de fibrobroncoscopia y lavado broncoalveolar es seguro, y se tiene amplia
experiencia en el servicio de broncoscopia. Se puede realizar en pacientes con asma
controlada. Se realiza por personal capacitado para el mismo. A pesar de ellos, se
pueden llegara presentar complicaciones en algunos pacientes. Estas complicaciones
pueden ser: falta de aire, crisis de asma, fiebre, hemorragia pulmonar, neumotérax
(salida de aire del pulmén hacia el térax).

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera
otro tipo de atencion, ésta se le brindara en los términos que siempre se le ha ofrecido.

« Beneficios del estudio

Con este estudio se conocerd de manera mas clara que tipo de célula
predomina en el pulmén y que se relaciona con el asma bronquial que usted padece.
Los estudios al respecto, realizados en otros centros hospitalarios, reportan que se
puede encontrar en pacientes con asma un predominio de células llamadas eosinéfilos
(células del sistema inmune que participan de panera primordial en enfermedades
alérgicas), un predomonio de neutréfilos (células del sistema inmune que participan en
infecciones o inflamacion de un tejido) o escasas células del sistema inmune.

El conocimiento de las células del sistema inmune que predominan en el
pulmén de pacientes con asma nos ayuda a comprender la intensidad de los sintomas
y cual va a ser la respuesta al medicamento administrado.

Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del
conocimiento obtenido

Procedimientos alternativos
Se pueden utilizar otras técnicas para obtener muestras de secreciones
producidas en el pulmén como lo es la recoleccién de expectoracion, sin embargo se
tienen complicaciones como la contaminacién de la muestra y alteraciones en la
cantidad de células que se quiere estudiar.

- Garantia de recibir respuestas y aclaraciones

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre
el mismo al investigador responsable. Todas sus preguntas e inquietudes seran
contestadas en el momento en que usted las solicite.

VII. Libertad de retirar su consentimiento

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria y usted
puede retirarse del mimo en el momento que lo desee informando las razones de su
decision, la cual sera respetada en su integridad y sin que esto afecte su atencion
subsecuente en este servicio.

1. Privacidad
La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada
paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.
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IX. Informacion actualizada

El equipo de investigadores se compromete a que en caso de obtener
informacién actualizada con respecto al estudio, ésta se le proporcionara, aunque esta
pudiera afectar su voluntad para continuar participando en el mismo.

X. Indemnizacion

En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia de
su participacion en el estudio.

XI. Gastos adicionales
En caso de existir gastos adicionales, estos seran absorbidos por el
presupuesto de la investigacion.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participaciéon, puede,
si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacion
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o representante legal

Direccion del participante Fecha

Firma del testigo Relacion con el participante
Direccion del testigo Fecha

Firma del testigo Relacion con el participante
Direccion del testigo Fecha

Esta parte debe ser completada por el investigador (o representante):

He explicado al Sr.(a) la naturaleza y los
propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado su tiene alguna duda. Acepto que je leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar estudios con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuesta, se procedié a firmar el presente
documento.

Firma del Investigador Fecha

En caso de dudas o de requerir informacién adicional en relacion con el proyecto de
investigacion, usted puede contactar al Dr. Guillermo Velazquez Samano Jefe de
Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica en el nimero de teléfono 2789-2000
extensién 1265; o bien a la Dra. Carlos Ibarra Pérez Presidente de la Comisién de
Etica del Hospital General de México al teléfono 2789-2000 extension 1368.
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