X9

ABCURMIAL ¥ AOLIDATIDAL SEHCIAL

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA'Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

CAMPO DEL CONOCIMIENTO DE LAS CIENCIAS MEDICAS

TiTULO:

ASOCIACION DE LA FRECUENCIA E INTENSIDAD DE LOS SINTOMAS
NASALES Y LA OBSTRUCCION NASAL CON LA CANTIDAD DE EOSINOFILOS
Y LA FRECUENCIA DE APOPTOSIS DE EOSINOFILOS EN MUCOSA NASAL
EN PACIENTES CON RINITIS ALERGICA PERSISTENTE EXPUESTOS Y NO
EXPUESTOS A TABAQUISMO

TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS
PRESENTA:

BERTHA BEATRIZ MONTANO VELAZQUEZ

TUTOR : DRA. KATHRINE JUAREGUI RENAUD
UNIDAD DE INVESTIGACION EN OTONEUROLOGIA,
CMN SIGLO XXI, IMSS

MEXICO, D. F. ENERO 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INTEGRANTES DEL COMITE TUTORAL

Dr. Mario Humberto Vargas Becerra
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Respiratorias, Hospital de
Pediatria, CMN SXXI, IMSS.

Dr. Armando Pérez Torres
Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM.

COLABORADORES

Dr. Francisco Javier Garcia Vazquez
Laboratorio de Patologia Molecular, Departamento de Anatomia Patoldgica,
Instituto Nacional de Pediatria, S.S.

Dra. Maria Dolores Mogica Martinez

Dr. Ramon Campillo Navarrete

Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica, UMAE Antonio Fraga Mouret, CMN La
Raza, IMSS.

Quimica Lilia Flores Gonzalez
Laboratorio Clinico, Hospital General Regional con UMAA No. 2 Villa Coapa,
IMSS.



INDICE

RESUMEN

ANTECEDENTES
JUSTIFICACION

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
HIPOTESIS

OBJETIVOS

TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO
MATERIAL Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

Pagina

10
10
11
11
12
20
25
28
30

37



RESUMEN

Contexto. En México se estima que la rinitis alérgica afecta aproximadamente al 5% de los
nifios, la mitad con exposicion a humo de tabaco. Estudios en adultos muestran que el humo
de tabaco puede exacerbar la respuesta alérgica nasal y causar cambios en la resistencia
nasal. Sin embargo, son escasos los estudios que documentan la interaccion del humo de
tabaco con los sintomas nasales, la resistencia nasal y el nimero de eosindfilos y apoptosis
de eosindfilos en la mucosa nasal de nifios con rinitis alérgica persistente.

Objetivos.

1. Identificar y comparar la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales (obstruccion nasal,
prurito, rinorrea y estornudos) y de la resistencia nasal por rinomanometria;

2. ldentificar y comparar el nimero de eosindfilos (inmunohistoquimica) y de apoptosis de
eosindfilos (inmunohistoquimica Fas, caspasa-3, Bcl-2 y TUNEL) en la mucosa nasal;

3. Medir la asociacién de la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales y la obstruccién
nasal con el numero de eosindfilos y la frecuencia de su apoptosis en la mucosa nasal.

Material y Métodos. Disefio transversal comparativo. Aceptaron participar con consentimiento
informado, 50 pacientes con diagndstico de primera vez de rinitis alérgica persistente: 25 con
exposicion reciente a humo de tabaco y 25 sin exposicion. A todos: se les obtuvieron muestras
de orina en dos dias consecutivos para determinacion de cotinina ajustada a la concentracion
de creatinina; se les administraron los cuestionarios: 1. Encuesta tabaquismo en jévenes
(version corta validada en espaiol); 2. Cuestionario Internacional Study of Asthma and
Allergies in Childhood (version corta) y 3. Cuestionario de severidad de sintomas nasales
(validado en espafiol); se les realizd rinomanometria anterior (Rhinospir Pro, Sibelmed,
Barcelona) y se les obtuvo muestra de la mucosa nasal mediante raspado (Rhinoprobe
Arlington Scientific Inc, Arlinton, Tx). La cuenta de eosindfilos en mucosa nasal se evalué por
morfologia e inmunohistoquimica (IHQ) con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-proteina
basica mayor de eosindfilos (MBP), clona BMK13, diluido 1:25 (Chemicon International), y se
determiné la presencia de apoptosis de eosindfilos con IHQ para caspasa 3, Fas, Bcl-2 y por
TUNEL. El andlisis estadistico se realizé de acuerdo con la distribucién de datos, con un nivel
de significancia de 0.05, se utilizaron las siguientes pruebas: “t” de Student para muestras
independientes, “U” Mann-Whitney, “t” para proporciones, r de Pearson, ANOVA y ANCoVA.

Resultados. Los grupos fueron similares en la edad, el peso, el indice de masa corporal, la
relacion hombre/mujer, el tiempo de evolucién, el nimero de alérgenos positivos en la prueba
de prick cutanea, la frecuencia de los sintomas nasales y el total de sintomas, que fue de 1 a
10 (mediana de 5) en los expuestos y de 1 a 8 (mediana de 5) en los no expuestos (p>0.05).
La rinomanometria mostré mayor resistencia nasal en los expuestos que en los no expuestos
(p=0.01). Se observo tendencia al incremento de eosindfilos en los expuestos comparados con
los no expuestos (p>0.05), pero al comparar a los fumadores activos se observé diferencia
entre los pacientes fumadores activos comparados con los no expuestos (p<0.05). Esta
diferencia tuvo influencia del indice de masa corporal (p<0.05), y con diferencia de la edad
entre los subgrupos (16.4+ 2.5 versus 13.5+ 2.6) (p<0.05). La frecuencia de apoptosis de
eosinodfilos en la mucosa nasal de los pacientes expuestos y de los no expuestos fue similar
(8% versus 4%; p>0.05).

Conclusion. En nifos y adolescentes con rinitis alérgica persistente, la exposicion a humo de
tabaco puede asociarse a incremento de la resistencia nasal, independientemente de los
sintomas nasales. Aquellos con exposicion activa, pueden tener aumento del nimero de
eosindfilos en la mucosa nasal, sin disminucion de la frecuencia de apoptosis.



ANTECEDENTES

Rinitis Alérgica

La rinitis alérgica es un proceso inflamatorio de la mucosa nasal mediado por la
inmunoglobulina IgE en respuesta a uno o mas alergenos, que se caracteriza por
la presencia de estornudos, prurito nasal, obstruccion nasal y rinorrea (1,2). Se
clasifica en intermitente o persistente, de acuerdo a la temporalidad de las
manifestaciones clinicas (3): es intermitente cuando se manifiesta en menos de 4
dias a la semana y menos de 4 semanas, en tanto que es persistente si se
manifiesta por mas de 4 dias a la semana durante todo el mes, con persistencia
de las manifestaciones mas de 9 meses al ano. A su vez se clasifica en leve y
moderada-severa. Afecta aproximadamente al 10 a 20% de la poblacion (3-5) y en
cerca del 80% de los casos se manifiesta antes de los 20 afios de edad (6).

En la fisiopatogenia de la rinitis alérgica participa un componente genético de
manera importante, el cual consiste en la tendencia a desarrollar una respuesta
inmune en la que participan la IgE, los mastocitos y linfocitos Th2. En sujetos
susceptibles la exposiciéon a proteinas fecales de acaros, cucarachas, pelo de
gato, perro, pélenes y otros lleva a la presentacion del alérgeno por células
presentadoras de antigeno a los linfocitos T CD4+, los cuales liberan interleucinas
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 entre otras citocinas TH2. Estas citocinas
promueven la produccion de IgE especificas para estos alergenos. Las células
plasmaticas producen IgE, mientras que las células cebadas y eosindfilos (y otras
células) captan IgE. Una vez que el paciente se ha sensibilizado a los alérgenos,
la subsecuente exposicion, activa una cascada de eventos que dan como
resultado a los sintomas de la rinitis alérgica. La respuesta alérgica en la rinitis
alérgica puede ser dividida en dos fases: una fase inmediata o temprana que se
desarrolla en minutos luego de la exposicién al alérgeno y los estornudos, el
prurito y la rinorrea son los sintomas caracteristicos y puede ocurrir algun grado de
congestion nasal, y una fase tardia en la que la congestiéon nasal tiende a
predominar y los mediadores liberados por los eosindfilos tales como la proteina
basica mayor, proteina cationica de los eosindfilos y leucotrienos provocan daio al
epitelio, llevando a la enfermedad alérgica crénica (7-13) (Figura 1).
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Figura 1. Fisiopatologia de la rinitis alérgica (13).



Para efectuar el diagndéstico de la rinitis alérgica se consideran la historia clinica,
las pruebas cutaneas, IgE especifica en suero que permite identificar alérgenos
especificos, la eosinofilia y la presencia de eosindfilos en moco nasal con métodos
de obtencion como el raspado con cureta ya validado en nifios con rinitis alérgica
(14-17). En los pacientes con rinitis alérgica intermitente los alérgenos principales
suelen ser polenes, mientras que en los pacientes con rinitis alérgica persistente
suelen ser polvos y acaros (17-19) y de éstos los alérgenos mas frecuentes
identificados en pacientes que habitan en la regidén norte de la zona metropolitana
de la ciudad de México son Dermatophagoides sp, polvo casero, gato, perro y
otros (19,20). Otra prueba complementaria para evaluar la obstruccion nasal es la
rinomanometria anterior activa, considerada la mas adecuada para este grupo de
pacientes (21). Para evaluar la frecuencia y la intensidad de los sintomas nasales
se han disefiado diferentes instrumentos (22-24), entre los cuales se encuentra un
cuestionario validado en nifios mexicanos (22), y el cuestionario del International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) para evaluar la prevalencia,
severidad y calidad de vida y otras caracteristicas clinicas de los pacientes con
rinitis alérgica u otras enfermedades alérgicas validado en México (23, 24).

La rinitis alérgica es una condicién comun que afecta a todas las edades, con un
pico en la adolescencia (6). Los sintomas clasicos son congestion nasal, prurito,
estornudos y rinorrea y que puede condicionarles alteraciones del suefio y fatiga

2).

Exposicién a humo de tabaco

El humo de tabaco puede incrementar los sintomas nasales como son la
obstruccion nasal y la resistencia nasal en adultos sin rinitis alérgica y la
exposicion pasiva puede incrementar los sintomas de obstruccion nasal en nifios
con rinitis alérgica (25). En la respuesta alérgica se ha identificado que se
prolonga la vida media de los eosinéfilos ademas de una mayor produccion de
éstos (26), en los que se ha sugerido que se debe a factores como la produccion
de factores de sobrevida como la IL-5 (27), factores de crecimiento como |L-4
(28), mediadores inflamatorios como los cisteinil-leucotrienos (29), y el humo de
tabaco entre otros (30-35).

La exposicién a humo de tabaco puede ser activa o pasiva y se estima que el 40%
de los nifios en el mundo estan expuestos a humo de tabaco en sus casas y una
cuarta parte de los fumadores han consumido su primer cigarro antes de los 10
afios de edad (36) que coincide con los resultados de encuestas realizadas en
México (37, 38). En la identificacion de la exposicion a humo de tabaco puede
utilizarse la medicion de sus metabolitos y cuestionarios. De los mas de 4,700
compuestos identificados en el humo de tabaco, la nicotina es uno de los
principales productos, se absorbe por el tracto respiratorio, la mucosa oral y la piel,
se metaboliza en su mayor parte en el higado y el resto en pulmén y rifiones (39,
40). La medicion de la cotinina en orina permite evaluar de manera confiable la
exposicion a humo de tabaco; una concentracion >21.8 ng de cotinina por



miligramo de creatinina permite identificar que los sujetos estan expuestos al
humo del tabaco (41).

Tabaco y alergia

En nifos sin enfermedad aparente que se exponen a humo de tabaco se han
observado sintomas nasales e infecciones de vias aéreas de repeticion, con la
consecuencia de ausentismo escolar y deterioro de la calidad de vida (42-44). En
nifos con rinitis alérgica y asma, la exposicion pasiva a humo de tabaco disminuye
la respuesta al tratamiento médico y a la inmunoterapia sublingual (45). Se ha
documentado en sujetos sanos que la exposicion a humo de tabaco produce
aumento en la frecuencia de sintomas nasales (circa 30%) y la resistencia nasal
(circa 25%)(46), mientras que en pacientes con enfermedad alérgica nasal
produce aumento en la severidad de los sintomas (47-50). EI humo de tabaco
afecta la fisiologia nasal e influye en los problemas respiratorios en nifios.
Evidencia de la literatura apoya que el humo de tabaco afecta la via respiratoria
con el reclutamiento y la activacion de células inflamatorias, las cuales pueden
exacerbar la respuesta nasal alérgica (47) y causar cambios en la resistencia
nasal (50-55). Los nifios sin enfermedad aparente que son expuestos al humo de
tabaco tienen aumento en el numero de eosindfilos tanto en la mucosa nasal como
en sangre, a diferencia de los no expuestos (35). También se ha sugerido que este
aumento en la cantidad de eosindfilos puede asociarse a una mayor severidad de
los sintomas nasales en pacientes con rinitis alérgica. Congruente con el hallazgo
experimental en expuestos a humo de cigarro diluido (6 cigarrillos durante una
hora/dia por 14 dias), en los que se produjo reactividad de la via aérea, asociada a
un aumento de eosindfilos en la mucosa (26).

Apoptosis

Se ha propuesto que en los pacientes con enfermedad alérgica como el asma,
existe inhibicion o disminucion de la apoptosis de los eosinodfilos, y que esto puede
explicar, entre otros factores, el aumento en el niumero de eosindfilos con el
subsecuente incremento de la respuesta alérgica. La apoptosis es un mecanismo
para mantener la homeostasis de las células y tejidos, que puede ocurrir 0 no,
dependiendo del momento ontogénico tisular y también tiene su participacion en
varias enfermedades debido a un incremento o disminucion del numero de células
en apoptosis. Se identifican dos vias por las cuales se activa este proceso, la via
extrinseca y la via intrinseca. En la via extrinseca, tipo | o ligando de muerte,
intervienen receptores celulares de la familia de TNFR (TNFR1, DR5/DR4 y Fas
CD95/AP0O-1) que desencadenan la activacion de caspasas. Estas ultimas actuan
a nivel del citoesqueleto y las proteinas nucleares para inducir apoptosis. La via
intrinseca, tipo |l o mitocondrial, comienza por la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial, y esta regulada por proteinas de la familia Bcl-2. Esta se divide en
dos tipos: antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, Bcl-2) y proapoptéticas (Bid, Bim,
Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk, Bik) (56-58) (Figura 2). Se ha identificado que la
apoptosis en los eosindfilos humanos estda mediada por la activacion tanto de la
via intrinseca como de la via extrinseca, a través de las caspasas 3, 8 y 9 (59).
Morfolégicamente se observa condensacion del nucleo y fragmentacion, formacion



de cuerpos apoptdéticos que luego son digeridos por macréfagos y previenen la
liberacion del contenido intracelular a los tejidos adyacentes.

Existen diversas técnicas para identificar la presencia de apoptosis como TUNEL
(terminal-deoxinucleotidyl-transferase-mediated = dUTP-digoxigenin  nick  end
labeling), la determinacién de anexina V, y de proteinas de superficie como
receptor Fas (CD95/APO-1) y la unién de su ligando (FasL) representan la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis. Las caspasas como la caspasa 3
representan la confluencia de la activacion de las dos vias de la apoptosis y Bcl-2
(antiapoptotica) que representa a la via intrinseca que impide la liberacién del
citocromo c y a su vez inhibe la apoptosis (60, 61). Algunas variables participan en
la frecuencia de apoptosis de los eosindfilos, incluyendo reguladores internos
como la expresion de genes como Bcl-2 (antiapoptético) (62) y CD95 (Fas/APO-1)
(proapoptdtico) (63), produccion de factores de sobrevida como la IL-5
(antiapoptotico) (27), factores de crecimiento como IL-4 (antiapoptético) (28),
mediadores inflamatorios como los cistenil leucotrienos (proapoptoticos)(29) vy
factores externos como la nicotina y cotinina (antiapoptoticos) (64).

En la mucosa bronquial de pacientes con asma se ha identificado aumento de la
vida media de diferentes tipos de células inflamatorias (eosindfilos, linfocitos y
macrofagos), con disminucion de la apoptosis y aumento en la severidad de los
sintomas (65-68). En pacientes con poliposis nasal con hipersensibilidad a la
aspirina (69) o con dermatitis de origen alérgico (70) también se ha observado
aumento del numero de eosindfilos relacionado a disminucion de la apoptosis (71).
En pacientes con rinitis alérgica estacional, la exposicién aguda al alérgeno se ha
asociado a un aumento en el numero de eosinofilos apoptoéticos (72). En
habitantes de la ciudad de México se ha observado que los pacientes con rinitis
alérgica persistente, comparados con sujetos sin enfermedad, tienen aumento del
numero de eosindfilos en la mucosa nasal y disminucién de la apoptosis (73). Por
lo tanto, en pacientes con enfermedades alérgicas la disminucion de la apoptosis
de células inflamatorias se ha relacionado con aumento de las mismas y mayor
severidad de los sintomas.

Aunque todavia no se conoce adecuadamente como es que disminuye la
apoptosis de los eosindfilos en enfermedades alérgicas cronicas, se han
propuesto varios mecanismos. Estudios in vitro han mostrado que los eosindfilos
pueden tener “resistencia a CD95” o alteracion en la unién con su ligando. Esta
molécula es un receptor apoptatico (Fas CD95/APO-1) y su alteracion se asocia a
expansion celular no deseada (64, 74). En tejidos de pdlipo nasal se ha observado
que la infiltracion con eosinofilos se asocia a resistencia a Fas (CD95/APO-1)(69).
Se ha sugerido que esta resistencia podria estar favorecida por la mayor
concentracion de oxido nitrico en los tejidos con inflamacion alérgica (75). Por otra
parte, en eosindfilos sanguineos de pacientes con asma severa se ha observado
aumento en la expresion de Bcl-2 asociada a disminucion de la apoptosis de los
mismos (76,77).
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Figura 2. Vias de la apoptosis (58).

Apoptosis y tabaquismo

En cultivo de células humanas de diversos tejidos se ha documentado que la
nicotina y la cotinina inhiben la apoptosis (77). El efecto de la nicotina puede estar
mediado por receptores colinérgicos nicotinicos convencionales y no
convencionales. La nicotina estimula la expresion de Bcl-2 a través de la
fosforilacién de residuos de serina, por activacion de factores de crecimiento que
inhiben la apoptosis (77). También se ha identificado que la exposicion cronica a
humo de tabaco se asocia a una expresion aberrante de Fas (CD95/APO-1) en
linfocitos de seres humanos, lo que impide la induccién de la apoptosis (64,74).

JUSTIFICACION

El humo de tabaco exacerba la respuesta alérgica (50) e incrementa las
manifestaciones clinicas de los sintomas nasales, como la obstruccién nasal (25).
La resistencia nasal es la medicion objetiva de la obstruccién nasal, la cual puede
cambiar por la presencia del humo de tabaco (46-49). Los mecanismos por los que
se produce la obstruccion nasal ante el humo de tabaco aun no son bien
conocidos.

Las enfermedades alérgicas, como el asma, se caracterizan por aumento del
namero de eosindfilos (60). Se ha propuesto que el incremento de eosindfilos se
podria deber a un aumento en la sobrevida o una disminucién en la frecuencia de
muerte por apoptosis (59). Esta ultima propuesta podria explicarse por disrupcién
de la apoptosis, tanto de la via intrinseca como de la via extrinseca (59-64). La



exposicion a productos del humo del tabaco como la cotinina y nicotina en cultivos
celulares se ha relacionado con inhibicidon de la apoptosis (77, 122). Sin embargo,
aun se desconoce la interaccion de estos factores en pacientes con rinitis alérgica.

En este estudio se propuso identificar la posible relacion de la exposicién del humo
de tabaco con las manifestaciones clinicas de la enfermedad, con el numero de
eosindfilos y con la frecuencia de su apoptosis.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

En pacientes con diagnostico de rinitis alérgica persistente habitantes del Noreste
de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, de 10 a 19 afos de edad,
expuestos (activo o pasivo) y no expuestos de manera habitual a humo de tabaco:

1. ¢Cual es la diferencia en la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales
(obstruccion nasal, prurito, rinorrea y estornudos) y la resistencia nasal por
rinomanometria entre los expuestos (pasivo o activo) y los no expuestos?

2. ¢ Cual es la diferencia en la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis
de eosindfilos en la mucosa nasal entre los expuestos (pasivo o activo) y los no
expuestos?

3. ¢ Cual es la asociacion de la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales y
la obstruccion nasal con la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de
eosinodfilos en mucosa nasal, en los expuestos (pasivo o activo) y los no
expuestos?

HIPOTESIS

En pacientes con diagndstico de rinitis alérgica persistente, de 10 a 19 afios de
edad, expuestos y no expuestos a humo de tabaco:

1. La frecuencia e intensidad de los sintomas nasales (obstruccion nasal, prurito,
rinorrea y estornudos) es 30% mayor y de resistencia nasal 25% mayor en los
expuestos que en los no expuestos.

2. La cantidad de eosindfilos es mayor y la frecuencia de apoptosis de eosindfilos
en mucosa nasal es diferente en los expuestos que en los no expuestos.

3. La frecuencia e intensidad de los sintomas nasales y la resistencia nasal se
asocian a la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de eosindéfilos en
la mucosa nasal.
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OBJETIVOS

En pacientes con diagnostico de rinitis alérgica persistente habitantes del Noreste
de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, de 10 a 19 afos de edad,
expuestos (activo o pasivo) y no expuestos de manera habitual a humo de tabaco:

1. ldentificar y comparar la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales
(obstruccion nasal, prurito, rinorrea y estornudos) y la resistencia nasal por
rinomanometria.

2. ldentificar y comparar la cantidad de eosindfilos (inmunohistoquimica) y de
apoptosis de eosindfilos (inmunohistoquimica Fas, caspasa-3, Bcl-2 y TUNEL) en
la mucosa nasal.

3. Medir la asociacién de la frecuencia e intensidad de los sintomas nasales y la
obstruccion nasal con la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de
eosindfilos en la mucosa nasal.

TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO
Estudio clinico.

Disefo transversal y comparativo.

MATERIAL Y METODOS

I. Sujetos participantes.

Después de la autorizacidon del protocolo de estudio por las Comisiones
Institucionales de Investigacién Cientifica y de Etica en Investigacion, con el
consentimiento informado de los padres y el asentimiento de los pacientes
(Anexos 1a y 1b), aceptaron participar en el estudio 60 nifios y adolescentes con
diagndstico por primera vez de rinitis alérgica persistente. Todos acudieron para
su atencién por primera vez, al Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica de la
Unidad Médica de Alta Especialidad “Antonio Fraga Mouret” en el Centro Médico
Nacional La Raza, IMSS. El calculé del tamafo de muestra se efectué para
estimar la diferencia entre dos medias, con alfa de 0.05, potencia del 80% y
diferencia del 25% para la resistencia y 30% para los sintomas (52).

El muestreo de pacientes se efectué de forma consecutiva, para todos los
pacientes que reunieron los criterios de seleccion. Ninguno mostroé evidencia de
infeccion, sinusitis, otitis media, pdlipos nasales, anormalidades anatémicas,
enfermedades sistémicas, enfermedad pulmonar incluyendo asma, rinitis alérgica
estacional, rinitis vasomotora; en el caso de las mujeres en ningun caso hubo

11



embarazo y, en su caso, la participacion no fue durante la menstruacién. En la
historia clinica y por interrogatorio se verificé que durante los 3 meses previos a la
participacion en el estudio, ningun paciente hubiera recibido inmunoterapia o
tratamiento con corticosteroides (nasales o sistémicos), cromolin, anti-
inflamatorios ni antileucotrienos.

No se incluyeron en el estudio a 10 pacientes que mostraron incongruencia entre
la informacion sobre exposicion a humo de tabaco que proporcionaron mediante
cuestionario y la concentracion urinaria de cotinina/ creatinina.

Las caracteristicas generales de los 50 participantes se describen a continuacion:

- 25 pacientes con exposicion reciente a tabaco, confirmada por la concentracion
urinaria de cotinina/creatinina, con edad de 10 a 19 afios, 14 hombres y 11
mujeres; con respuesta positiva en pruebas cutaneas a 1 a 8 alérgenos (mediana
de 3) (Tabla 1). En 17 de estos pacientes se identificaron los diagndsticos
concomitantes de rinitis alérgica persistente, conjuntivitis y dermatitis, en 6 de ellos
se identificaron rinitis alérgica persistente y conjuntivitis y en 2 se identificé soélo
rinitis alérgica persistente,

- 25 pacientes sin exposicion reciente a humo de tabaco, confirmada por la
concentracion de cotinina/ creatinina en orina, con edad de 10 a 18 afos, 16
hombres y 9 mujeres; con respuesta positiva en pruebas cutdaneas a 1 a 8
alérgenos (mediana de 2) (Tabla 1). En 3 pacientes se identificaron los
diagndsticos concomitantes de rinitis alérgica persistente, conjuntivitis y dermatitis,
en 13 se identificaron rinitis alérgica persistente y conjuntivitis, y en 9 se identifico
sélo rinitis alérgica persistente.
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Tabla 1. Caracteristicas de los 50 pacientes y de las pruebas cutdneas para un panel de
36 alérgenos inhalables en pacientes con rinitis alérgica persistente.

Exposicién a humo de
tabaco (n =25)

No exposicion a humo de
tabaco (n = 25)

Caracteristicas de los pacientes n (D.E.) n (D.E.)
Edad (afos) 14(3) 13 (2.6)
IMC (kg/m?) 22.2 (4.4) 20.6 (3.2)
Masculino/ femenino razoén 1.21 1.71
Duracion de la rinitis (afios) 5.6 (4) 3.52 (2)
Alergenos n (%) n (%)
Dermatophagoides sp 21 (84%) 23 (87%)
Polvo casero 4 (16%) 6 (24%)
Cucaracha 3 (12%) 6 (24%)
Gato 4 (16%) 3 (12%)
Fraxinus angustifolia 3 (12%) 4 (16%)
Lolium persistente 2 (8%) 4 (16%)
Cynodon dactylon 1 (4%) 5 (20%)
Ligustrum vulgare 1(4%) 2 (8%)
Plumas 2 (8%) 0 (0%)
Schinus molle 1(4%) 0 (0%)
Aspergillus fumigatus 0 (0%) 2 (8%)
Candida albicans 0 (0%) 1(4%)
Holcus halepense 0 (0%) 1(4%)

IMC. Indice de masa corporal. Promedio
D.E. Desviacién Estandar. Frecuencia

%. Porcentaje.

Una respuesta positiva a polen se asocié siempre a una respuesta positiva a otros alergenos.



II. Descripcién General del Estudio

Después de la estandarizacion de los procedimientos, dos médicos alergdlogos
seleccionaron a los candidatos a participar y les efectuaron las pruebas
complementarias necesarias para el diagnoéstico diferencial pertinente en cada
caso. A todos se les efectuaron pruebas cutaneas de alergia con un panel de 36
alérgenos inhalables (AllerStand, Ciudad de México, México), de acuerdo a la
Guias IRC, 1994 (Anexo 2) (3,4). Una vez confirmado el diagndstico, se invito a
los pacientes que reunieron los criterios de seleccidon a participar en el estudio.
Entonces se registraron las caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes que decidieron participar. A continuacion se les administraron los
siguientes cuestionarios:

1. El “Cuestionario de frecuencia e intensidad de los sintomas nasales en nifios
con rinitis alérgica persistente”, validado en espafiol (Anexo 3) (22, 78).

2. El “Cuestionario modificado de la Encuesta sobre Tabaquismo en Jévenes”, en
su version corta validada en espanol (Anexo 4) (79,80).

3. El cuestionario del “Internacional Study of Asthma and Allergies in Childhood”,
validado en espanol (Anexo 5) (23, 81).

En el mismo dia en que se administraron los cuestionarios, se recolecté una
primera muestra de orina y durante las siguientes 24 horas se recolectd una
segunda muestra. Las dos muestras fueron codificadas y congeladas a -70 °C.
Una vez que se completo la recoleccion de muestras de todos los participantes, se
realizé la determinacién en bloque de la concentracion de cotinina en orina,
mediante inmunoensayo por quiomioluminiscencia competitiva de fase solida para
cotinina (Metabolites of Nicotine; DPC, La Garenne-Colobes, France; Inmunolite
1000;DPC, Los Angeles CA, USA), y de concentracién de creatinina en orina por
el método colorimétrico de Jaffe (Clinical Chemestry IL Test tm Spinreact; Sant
Esteve de Bas, Spain; Express Plus, Bayer; Tarrytown NY, USA). Con los
resultados de estas pruebas se determind la concentracion urinaria de cotinina
ajustada a la concentracion de creatinina ([cotinina]/[creatinina]). El punto de corte
para determinar la exposicidon o no exposicion al humo de tabaco fue de >21.8
ng/mg (41).

Un investigador, cegado a las respuestas obtenidas en los cuestionarios, realizo la
rinomanometria anterior (Rhinospir ProPF 2001, Sibelmed, Espafa) a todos los
participantes. El mismo investigador obtuvo una muestra de la mucosa nasal del
cornete inferior, mediante raspado con cureta, (Rhinoprobe Arlington Scientific Inc,
Arlinton, Tx). Las muestras de mucosa nasal se colocaron en portaobjetos
(Superfrost plus, Shandon, Pittsburg) y se fijaron con acetona durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Al completar la recoleccion de muestras se efectud la
evaluacion morfolégica del epitelio de la mucosa nasal para identificar a los
eosindfilos por morfologia e inmunohistoquimica, asi como para identificar la
frecuencia de apoptosis, mediante inmunohistoquimica para Fas, Bcl-2 y caspasa
3, asi como TUNEL.
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I1l. Procedimientos

Cuestionarios

A cada participante se le administraron de manera directa, siempre sin
observadores ni acompafantes y por entrevista guiada por cuestionario, en el
siguiente orden: 1. Cuestionario de frecuencia e intensidad de los sintomas
nasales, 2. Cuestionario modificado de la Encuesta sobre Tabaquismo en Jovenes
y 3. Cuestionario del “International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC)".

El cuestionario de frecuencia e intensidad de los sintomas nasales (22, 78),
permite identificar la presencia de obstruccion nasal, estornudos, prurito y rinorrea.
La severidad de cada sintoma se califica como ausente (0), leve (1), moderado
(2), o severo (3). La puntuacion total del cuestionario se calcula como la suma de
la puntuacién de cada sintoma, con un maximo posible de 12 puntos. En un
estudio previo se aplicé este cuestionario en 25 nifios con rinitis alérgica
persistente de la misma Institucion de Salud, observando un coeficiente de
correlacion intraclase de 0.93 (IC 95%, 0.85-0.97), con repetibilidad de 96% y un
coeficiente de repetibilidad de 2 puntos.

El cuestionario modificado de la Encuesta sobre Tabaquismo en Jovenes (79,80),
mostré una consistencia mayor al 95% en adolescentes de 13 y 15 afios de edad
en un estudio realizado en México, incluida la Ciudad de México. En preparacion
para el presente estudio, se administraron las 13 preguntas sobre el consumo de
tabaco y la convivencia con fumadores a 25 nifios con rinitis alérgica persistente,
de 10 a 19 afios de edad (15 hombres y 10 mujeres), en quienes se identificd
adecuadamente la exposicién a humo de tabaco en el 100% de los expuestos, en
congruencia con la concentracidén de cotinina/ creatinina en orina.

En lo referente al cuestionario del “International Study of Asthma and Allergies in
Childhood” (ISAAC), ha sido validado en nifios con rinitis alérgica, con una
especificidad de 77.5% a 97.6%, sensibilidad de 2.5% a 42.7% y valor predictivo
positivo de 63%, en estudios previos fue administrado a nifios y adolescentes
mexicanos con enfermedades alérgicas, para identificar las caracteristicas de la
enfermedad (23, 81).

Rinomanometria anterior

Previa calibracién del aparato, con el paciente en posiciéon sedente, en un sillén
para exploracién otorrinolaringoldgica sin inclinacion agregada, con el tronco y la
cabeza erguidos, se realizd rinomanometria anterior activa con el rinomandémetro
Rhinospir Pro (Sibelmed, Barcelona). Después de 30 minutos de aclimatizacion a
la sala de exploracion, con temperatura constante a través del afio de 26° C y
humedad de 60%. Al paciente se le indicé que cerrara los labios y respirara a
través de la nariz sin hablar, toser o deglutir, sin aplicar descongestionantes
nasales. Después de un registro basal de 30 segundos, se midié la presion de
cada fosa nasal, con un catéter conectado a la presion del transductor, mientras
se efectuaba el registro del flujo del aire en la fosa nasal contralateral, mediante un
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neumotacografo. Todas las mediciones se realizaron a una presion de referencia
de 150 Pa, de acuerdo a las guias de recomendacion del International Commitee
on Standardization of Rhinomanometry. La presién se registré en Pa.s/cm® y el
analisis se efectud por computadora, considerando el ciclo nasal para identificar la
fosa nasal con baja o alta resistencia (82).

Antes de comenzar el estudio, el procedimiento se aplico a 20 nifilos con rinitis
alérgica persistente, de 10 a 19 afos de edad (10 hombres y 10 mujeres),
observando un registro éptimo en el 90% de los casos.

Determinacion de cotinina en orina

Previa instruccion a cada paciente, se obtuvieron muestras de 20 ml en frasco
estéril. Las muestras se congelaron a -20° C hasta su analisis. Una vez
descongeladas  previa calibracion, se efectu6 inmunoensayo  por
quimioluminiscencia competitiva de fase sodlida para cotinina (Metabolites of
Nicotine; DPC, La Garenne-Colobes, France) (Inmunolite 1000; DPC, Los Angeles
CA, USA) y por el método de colorimétrico de Jaffé para creatinina (Clinical
Chemestry IL Test tm Spinreact; Sant Esteve de Bas, Spain) (Express Plus, Bayer,
Tarrytown NY, USA). Los resultados se registraron en ng/mg.

Para la determinacién de cotinina en orina se realizé en el Laboratorio de
Aplicacion de Isétopos y Metrologia, S.A. de C.V., con la técnica de
quimioluminiscencia en el equipo (Inmunolite 1000; DPC, Los Angeles Cal, NJ,
USA) previa calibracion. Las muestras se procesaron en bloque con el kit
(Metabolites of Nicotine; DPC, La Garenne-Colobes, France). Se elaboraron las
curvas estandar de cotinina y de los controles positivo y negativo. La técnica utiliza
una fase solida que consiste en una esfera de poliestireno recubierta con
anticuerpos policlonales de conejo anti-cotinina, a la cual se agregaron 20 pl de
orina del paciente, y se incubaron junto con la enzima de fosfatasa alcalina. Luego
se lavo y se centrifugd. Nuevamente se incub6 con el sustrato quimioluminiscente,
y la enzima para que realice su actividad catalitica. La sefal emitida de la reaccion
se mide en un fotomultiplicador. La lectura de la cotinina se realizo con referencia
a la curva estandar en ng/ml.

La estandarizacion de la determinacion de cotinina y creatinina en orina se efectué
en 28 pacientes con rinitis alérgica expuestos y no expuestos a humo de tabaco,
de 10 a 19 afos de edad (13 hombres y 15 mujeres). La concentracién de cotinina
en orina con un punto de corte para determinar la exposicidon/no exposicion a
humo de tabaco de >21.8 ng/mg (41) fue consistente con las respuestas a las 13
preguntas que identifican el consumo de tabaco y la convivencia con fumadores
del cuestionario modificado de la Encuesta sobre Tabaquismo en Jovenes (79,80).
La creatinina presentd un coeficiente de variacion interna de 1%.

Obtencidn y procesamiento de muestras de la mucosa nasal

Una vez que se describid el procedimiento al paciente, en posicion sedente sobre
un silléon para exploracion otorrinolaringologica, con el tronco y la cabeza erguidos,
se efectud limpieza suave de las cavidades nasales. Bajo visidon directa, con
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iluminaciéon con lampara frontal y espéculo, se efectué raspado con cureta de la
mucosa nasal de la parte media del cornete inferior (Rhinoprobe, Arlington
Scientific Inc, Arlington, Texas): se coloco la cureta sobre la mucosa de la porcién
media del cornete inferior y con presion suave de la punta se deslizé hacia el
exterior, 2 0 3 mm en dos ocasiones.

Previo a la obtencion de muestras para el estudio, en 53 voluntarios de 10 a 19
afos de edad (22 hombres y 31 mujeres), 30 sin enfermedad de nariz y senos
paranasales y 23 con antecedente de rinitis alérgica persistente, se obtuvieron
células de la mucosa nasal por raspado y se cuantific6 el numero de células
viables por el método de exclusién de azul de tripano en una camara de
Neubauer, con la obtencion de un total de 255 000 a 1 357 500 células por mililitro.

El procesamiento de las muestras, se efectué con dos técnicas: la primera
realizando directamente un frotis y la segunda mediante citologia de base liquida.
En lo referente al frotis, cada muestra obtenida se transfiri6 a un portaobjetos
(Superfrost plus, Shandon, Pittsburg), se dejé secar a temperatura ambiente de 3
a 5 minutos y posteriormente se fijo con acetona a 4°C durante 10 minutos.

En cuanto a la citologia de base liquida, las muestras obtenidas de los pacientes
fueron colocadas en 1 ml de medio de conservacion (Liqui-PREP TM de la Marca
Productos Biologicos de México), se realiz6 una agitacion con Vortex por 30
segundos, posteriormente se realizdé un centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos,
se decanto el sobrenadante dejando aproximadamente 500 ul, de esta solucion
(botén celular) obtenida, se toman 100 pl y se le anaden 30 ul de la solucién
encapsuladora (Liqui-PREP TM), se mezclaron por pipeteo y de la mezcla final se
colocaron 30 pl en portaobjetos electrocargados Superfrost plus (Shandon, Inc;
Pittsburg, PA), se dejaron secar a 60 °C por 10 minutos y posteriormente se fijaron
en acetona a 4°C durante 10 minutos, se dejaron secar nuevamente para la
evaporacion total de la acetona y se almacenaron para realizar las técnicas de
inmunocitoquimica y TUNEL.

Cuantificacion de eosindfilos y de la apoptosis de eosindfilos

Las mediciones se efectuaron en el Laboratorio de Patologia Molecular del
Departamento de Anatomia Patolégica del Instituto Nacional de Pediatria. Para la
determinacién de la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de
eosinofilos, se realizé la inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal de
raton anti-proteina basica mayor de eosindfilos (MBP), clona BMK13, 1:25
(Chemicon International) y tincion simultdnea para apoptosis inmunohistoquimica
con anticuerpo anti-caspasa-3 (caspase-3 rabbit policlonal, catalogo CP229A,
dilucion 1:100, Biocare Medical, LLC, CA USA), Fas (CD95, rabbit policlonal,
dilucién 1:25, Marca Abcam) y anti-Bcl-2 (Oncoprotein, mouse monoclonal, clona
100/D5, dilucién 1:50, Biocare Medical, CA USA), luego kit TUNEL de apoptosis in
situ (Takara, Shiga, Japon). Las muestras tefiidas fueron fotografiadas en un
microscopio de fluorescencia y campo claro (Olympus, BX51, Japan) con el
objetivo de 40X en 12 campos calibrados al azar. Se efectué la evaluacion
morfologica del epitelio de la mucosa nasal para identificar a los eosindfilos por
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morfologia (Wright) e inmunohistoquimica asi como para apopotosis. Se expresoé
la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de eosindfilos apoptéticos por mm2
contando las células positivas se identificaron como eosindfilos por dos
observadores previa estandarizacion (FJGV y SG) y sin conocer si las muestras
pertenecian al grupo de expuestos o no expuestos. Antes de comenzar el estudio
se estandarizaron las mediciones por inmunohistoquimica en 75 muestras de
mucosa nasal de sujetos sin enfermedad de nariz ni senos para-nasales.

En cuanto a la lectura de laminillas, en 50 muestras de mucosa nasal, el
coeficiente de correlacion intraclase de las mediciones efectuadas por 2
observadores independientes, en dos ocasiones fue de ri: 0.98.

Los frotis se hidrataron a partir de alcohol absoluto anhidro hasta agua destilada,
se bloqueo la actividad de peroxidasa endoégena con H,0, al 0.9% medio acuoso,
terminada esta se incubé a temperatura ambiente por 90 minutos con el
anticuerpo monoclonal de raton anti-proteina basica mayor de eosindfilos (MBP),
clona BMK13, 1:25 (Chemicon International), se incubé con el anticuerpo
secundario biotinilado y con el complejo Estreptavidina/Peroxidasa por 30 minutos
c/u del kit comercial Mouse/Rabbit Imunodetector with HRP DAB, catalogo
BSB0005 (BIOSB Inc. Santa Barbara CA. USA), se visualizd6 la reaccion
monitoreando al microscopio con el sustrato 3,3’-deaminobencidina-H,0,
catalogo (Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA). Al final se realiz6 un lavado
con agua destilada, se fotografiaron y se continio con la segunda reaccién. En
todo el proceso se realizaron lavados con PBS por 4 minutos entre cada reaccion.
Una vez que se fotografiaron las muestras, se realizo un lavado con TBS y se
continuo con la segunda reaccién de inmunohistoquimica.

Se realizé el desenmascaramiento de epitopes por el método de microondas/olla
de presion durante 5 minutos con la solucion de citratos (mmuno/DNA retriever
with citrate, marca BIO SB, Cat. BSB 0021), se dejaron enfriar a temperatura
ambiente, se continudé con lavados con agua destilada durante 30 segundos,
posteriormente con TBST por 4 minutos, se incubo por 45 minutos con alguno de
los siguientes anticuerpos: anticuerpo anti-caspasa-3 (caspase-3 rabbit policlonal,
catalogo CP229A, dilucion 1-100, Biocare Medical, LLC, CA USA), Fas (CD95,
rabbit policlonal, dilucion 1:25, Marca Abcam) y anti-Bcl-2 (Oncoprotein, mouse
monoclonal, clona 100/D5, dilucion 1:50, Biocare Medical, CA USA),
simultaneamente, posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario
biotinilado y con el complejo Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina por 30 minutos c/u
del kit comercial Super Sensitive IHQ Deteccion system Cat HK331 (BioGenex
Laboratories, CA USA), se visualizo la reaccion monitoreando al microscopio con
el sustrato Nueva fucsina (New Fuchsin Substrate Pack, cat HK183-5k, BioGenex
Laboratories, CA USA). Al final se realiz6 un lavado con agua destilada,
contratincion con hematoxilina de Gill y diferenciacion con NH,OH 0.37 M. Lavado
en dos ocasiones con agua destilada, deshidratacién con alcoholes de gradacion
creciente hasta alcohol absoluto. Secado a temperatura ambiente, montaje con
cubreobjetos, resina Entellan y fotografia. Dobles o triples tinciones
simultaneamente.
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Para identificar la apoptosis en los eosindfilos, en las muestras con proceso de
citologia base liquida, se utilizd6 con el kit TUNEL de apoptosis in situ (Takara,
Shiga, Japon), y se realizé la técnica de ICQ para la deteccion de eosindfilos
mediante el anticuerpo monoclonal de ratéon anti-proteina basica mayor de
eosindfilos (MBP), clona BMK13, 1:25 (Chemicon International) como ya se
describié anteriormente, posteriormente se lavd con agua destilada, se aplicaron
10 ug/ml proteinasa K a temperatura ambiente por 15 minutos, se realizé un
lavado con TBS, se boqueo la actividad de peroxidasa enddégena aplicando H»0, al
0.9% medio acuoso por 5 minutos, se realizé un lavado con TBS. Se aplicaron a
cada muestra 50 pl de la reaccion (Enzyma Tdt 5 ul y Buffer 45 pl, preparado) y se
incubd a 37°C por 1 hora 40 minutos en el equipo Microprobe (Fisher Scientific
Cat. 15-188-30). Terminada la reaccion se lavo 3 veces con TBS por 4 minutos.
Terminada esta reaccion se aplicaron 70 uyl de anti FITC/ AP a temperatura
ambiente durante 30 minutos y se lavo 3 veces con TBS por 4 minutos. Después
se visualizd la reaccion con el sustrato Nueva fucsina (New Fuchsin Substrate
Pack, cat HK183-5k, BioGenex Laboratories, CA USA), por 7 minutos. Al final se
lavdé con agua destilada, se realizd la contratincion con Hematoxilina de Gill,
lavado con agua corriente 2 veces por 5 minutos y deshidratacién con alcoholes
de gradacion creciente hasta alcohol absoluto, se cubrié con cubreobjetos y resina
acuosa, para su posterior analisis al microscopio.

IV. Procesamiento de Datos

Los resultados de cada una de las determinaciones se registraron en la hoja de
recoleccion de datos. Después se concentro la informacién en una hoja de calculo
(Excel 2000, Microsoft, Palo Alto) para efectuar su analisis estadistico mediante el
programa computado CSS (Statsof, Tulsa).

V. Aspectos Estadisticos.

El analisis estadistico se realizé de acuerdo con la distribucion de datos, que fue
corroborada con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, con un nivel de significancia
estadistica de 0.05. Se utilizaron las pruebas siguientes, que se acotan en el
apartado de Resultados: “t” de Student para muestras independientes, “U” Mann-
Whitney, “t” para proporciones, r de Pearson, ANOVA y ANCoVA.
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RESULTADOS

La edad, tiempo de evolucion clinica de la rinitis, peso, indice de masa corporal,
relacion hombre/mujer o el numero de alérgenos positivos identificados con las
pruebas de prick cutaneas fueron similares en el grupo de expuestos y de no
expuestos a humo de tabaco (p>0.1).

El grupo de participantes expuestos a humo de tabaco, estuvieron expuestos
durante los 2 dias anteriores a su evaluacion, 12 informaron tanto tabaquismo
activo como pasivo y 13 solo tabaquismo pasivo. Entre ellos once de los
participantes fueron expuestos a tabaco durante su primer afio de vida.

La frecuencia de tener rinitis alérgica persistente asociada con otras
enfermedades alérgicas fue mas alta en pacientes expuestos a humo de tabaco
(92%) que en los pacientes sin exposicion (64%) (prueba de t para proporciones,
p=<0.05).

La frecuencia de los sintomas nasales y la puntacién total de los sintomas nasales
fue similar en los dos grupos, para el grupo de expuestos, de 1 a 10 (mediana de
5) y para el grupo de no expuestos, 1 a 8 (mediana de 5) (Fig. 3) (t para
proporciones y prueba de U-Mann-Whitney, p= 0.05). Sin embargo, se observd
correlacion entre la puntuacion total del cuestionario y la edad de los pacientes (r
de Pearson = 0.38, p< 0.01).
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Figura 3. Frecuencia de sintomas nasales registrados en 50 pacientes con rinitis alérgica
persistente: 25 con y 25 sin exposicion a humo de tabaco.



Tabla 2. Resultados de la rinomanometria de 25 pacientes con rinitis alérgica persistente
con y 25 sin exposiciéon a humo de tabaco.

Medicién Expuestos a humo de No expuestos a humo
tabaco de tabaco
(n =25) (n=25)
Promedio (D.E.) Promedio (D.E.)

Rinomanometria anterior activa

Resistencia total (Pa.s/cm®) 0.338 (0.145) 0.247 (0.067)
Pasaje con resistencia alta (Pa.s/cm®) 0.896 (0.519) 0.694 (0.282)
Pasaje con resistencia baja (Pa.s/cm?®) 0.534 (0.184) 0.416 (0.149)
Eosindfilos

NUmero de eosindfilos por mm? 22 (33) 12.4 (14)
Eosindfilos apoptdticos 0ad % 0a8%

D.E. Desviacion Estandar.
%. Porcentaje

La rinomanometria mostré mayor resistencia nasal en los pacientes con rinitis
alérgica expuestos a humo de tabaco que en los pacientes sin exposicion a humo
de tabaco (prueba t, p <0.01) (Tabla 2).

En los registros unilaterales, de los pasajes con resistencia alta/ baja, se identificd
que en los pacientes expuestos a humo de tabaco el pasaje con resistencia baja
tuvo valores mas altos en los pacientes con exposicion a humo de tabaco que en
aquellos sin exposicion (t-test, p <0.05) (Tabla 2 y Figura 4). Esta diferencia no se
presento en el pasaje con resistencia alta, con una variabilidad mas amplia en las
mediciones en los dos grupos en estudio (Tabla 2).

El analisis de correlacion no mostré asociacion entre la resistencia total, la
resistencia de los pasajes con resistencia alta/ baja y los sintomas nasales, las
caracteristicas de los pacientes o el numero de alérgenos positivos (r de Pearson,
p> 0.05). Tampoco se observé influencia de las caracteristicas generales de los
pacientes (ANCoVA, p= 0.05); ni de la exposicion a humo de tabaco durante el
primer aio de vida, el total de sintomas ni la resistencia nasal.
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Figura 4. Media, Intervalo de Confianza de la media al 95% y Error estandar de la media
de la resistencia en el pasaje resistencia alta (A) y baja (B) de 50 pacientes con rinitis
alérgica persistente, 25 con exposicion a humo de tabaco y 25 sin exposicién.
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El numero de eosindfilos en mucosa nasal de los pacientes fue variable y estuvo
asociado al indice de masa corporal en el total de pacientes (r de Pearson = 0.31,
p<0.05). Se observé una tendencia a un mayor numero de eosindfilos en los
pacientes expuestos comparados con los no expuestos, pero sin diferencia
estadistica (prueba t, p>0.05). Sin embargo, al comparar a los pacientes
expuestos a humo de tabaco por ser fumadores activos con los pacientes sin
exposicion y aquellos con exposicion pasiva se observd diferencia estadistica
(ANOVA, p=0.05) (Figura 5), que fue debida a la diferencia entre los pacientes
expuestos por ser fumadores activos comparados con los no expuestos (LSD,
p<0.05), sin diferencia entre estos con los expuestos a humo de tabaco de manera
pasiva (Figura 6).

La diferencia observada entre los expuestos de manera activa y los no expuestos
mostro influencia del indice de masa corporal (ANCoVA, p<0.05), con diferencia
de la edad entre los dos grupos (16.4+ 2.5 versus 13.5+ 2.6) (prueba t, p<0.05).

70

&l -
w50
O
|
(e
2 40
uw
(]
L
w a
§ a0
L
=
2 20 oL

——
=] o
10 :
T g5%IC.
0 . , [ +1.00 Em.Ext.
ACTIVOS PASIOS  NOEXPUESTOS O Meda

Figura 5. Numero de eosindfilos en mucosa nasal en pacientes con rinitis alérgica
persistente expuestos activos, expuestos pasivos y ho expuestos a humo de tabaco.
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En ambos grupos, los expuestos y los no expuestos a humo de tabaco, la
frecuencia de apoptosis fue baja: en un paciente del grupo de expuestos (4%) y
en dos pacientes del grupo de no expuestos (8%). Para corroborar este resultado,
después de la identificacién con Fas, Bcl-2 y caspasa 3, se efectué TUNEL para
detectar los deoxinucleotidil terminales como marcador de apoptosis (Figura 7).
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Figura 6. Inmunohistoquimica: Presencia de eosindfilos a 40X, a: sujeto no expuesto y b:

sujeto expuesto.

Figura 7. TUNEL: Presencia de apoptosis de eosinéfilos a 40X, a: sujeto no expuesto y b:

sujeto expuesto.



DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que en nifios y jovenes con rinitis alérgica
persistente, la exposicion a humo de tabaco puede incrementar la resistencia
nasal, independientemente de que el paciente refiera mayor o menor
frecuencia/severidad de los sintomas nasales. Ademas quienes son fumadores
activos, comparados con los no expuestos a humo de tabaco, pueden presentar
mayor numero de eosindfilos en la mucosa nasal, sin asociacion a la frecuencia
con que se observe apoptosis.

El hallazgo de una mayor frecuencia de enfermedades alérgicas concurrentes en
los pacientes expuestos a humo de tabaco que en los no expuestos, observada en
este estudio, es consistente con la evidencia epidemiolégica de la relacion entre la
exposicion a humo de tabaco y la incidencia de enfermedades atdpicas en
pacientes con asma (83, 84) y de dermatitis atépica (85-87).

En este estudio, no se encontraron diferencias de los sintomas nasales en los
expuestos y los no expuestos a humo de tabaco. Lo que puede estar relacionado
a la evidencia de que los niflos y adolescentes con rinitis persistente no suelen
reportar los sintomas nasales y pueden tener dificultad para expresar por si
mismos sus manifestaciones clinicas (88, 89); mientras que los adultos identifican
mejor sus sintomas, que suelen asociarse a los resultados de métodos objetivos
de evaluacion (90, 91). Por este motivo, se esperaria que los pacientes de mayor
edad puedan identificar de manera mas objetiva sus sintomas nasales, como se
observo en la correlacion positiva entre las respuestas al Cuestionario de sintomas
nasales y la edad de los pacientes que participaron en este estudio,
independientemente de ser expuestos 0 no expuestos a humo de tabaco.

Los mecanismos que influyen en el aumento de la resistencia nasal no son bien
conocidos. Se ha propuesto que un incremento en la resistencia nasal ocurre a
través de la congestion vascular y es mediada por la activacion de neuronas con
fibras C (92). Esta hipotesis es consistente con el hecho de que la exposicion a
humo de tabaco incrementa la respuesta inflamatoria nasal (35,93) la cual induce
congestion vascular. También, se ha sugerido que los pacientes con rinitis alérgica
pueden ser mas susceptibles a estos cambios (55,94).

La inflamacion de la mucosa nasal afecta significativamente la fisiologia nasal. Al
aumentar la resistencia nasal, se altera el paso del aire por la nariz en reposo y
durante el suefo, lo que a su vez se asocia a respiracion oral y alteraciones del
sueno. Young et al, (95) identificaron que los sujetos con congestion nasal por
alergia, tienen 1.8 veces mas probabilidad de tener alteraciones respiratorias de
moderadas a severas durante el suefio. En el presente estudio, no se evaluaron
las consecuencias clinicas de la exposicion a humo de tabaco, sélo los sintomas
nasales. Sin embargo, los resultados sefalan la pertinencia de realizar estudios
para identificar su posible asociacién a respiracién oral, alteraciones del suefio y
calidad de vida.
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La disociacion entre los registros de rinomanometria y los sintomas nasales es
consistente con estudios previos que sustentan que la resistencia nasal al flujo de
aire y la sensacion del flujo nasal son dos aspectos separados que no estan
directamente relacionados (96).

En lo referente al numero de eosindfilos en la mucosa nasal, la evidencia de una
cuenta mayor en los expuestos por ser fumadores activos, que en los no
expuestos a humo de tabaco, podria tener influencia tanto por el tiempo de la
exposicion como por la concentracion de componentes de tabaco en sujetos con
exposicion activa. En el caso de los expuestos en forma pasiva, la exposicion a
humo de tabaco durante los 2 dias previos a la obtencidén de la muestra de la
mucosa nasal, podria no haber sido suficiente para observar un aumento del
numero de eosindfilos en la mucosa nasal, como se observd en los expuestos de
manera activa, como se ha observado en estudios previos (97, 98). Lo que sugiere
que, en el caso de la exposicion pasiva, se requiere de una exposicion mas
prolongada y continua al humo de tabaco para que los cambios sean observables
en un plazo breve (70, 99, 100). En sujetos sanos expuestos a 2 cigarros, se ha
identificado que entre la primera y segunda hora no hay diferencia en la cantidad
de eosindfilos en esputo, mientras que en sangre disminuyen (97). En un estudio
cruzado, realizado en 16 fumadores, luego de periodos de exposicidn a 8 cigarros
y de no exposicion a humo de tabaco de 4 horas, se obtuvieron muestras de
lavado bronquioalveolar y en sangre, en donde no se identificaron diferencias
significativas en el numero de eosindfilos en el lavado bronquioalveolar en ambos
periodos, pero en sangre el numero de eosindfilos disminuyé luego de la
exposicién aguda a tabaco (98). En estudios en animales se ha identificado, luego
de la exposicion repetitiva y prolongada a humo de tabaco, un aumento en el
numero de eosindfilos. En ratones expuestos a humo de tabaco desde el
nacimiento hasta las 6 semanas, se identific6 un incremento en la cantidad de
eosindfilos en sangre a lo largo del tiempo ante la exposicion al humo de tabaco
(99). En ratones sensibilizados con ovoalbumina y expuestos a humo de tabaco
por 1 mes, se identifico incrementé en el niumero de eosindfilos en el tejido
pulmonar, y ante la presencia de TLR-9 agonista disminuy6 la reactividad, la
inflamacion y la remodelacion de la via aérea (100). En ratones expuestos a seis
cigarrillos por 1 hora por dia durante 14 dias consecutivos, se identifico eosinofilia
en el lavado bronquioalveolar después de los 14 dias de exposicidn pero no
después de los 3 o 7 dias de exposicion a tabaco, sugiriendo la participacion de
PAF que se libera ante la exposicion a tabaco en su fase temprana en los tejidos
de la via aérea y provoque la atracciéon de eosindfilos por induccién de la
quimiotaxis a estos tejidos (26). Esto sugiere que la exposicién aguda a tabaco
causa hiperreactividad de la via aérea con resolucion de la misma en pocas horas
y no es suficiente para provocar aumento de eosindfilos (101-102).

En el caso de los fumadores activos, se observd mayor cantidad de eosindfilos en
la mucosa nasal. Esto puede deberse a la mayor concentracion a los productos
del humo de tabaco como la nicotina que ocurre ante la exposicion activa y que es
menor con la exposicion pasiva (103), como se documentd en este estudio,
mediante la concentracion de cotinina ajustada a la concentracion de creatinina,
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que fue mayor en los expuestos activos que en los expuestos pasivos. Lo que
podria haber provocado una mayor migracién de eosindfilos en la mucosa nasal,
como se ha identificado en sujetos sin enfermedad alérgica fumadores y nunca
fumadores, en los que se obtuvieron muestras de sangre después de la
suspension del tabaco y en fumadores continuos a las 2, 6, 12 y 26 semanas
después, identificaron que la cantidad de eosindfilos se relaciond con el tipo y la
cantidad de cigarros siendo mayor en los intensos que en los leves (104).

Los resultados sugieren la pertinencia de corroborar el efecto en la cantidad de
eosindfilos en la mucosa nasal, de acuerdo a la cantidad y no solo la calidad de la
exposicion.

Un hallazgo adicional fue observar que la diferencia en el numero de eosindfilos
que se observo en los pacientes expuestos de manera activa, tuvo influencia del
indice de masa corporal, por lo que no descartamos la posibilidad de que la
liberacion de sustancias pro-inflamatorias, ademas de ser pacientes de mayor
edad. Aunque existen pocos estudios relacionados con el indice de masa corporal
y la rinitis alérgica, sus resultados son no concluyentes o controvertidos por
asociaciones negativas (102-108), en pacientes con asma se ha observado que
los individuos que presentan un mayor indice de masa corporal tienen mayor
severidad del asma por la liberacibn de adipocinas, citocinas y mediadores
inflamatorios secretados por el tejido adiposo como IgE especifica (109), IL-6,
leptina, adiponectina e IL-10 (110-111). Ademas de un incremento de IL-5,
eotaxina y TNF a (112). Estas sustancias inducen el reclutamiento de los
eosinofilos en la via aérea, ademas de la liberacion tras la exposicion a humo de
tabaco (113-119), por lo que no descartamos su posible participacion.

Se ha identificado que el humo de tabaco tiene una actividad pro o anti-
inflamatoria y también un efecto antiapoptético o proapoptético. En sujetos con
enfermedad alérgica la cantidad de eosindfilos puede estar influida por este
mecanismo, sin embargo, los resultados aun son controversiales (120-122). Se ha
identificado que en pacientes con enfermedades alérgicas como el asma el
numero de eosindfilos se encuentra aumentado, y posiblemente una disminucién
en la frecuencia de apoptosis esta asociada a un aumento en la severidad de los
sintomas (76-79), aunque aun no se conoce el mecanismo. En este estudio
identificamos una menor frecuencia de apoptosis en los pacientes con rinitis
alérgica, como se ha descrito previamente y con una tendencia menor en el grupo
de expuestos a humo de tabaco, por lo que es posible que en la rinitis alérgica de
igual manera exista una disminucion de la apoptosis de los eosindéfilos y participe
entre otros factores, la exposicion a humo de tabaco como se ha documentado
que la cotinina y la nicotina inhiben la apoptosis (96) por lo que es necesario
corroborar este hallazgo posiblemente con un mayor numero de pacientes.
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Las principales limitaciones de este estudio son las siguientes: (i) es un estudio
transversal que no puede sustentar relacion causal y (ii) el tamafio de la muestra
solo permite identificar las asociaciones mas fuertes, sin denegar que
asociaciones mas débiles puedan existir. Sin embargo, los hallazgos apoyan la
necesidad de disefar estudios para investigar las posibles consecuencias de la
exposicidon ambiental a humo de tabaco en pacientes jévenes con rinitis alérgica
perenne y sus implicaciones clinicas.

CONCLUSIONES

En pacientes jovenes con rinitis alérgica persistente:

- La exposicibn a humo de tabaco se relaciona a un incremento en la
resistencia nasal, independientemente de la frecuencia/severidad de los
sintomas nasales que informen los pacientes.

- Los fumadores activos pueden tener mayor numero de eosinofilos en la
mucosa nasal que los pacientes sin exposicion a humo de tabaco, sin que
exista asociacién con la frecuencia de apoptosis de eosindfilos.
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ANEXO la. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA PARA MENORES DE EDAD.HOSPITAL
CENTRO MEDICO “LA RAZA”.
Lugar y fecha: .

Por medio del presente autorizo que mi (parentesco) __ _nombre: participe
en el proyecto de investigacion titulado “Asociacién de la frecuencia e intensidad de los sintomas
nasales y la obstruccién nasal con la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de
eosinofilos en mucosa nasal en pacientes con rinitis alérgica persistente expuestos y no expuestos
a tabaquismo” que tiene como objetivo identificarla asociacion de la frecuencia e intensidad de los
sintomas nasales (obstruccion nasal, prurito, rinorrea y estornudos) y la obstrucciéon nasal con la
cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de eosindéfilos en mucosa nasal, en los
expuestos (pasivo y activo) y no expuestos a tabaquismo, con registro ante la Comisiéon Nacional
de Investigacion con el numero 2005-785-107. El estudio consistira de la aplicacion de un
cuestionario para evaluar las caracteristicas de su enfermedad, la gravedad de sus sintomas
nasales, un cuestionario de exposicién de factores ambientales, una evaluacién con un aparato
que se coloca sobre la nariz, un raspado dentro de la nariz y la obtencion de dos muestras de
orina.

Se me ha explicado que la participaciéon de mi (parentesco) consistira en la aplicacion
de un cuestionario para evaluar las caracteristicas de su enfermedad, de la gravedad de los
sintomas en una sola ocasion, un cuestionario para evaluar la exposicion de factores ambientales,
la medicion con un aparato por la nariz del grado de la nariz tapada y un pequefio raspado de la
nariz para obtener células (que aunque no se ha documentado alguna complicacién en nifilos con
rinitis alérgica, podria existir una remota posibilidad de un escaso sangrado en la nariz, por lo cual
se realizaran las medidas necesarias para su prevencion y tratamiento), y dos muestras de orina.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de su participacion en éste estudio, aunque no se han registrado
efectos que dafien la nariz con los estudios que se realizaran, aun asi, estaré pendiente y en
contacto con el investigador Dra. B. Montario V. (52784848 clave 5591159248) y Dra. K. Jauregui
R. (radiolocalizador 51290602) ante la presencia de cualquier molestia.

El investigador principal se ha comprometido a darme la informacion oportuna sobre cualquier
procedimiento, para responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca
de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirar a mi representado (a) del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibe del
Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridad de que no se identificara a mi representado (a) en
las presentaciones o publicaciones de este estudio y que los datos relacionados con su privacidad
seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido proporcionarme la
informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar
de parecer respecto a la permanencia de mi representado (a) en el mismo.

Nombre y firma Dra. B. Beatriz Montafio Velazquez
Responsable o Tutor del paciente Investigador principal

Testigo Testigo
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ANEXO 1b. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION CLINICA PARA ADULTOS. HOSPITAL CENTRO
MEDICO “LA RAZA”. Lugar y fecha

Por medio de la presente acepto participar, nombre: en el
proyecto de investigacion titulado “Asociacion de la frecuencia e intensidad de los sintomas
nasales y la obstruccién nasal con la cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de
eosinofilos en mucosa nasal en pacientes con rinitis alérgica persistente expuestos y no expuestos
a tabaquismo” que tiene como objetivo identificarla asociacion de la frecuencia e intensidad de los
sintomas nasales (obstruccion nasal, prurito, rinorrea y estornudos) y la obstrucciéon nasal con la
cantidad de eosindfilos y la frecuencia de apoptosis de eosindfilos en mucosa nasal en los
expuestos (pasivo y activo) y no expuestos a tabaquismo, con registro ante la Comisiéon Nacional
de Investigacion Cientifica con el numero 2005-785-107. El estudio consistira de la aplicacion de
un cuestionario para evaluar las caracteristicas de su enfermedad, la gravedad de sus sintomas
nasales, un cuestionario de exposicién de factores ambientales, una evaluacién con un aparato
que se coloca sobre la nariz, un raspado dentro de la nariz y la obtencion de dos muestras de
orina.

Se me ha explicado que mi participacién consistira en la aplicacién de un cuestionario para evaluar
las caracteristicas de mi enfermedad, de la gravedad de los sintomas en una sola ocasién, un
cuestionario para evaluar la exposiciéon de factores ambientales, la medicién con un aparato por la
nariz del grado de la nariz tapada, un pequefio raspado de la nariz para obtener células (que
aunque no se ha documentado alguna complicacion en nifios con rinitis alérgica, podria existir una
remota posibilidad de un escaso sangrado en la nariz, por lo cual se realizaran las medidas
necesarias para su prevencion y tratamiento) y dos muestras de orina.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en éste estudio, aunque no se han registrado
efectos que dafien la nariz con los estudios que se realizaran, aun asi, estaré pendiente y en
contacto con el investigador Dra. B. Montario V. (52784848 clave 5591159248) y Dra. K. Jauregui
R. (radiolocalizador 51290602) ante la presencia de cualquier molestia.

El investigador principal se ha comprometido a darme la informacion oportuna sobre cualquier
procedimiento, para responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca
de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones
o publicaciones de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados
en forma confidencial. También se ha comprometido proporcionarme la informacién actualizada
que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

Nombre y firma Dra. B. Beatriz Montafio Velazquez
del paciente Investigador principal

Testigo Testigo
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ANEXO 2. DIAGNOSTICO DE RINITIS ALERGICA PERSISTENTE

Nombre Edad
No. de filiacion Sexo
Evolucion de la enfermedad Peso
Talla
Evaluacion diagndstica de rinitis alérgica persistente del Servicio de Alergia e Inmunologia del

Hospital
1.

2.

3.

de Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza, IMSS.
Historia clinica:

a. Interrogatorio: Presencia de obstruccion nasal, prurito, rinorrea y estornudos;
prurito 6tico, en paladar y faringe.

b. Exploracion fisica: Presencia de ojeras alérgicas, lineas de Dennie-Morgan, saludo
alérgico, cornetes hipertroficos, edematosos o azulados, mucosa nasal palida,
congestiva, secrecion hialina. Puede existir hipertrofia adenoamigdalina y tejido
linfoide de la orofaringe.

Clasificacion de rinitis alérgica Persistente o Intermitente (OMS).

a. Persistente: los sintomas se presentan: a) por mas de 4 dias a la semana y b) o
todo el mes. Ademas se subdivide en leve o moderada-severa segun la afeccién
de la calidad de vida del paciente, es leve si no hay a) alteraciones del suefio, b)
deterioro de las actividades diarias, horas libres o deportes, c) deterioro en la
escuela o el trabajo y d) sintomas molestos; es moderada-severa si estan
presentes uno o mas de los sintomas anteriores i

b. Intermitente: los sintomas se presentan a) por menos de 4 dias a la semana y b)
por menos de 4 semanas y también se subdivide en leve o0 moderada-severa.

Laboratorio: eosindfilos en moco nasal >10%, eosinofilia en la biometria hematica >10%,
puede encontrarse aumento en la concentracién de IgE total como punto de corte en
menores de 12 afios de >100 Ul/mL y en mayores de 12 afios de > 200 Ul/mL. Otros
examenes que se realizan son para excluir parasitosis como: examen general de orina y
coproparasitoscoépico x 3.

Examenes de gabinete como radiografia de senos paranasales para descartar proceso
infeccioso cronico de dicha region y de térax.

Pruebas cutaneas: Se realiza con el método de puncion (prick) utilizando un panel de
alergenos (cuadro 1). Se aplican los alergenos en el antebrazo con soluciones glicerinadas
al 50% a una concentracion de 1:20 p/v y como testigo positivo de histamina 0.1 mL a la
dilucion de 1:1,000 y un control negativo con 0.1 mL de solucién de Evans, ambos testigos
en soluciones glicerinadas al 50%. La prueba cutanea se considera positiva si el diametro
de la papula formada es igual o mayor al diametro del control de la histamina. El didmetro
promedio de la papula formada a los 15 minutos de aplicado el alérgeno se calcula con la
féormula (A+B)/2. Se considerard como persistente si los alergenos positivos incluyen
principalmente a: polvo casero, Dermatophagoides pt, gato, perro, plumas, algodon,
cucaracha y hongos.
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Cuadro 1. Panel de alérgenos

Pdlenes Hongos Inhalables

Ulmus Aspergillus f Polvo casero
Amaranthus pt Alternaria a Dermatophagoides sp
IAmbrosia e Absidia Gato

IAmbrosia t Candida a Perro

Artemisa v Cephlosporium Plumas

Capriola d Fusarium Algodon

Cosmos b Helmintosporium

Chenopodium a

Hormodendrium

Fraxinus a

Mucor

Helianthus a

Monilia

Holcus h

Penicilium

Ligustrum v

Lolium p

Zea m

Plantago |

Rumex

Salsola p

Schinus m

TESTIGOS:

HISTAMINA: EVANS:
DERMOGRAFISMO: (+) (-
R=PROMEDIO DE LA ROCHA EN mm
E=PROMEDIO DEL ERITEMA EN mm

RT=PROMEDIO DE LA REACCION TARDIA, ROCHA EN m
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ANEXO 3. INSTRUMENTO DE MEDICION DE SINTOMAS NASALES

Nombre Fecha
No. de filiacion Edad
Evolucién de la enfermedad

Domicilio

Teléfono

INSTRUCCIONES: Leer con atencion las preguntas que se sefialan a continuacion, interrogue los
sintomas que se presentan en el dia de la realizacion de la entrevista, sefialando con una “X” en el
cuadro correspondiente la respuesta.

Severidad

Sintomas 0 Ninguna 1 Leve 2 Moderada 3 Severa
¢ Dificultad para respirar a [Ninguna Leve Dificil Muy dificil o
través de la nariz?* imposible
¢,Con qué frecuencia tiene [Ninguna Ocasional Frecuente Persistente o todo
comezon en la nariz? el dia
¢, Cuanto moco escurre por [Ninguna Ocasional Frecuente Persistente o todo
la nariz? el dia
¢, Cuantas veces en el dia |0 la4 5a9 Igual o mayor a 10
ocurren estornudos?**

Nota: *Ninguna, obstruccién nasal que permite respirar a través de la nariz sin necesidad de abrir
la boca. Leve, aunque hay dificultad para respirar por la nariz no hay necesidad de abrir la boca.
Dificil, ocasionalmente necesita respirar con la boca abierta. Muy dificil o imposible, tiene que
respirar todo el tiempo con la boca abierta. **Los estornudos que ocurren en un dia; varios
estornudos continuos se consideran como un solo episodio.

Total

Fuente:
1. Montafio VBB, Jauregui-Renaud K, Campillo Navarrete RM, et al. Evaluation of a questionnaire
for measuring nasal symptoms in subjects with allergic rhinitis. Rev Alerg Mex 2003;50:17-21.

2. Modificado de Corren J, Harris AG, Aaronson D, et al. Efficacy and safety of loratadine plus
pseudoephedrine in patients with seasonal allergic rhinitis and mild asthma. J Allergy Clin Immunol
1997;100:781-8.
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ANEXO 4. CUESTIONARIO SOBRE CONSUMO DE TABACO.

Nombre: Fecha:
Ocupacion:
Instrucciones. Para cada pregunta del cuestionario selecciona la respuesta a y marque la opcion
correspondiente, rellene completamente con un circulo su respuesta.

Ejemplo:

(;JQuépzona geogréfica se caracteriza por la escasa vegetacion y muy altas temperaturas?
Respuesta correcta

A. Selva

B. bosque tropical

C. desierto

D. circulo polar

1.¢Alguna vez has probado cigarros, aunque sdlo hayas aspirado una o dos veces?
A) Si
B) No

2., Cuantos afios tenias cuando probaste fumar por primera vez?
A)Nunca he fumado cigarros

B)10 afios 0 menos

C)11 anos de edad

D)12 afos de edad

E)13 afios de edad

F)14 afos de edad

G)15 afos de edad

H)16 afos o mas

SI TU RESPUESTA ES “NUNCA HE FUMADO CIGARROS” FAVOR DE PASAR A LA
PREGUNTA NUMERO 11.

3.Cuando fumaste por primera vez ;,cual fue la razén por que lo hiciste?
A)Por curiosidad

B)Por que me presionaron mis amigos

C)Para sentirme parte de un grupo

D)Para parecer de mas edad

E)Para tener mas personalidad

F)Porque ya tengo edad suficiente para hacerlo

G)Otra

4 Durante los pasados 30 dias (un mes), ¢ cuantos dias fumaste cigarros?
A) 0 dias

B) 1 a 2 dias

C)3 abdias

D) 6 a 9 dias

F) 20 a 29 dias

G) cada dia los 30 dias



5.Durante los pasados 30 dias (un mes), los dias en que fumaste, ¢ cuantos cigarros fumaste?
A)No fumé cigarros durante los pasados 30 dias (un mes).

B) Menos de un cigarro por dia

C)1 cigarro por dia

D)2 a 5 cigarros por dia

E)6 a 10 cigarros por dia

F)11 a 20 cigarros por dia

G)Mas de 20 cigarros por dia

6.Durante los pasados 30 dias (un mes), /qué marca de cigarros fumaste con mayor frecuencia?
(SELECCIONAR UNA SOLA RESPUESTA)

A)No fumé cigarros durante los pasados 30 dias (un mes)

B) Ninguna marca especial
C)Malboro

D)Broadway

E)Boots

F)Montana

G)Camel

H)Otra marca nacional, ¢,cual?

7.Durante los pasados 30 dias (un mes), ¢ alguna vez utilizaste tabaco en otra forma que no fueran
cigarros? (por ejemplo: tabaco para masticar, aspirar, puros, pipa, cigarros pequefos, chicles de
nicotina)

A)Si

B)No

8.¢,Cual es el lugar donde principalmente fumas?(marca una sola respuesta)

A)No fumo cigarros

B)En casa

C)En el colegio/ escuela

D)En el trabajo

E)En casa de amigos

F)En fiestas y reuniones sociales

G)En lugares publicos (por ejemplo: parques, en la calle, en centros comerciales, étc)
H)En otros lugares

9.¢Alguna vez fumas 6 tienes ganas de fumar inmediatamente cuando te levantas en la manana?
A)Nunca fumé cigarro

B)He dejado el cigarro

C)No, no fumo ni me dan ganas de fumar inmediatamente al levantarme en la mafiana

D)Si, algunas veces fumo o me dan ganas de fumar al levantarme en la manana

E)Si, siempre fumo o tengo ganas de fumar al levantarme en la manana

10. En los pasados 2 dias ¢ fumaste cigarros?

A)No fumé cigarros durante los pasados 2 dias (ayer o anteayer).
B) Menos de un cigarro por dia

C)1 cigarro por dia

D)2 a 5 cigarros por dia

E)6 a 10 cigarros por dia

F)11 a 20 cigarros por dia

G)Mas de 20 cigarros por dia
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11. Durante los pasados 7 dias ¢ cuantos dias fumo alguien en tu presencia estando en tu casa?
A)Odias

B)1 a 2 dias

C)3 a4 dias

D)5 a 6 dias

E)7 dias

12. Durante los pasados 2 dias ¢,fumo alguien en tu presencia estando en tu casa?
A) SI
B) NO

13. Durante los pasados 7 dias ¢cuantos dias fumé alguien en tu presencia estando fuera de tu
casa?

A)0 dias

B)1 a 2 dias

C)3 a 4 dias

D)5 a 6 dias

E)7 dias

14. Durante los pasados 2 dias ¢ fumo alguien en tu presencia estando fuera de tu casa?
A) SI
B) NO

15.4,Alguno de tus mejores amigos o amigas fuma?
A)Ninguno de ellos

B)Alguno de ellos

C)La mayoria de ellos

D)Todos ellos

16.¢ tus padres (o padrastro, o madrastra, o tutores) fuman?
A)Ninguno de ellos

B)Los dos

C)Solo mi papa (padrastro o tutor)

D)Solo mi mama (madrastra o tutora)

E)No sé



ANEXO 5. “International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)”".
Adolescentes.

Estamos muy agradecidos por tu participacion en este importante estudio relacionado con tu salud. Toda la
informacién que nos proporciones sera confidencial. Por favor, contesta las preguntas lo mejor que te sea
posible. Muchas gracias por tu colaboracion.

No. de Folio:
Tel: Direccion:
Fecha de entrevista:
Nombre completo del participante

1. ¢Alguna vez has tenido estornudos, o la nariz mormada, o mucosidad cuando NO tuvieras catarro o
gripe?
Si

No
2. ¢Alguna vez, ¢ has tenido estornudos, o la nariz
mormada, o mucosidad cando NO tuvieras catarro o gripe?
Si

No

S| LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 6

3. En los ultimos 12 meses, ¢ este problema nasal estuvo
acompafiado de lagrimeo y comezén en los ojos?

Si

No

S| LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 6

4, ¢En cuales de los ultimos 12 meses se presentod este problema nasal?
(Sefala todos los meses en que se tuvo problemas).

Enero Mayo Septiembre
Febrero Junio Octubre
Marzo Julio Noviembre
Abril Agosto Diciembre
5. En los ultimos 12 meses, ¢ en que medida interfirid este problema nasal

con tus actividades diarias?

Nada
Un poco
Moderadamente
Mucho
6. ¢Alguna vez has tenido rinitis alérgica?
Si

No

7. ¢Alguna vez has tenido erupciones cutaneas (ronchas)
con comezon, que se presentaran y desapareciera durante
por lo menos seis meses?

SI LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 13
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8.
Si
No
9.
10.
11.

¢ Has tenido erupciones cutaneas con comezén
en algun momento en los ultimos 12 meses?

S| LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 13
¢ En algun momento, estas erupciones cutaneas con comezon
afecto algunos de los siguientes lugares?:

El pliegue de los codos, parte posterior de las rodillas,
parte anterior de los tobillos, por debajo de los gluteos,
o alrededor del cuello, orejas y ojos

¢A qué edad se presentaron las erupciones cutaneas con
comezon por primera vez?

Antes de los 2 afos
Entre los 2 y 4 afios
A los 5 afios o posteriormente

¢En algun momento, estas erupciones cutaneas desaparecieron completamente en los ultimos 12
meses? .
Si

No

12. En los ultimos 12 meses, ¢,con qué frecuencia, en promedio, no has
podido dormir, debido a estas erupciones cutaneas con comezon?

Nunca en los ultimos 12 meses
Menos de una noche por semana
Una o mas noches por semana

¢Alguna vez has padecido eczema

¢, Cual es el aio de estudios mas alto que completé tu mama?

Primaria (hasta el 6to afo)

Secundaria o Educacion Media (hasta el 9no afio)
Preparatoria (hasta 12do afio)

Superior (Universidad)

Ninguna

No se

Ocupacién de tu mama:

13.
Si
No
14.
15
16

¢,Cual es el afio de estudios mas alto que completé tu papa?

Primaria (hasta el 6to afio)

Secundaria o Educacion Media (hasta el 9no afio)
Preparatoria (hasta 12do afio)

Superior (Universidad)

Ninguno

No se
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17 Ocupacion de tu papa:

18 ¢ Cuantos hermanos o hermanas tienes que sean de una edad mayor?
194 Cuantos hermanos o hermanas tienes que sean de una edad menor?

20 ¢ Cuantos adultos (de 18 afios 0 mas) viven en tu casa?
21 ¢ Cuantos nifios o adolescentes (menores de 18 afios) viven en tu casa?

22 ; Cuantas recamaras hay en tu casa?

23 ;Duermes solo en un cuarto?
Si

No
No sabe

24 Si no es asi, ¢ Cuantas personas duermen contigo?

25 ¢ Alguna vez un médico le ha dicho que algun miembro de tu familia tiene asma?
(marque todos lo casos que correspondan)

A tu mama

A tu papa

A un hermano(a)

A nadie de la familia
No sabe

26 ¢ Alguna vez un médico le ha dicho que algin miembro de tu familia tiene
conjuntivitis?

A tu mama

A tu papa

A un hermano(a)

A nadie de la familia
No se

27 ¢ Alguna vez un médico ha dicho que algun miembro de tu familia tiene rinitis alérgica?

A tu mama

A tu papa

A un hermano(a)

A nadie de la familia
No se

28 ¢ Fumas actualmente?
Si

No (pase a la pregunta 29)

28. En caso afirmativo, ¢cuantos cigarros al dia fumas?

Menos de 3
De 3a 10
De 11 a 20
Mas de 20
No se



29 ; Sabes si tu mama fumaba cuando estaba embarazada?

Si
No (Pase a la pregunta 31)
No se (Pase a la pregunta 31)

30 En caso afirmativo, ¢ cuantos cigarros al dia se fumaban?

De1a9
De 10 a 29
De 35 a 59
60 o mas
No se

31 ¢ Actualmente hay personas que fuman en tu casa?
Si (especifique quién (es) a.

C.

No (Fin de cuestionario)
No se (Fin de cuestionario)

32 En caso afirmativo, ¢ Actualmente, cuantos cigarros se fuman por dia en tu casa?

Menos de 3
De 3a10
De 11 a 20
Mas de 20
No se
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“International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)” Nifios.

Estamos muy agradecidos por su participacion en este importante estudio relacionado con la salud de su
hijo(a). Toda la informacién que usted nos proporcione sera confidencial. Por favor, conteste las preguntas lo
mejor que le sea posible. Muchas gracias por su colaboracion.

No. de Folio: Tel: Direccion:
Fecha de entrevista:
Nombre completo de la persona que responde

Nombre del Nifio(a)
participante

Parentesco con el nifio(a):

Madre
Padre
Tutor
Otro(especifique)
1 ¢Alguna vez le ha silbado el pecho a su nifio(a) o
ha padecido dificultades para respirar? Si
No
2 ¢Alguna vez su nifio(a) ha tenido estornudos, o la nariz
mormada, o mucosidad cuando NO tuviera catarro o gripe?
Si
No

S| LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 7

3 En los ultimos 12 meses, ¢ su nifio(a) ha tenido
estornudos, o la nariz mormada, o mucosidad cuando NO

tuviera catarro o gripe? Si

No

S| LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 7

4 En los ultimos 12 meses, ¢ este problema nasal estuvo
acompafado de lagrimeo y comezoén en los ojos?

Si
No

5 ¢En cuales de los ultimos 12 meses se presentd este problema nasal?
(Senale todos los meses que tuvo problemas).

Enero Mayo Septiembre
Febrero Junio Octubre
Marzo Julio Noviembre
Abril Agosto Diciembre

6 En los ultimos 12 meses, ¢ en qué medida interfirid este problema nasal
con las actividades diarias de su nifio(a)?

Nada

Un poco
Moderadamente
Mucho



10

11

12

13

14

50

Alguna vez su nifio(a) ha tenido rinitis alérgica?

__Si
____No
¢Alguna vez su nifio(a) ha tenido erupcion cutanea
con comezon, que se presentara y despareciera durante
por lo menos seis meses?
__Si
____No

SI LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 14

¢, Su nifio(a) ha tenido esta erupcion cutanea con comezon

en algun momento en los ultimos 12 meses?
__Si
_No

SI LA RESPUESTA ES “NO” FAVOR DE PASAR A LA PREGUNTA 14

¢ En algun momento, esta erupcion cutdnea con comezén
afecto algunos de los siguientes lugares?

El pliegue de los codos, parte posterior de las rodillas,
parte anterior de los tobillos, por debajo de los gluteos,
0 alrededor del cuello, orejas y ojos

A qué edad se presento esta erupcion cutanea con
comezon por primera vez?

Antes de los 2 afios
Entre los 2 y 4 afios
A los 5 afios y posteriormente

En algin momento, esta erupcién cutanea ha desaparecido

completamente en los ultimos 12 meses?
Si
No

En los ultimos 12 meses, ¢,con qué frecuencia, en promedio, no ha podido dormir su nifio(a), debido a
esta erupcién cutanea con comezén?

Nunca en los ultimos 12 meses
Menos de una noche por semana
Una o mas noches por semana

¢Alguna vez su nifio(a) ha padecido eczema?
Si
No



15 ¢ Cual es el afio de estudios mas alto que completd la mama del nifio(a)?

Primaria (hasta el 6to afio)

Secundaria o Educacion Media (hasta el 9no afio)
Preparatoria (hasta 12do afio)

Superior (Universidad)

Ninguna
No sabe
16 Ocupacién de la mama:
17 ¢, Cual es el afio de estudios mas alto que completo el papa del nifio(a)?

Primaria (hasta el 6to afo)

Secundaria o Educacion Media (hasta el 9no afio)
Preparatoria (hasta 12do afio)

Superior (Universidad)

Ninguna

No sabe

18 Ocupacion de el papa:

19 ¢ Cuantos hermanos o hermanas tiene su nifio que sean de una edad mayor?

20 ¢ Cuantos hermanos o hermanas tiene su nifio que sean de una edad menor?

21 4 Cuéntos adultos (de 18 afios o mas) viven en su casa?
22 ; Cuantos nifios o adolescentes (menores de 18 afios) viven en su casa?

23 ¢ Cuantas recamaras hay en su casa?

24 ;Su nifo(a) duerme él sélo en un cuarto?
Si
No

No sabe

25 Sino es asi, ¢ Cuantas personas duermen con el nifio(a)?

26 ¢ Alguna vez un médico le ha dicho que algin miembro de la familia tiene asma?
(marque todos lo casos que correspondan)

A la mama del nifio(a)

Al papa del nifio(a)

A un hermano(a) del nifio(a)
A nadie de la familia

No sabe

27 ¢ Alguna vez un médico le ha dicho que algin miembro de la familia tiene
conjuntivitis?

A la mama del nifio(a)

Al papa del nifio(a)

A un hermano(a) del nifio(a)
A nadie de la familia

No sabe
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28 ¢ Alguna vez un médico le ha dicho que algin miembro de la familia tiene rinitis alérgica?

A la mama del nifio(a)

Al papa del nifio(a)

A un hermano(a) del nifio(a)
A nadie de la familia

No sabe

29 ; Fumaba tabaco la mama durante el embarazo del nifio(a)?

Si
No (Pase a la pregunta 31)
No sabe (Pase a la pregunta 31)

30 En caso afirmativo, ¢ cuantos cigarros al dia fumaba durante el embarazo?

Menos de 3
De 3a 10
De 11 a 20
Mas de 20
No sabe

31 ¢ Se fumaba tabaco en el hogar durante el primer afio de vida de este nifio(a)?

Si
No (Pase a la pregunta 33)
No sabe (Pase a la pregunta 33)

32 En caso afirmativo, cuantos cigarros por dia se fumaban en la casa durante el primer afio de vida de este
nifio(a)?

De1a9
De 10 a 29
De 35 a 59
60 o mas

33 ¢ Actualmente hay personas en la casa que fuman en presencia del nifio(a)?

Si (especifique quién(es) a.

C.

No (Fin de cuestionario)
No sabe (Fin de cuestionario)

34 En caso afirmativo, ¢ Actualmente, cuantos cigarros se fuman por dia en la casa en presencia del nifio(a)?

Menos de 3
3a10
11a20
Mas de 20
No sabe
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