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RESUMEN

Expresion de RNAm de Interleucina 4 en mononucleares de sangre periférica de
pacientes alérgicos antes y después del reto nasal. Sarrazola DM, Martinez-Cairo S,
Cisneros N, Enciso JA. Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica, H Especialidades.
Laboratorio de Biologia Molecular, UIMEIP, H de Pediatria. CMN Siglo XXI IMSS
OBJETIVOS: 1.Medir la expresion de RNAm de IL-4 en mononucleares de sangre
periférica de pacientes con rinilis alérgica sintomatica expuestos a fuentes naturales de
alergenos y compararla con riniticos no alérgicos. 2. Medir la expresion de RNAm de IL-4
en mononucleares de sangre periférica antes y después del reto nasal alergeno
especifico. MATERIAL y METODOS: E! diseno del estudio fue transversal comparalivo
para el objetivo 1 y cuasi-experimental para el objetivo 2. Se incluyeron en el estudio
pacientes que fueron remitidos para valoracion a! servicio de Atergia e Inmunologia del H
Especialidades del CMN SXXI. que dieran su consentimiento por escrito y que
cumplieran con los siguientes criterios de inclusion 1) 16 a 45 anos de edad, 2) Cualquier
sexo. 3) Rinitis de mas de 2 anos de evolucion y 4) sintomaticos durante el ultimo mes
No se incluyeron los pacientes con: t)asma no controlada, 2) Uso de medicamentos que
impidan en la lectura de las pruebas cutaneas o en la realizacion del reto nasal, 3)
Inmunolerapia previa, 4)Enfermedad coronaria A 10S pacientes que cumplieron 1os
criterios mencionados, se les reahzd historia clinica y examen fisico completos y pruebas
cutaneas intradérmicas utilizando 16 alergenos comunes en el Valle de Mexico,
simultaneamente tomamos 10ml de sangre venosa periférica para separacion de
mononucleares. A 10s pacientes con una o mas pruebas positivas (alérgicos) se les
realizé reto nasal especifico con el alergeno al que se encontraban sensibilizados, a las
24 horas del reto se tomd la segunda muestra de sangre para separacion de
mononucleares. Se extrajo el RNA total utilizando Trizol, y posteriormente se realizd6 RT-
PCR con iniciadores especificos para IL-4, para un producto esperado de 260pb. EI
producto de amplificacion se somelid a electroforesis en gel de agarosa al 2%, la
fotografia del gel se analizo densitomeétricamente para semi-cuantificar la cantidad de
RNAm expresado. Se comparo la frecuencia de expresion de RNAm de IL-4 en alérgicos
vs no alérgicos utiizando Chi cuadrada, la expresion de RNAm de IL-4 antes y después
del relo nasal se comparo con la prueba de Wilcoxon Se considero una diferencia como
significativa si p< 0.05.RESULTADOS: Se encontro expresion de RNAm de IL-4 en 12/15
pacientes alérgicos comparado con 5/18 pacientes no alérgicos (p=0 02). La expresion de
RNAm de IL-4 aumento despues de! reto nasal de forma significativa, mediana de
densidad optica (OD) antes 29.15 y después 52 6, p=0.02. DISCUSION. La expresion
constitutiva de RNAm de IL.-4 se observa con mayor frecuencia en pacientes alérgicos
que en no alérgicos, y esla expresion aumenta después de la exposicion a altas dosis del
alergeno a! que se encuentran sensibilizados
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ANTECEDENTES:

La reaccion alergica se caracleriza por la produccion de anticuerpos tipo 1gE
dingidos contra alergenos especificos, estos anticuerpos tienen la propiedad de
unirse a los receptores de alta afinidad que se encuentran en las membranas de
celutas cebadas y basofilos ocaswonando su degranulacion y la consecuente
liberacion de mediadores que ocasionan el proceso inflamatorio tipico de las
reacciones de hipersensibilidad tipo I'. Este fendmeno solo es posible si
previamente el antigeno ha sido procesado y presentado al linfocito T (L.T) y se
han producido las senales necesarnas para la sintesis de IgE especifica, por lo
que se considera al LT como la célula reguladora de esta respuesta® .
Recientemente se ha demostrado que en los humanos los linfocitos T
colaboradores (LTh) son fundamentales en la respuesta que despierta un
antigeno; es asi como se han descrito diferentes subpoblaciones de LTh con
base en su perfil de produccion de citocinas: los LTht que producen interleucina-2
(IL-2). factor de necrosis tumoral beta (TNF3) e interferon gamma (IFNy); los LTh2
que producen interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-5 (IL-5) y
los LThO precursores de los Th1 y Th2 y que secretan todas la citocinas
mencionadas®*

La especializacion en la produccion de cilocinas permite que los LTh1 regulen las
respuestas de hipersensibilidad tardia e inhiban a los LTh2 a traves del IFNy y los
L.Th?2 reguian las respuestas ante parasitos y alergenos® En pacientes alérgicos

existe activacion preferencial de clonas de LTh2 en los sitios de la reaccion, esto



se ha demostrado obteniendo LT de biopsias de mucosa respiratoria de sugelos
con rnitis o asma alérgica. Las clonas identificadas mostraron proliferacion y
produccion de citocinas tipo LTh2 al ser expuestas al alergeno. Contrasta con lo
anteror el hecho de que clonas de LT obtenidas de mucosa bronquial de
pacientes con asma no alergica al ser retadas con el alergeno muestran un perfil
de produccion de citocinas tipo LTh1¢ Este fenomeno también se ha observado
en el sitio de las pruebas cutaneas y en la mucosa nasal de pacientes retados con
alergenos en el que utilizando técnicas de hibridacion in situ se encontré RNAm
que codifica para citocinas tipo LTh2’

De las multiples citocinas producidas por los LTh2, es la IL-4 una de las mas
involucrada en la respuesta ante antigenos ambientales bioquimicamente es una
glicoproteina de 129 aminoacidos y el gen que la codifica se encuentra localizado
en el cromosoma 5 del humano; esta compuesto por tres intrones y cuatro exones
y su cDNA tiene un tamaiio aproximado de 500 pb® La IL-4 fue la primera citocina
identificada como factor regulador del cambio de isotipo de las inmunoglubulinas
al aumentar la produccion de IgE e IgG, por las células plasmaticas humanas.
Este efecto se ha observado en modelos in vitro que utilizan co-cultivos de LTh2,
macrofagos y linfocitos B activados; éstos modelos también permitieron establecer
que la IL-4 era un factor necesario para la sintesis de IgE, 1a evidencia se hace
mas contundente con el hecho de que en ratones a los que se les inyectan
anticuerpos monoclonales contra IL-4 no se observa una respuesta de IgE ante
antigenos parasitarios®. Por otro lado se ha demostrado que la incubacion de

linfocitos B con IL-4 induce la expresion del RNAm que codifica para la cadena



pesada de la lgE, que se correlaciona con la cantidad  de IgE sintetizada
posteriormente. Se ha demostrado también que el IFNy producido principalmente
por LTh1 inhibe los efectos de fa IL-4 sobre ta sintesis de IgE"®.

Se han descrito otras acciones para la IL-4; entre ellas esta molécula induce la
proliferacion de linfocitos B, la expresion de moléculas del antigeno mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHCI)'? y la expresion del receptor de baja afinidad
para la Ige™. Todos estos eventos tienen implicaciones en el desarrollo y
perpetuacion de la respuesta alergica.

La cinética de produccion de IL-4 por linfocitos T estimulados en cultivos, alcanza
su pico maximo de 16 a 24 horas después del estimulo™; sin embargo, en los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos no activados obtenidos de lavado
bronquioalveolar de los mismos pacientes también existen niveles detectables de
IL-4, esto sugiere que el contacto natural con el alergeno puede ser suficiente
estimulo para la produccion de esta citocina™.

Los estudios realizados sobre la participacion de la IL-4 en la atopia in vivo son
escasos y poco concluyentes algunos autores han conseguido medir los niveles
sericos de IL-4 en suero de pacientes asmaticos atopicos y no atopicos
encontrando diferencias significativas™ Sin embargo estos resultados no toman
en cuenta la diferencia de edades entre fos grupos comparados y unicamente
evaluaron 1a sensibilizacion a un solo atergeno (Dermatophagoides farinae) sin
considerar la posibilidad de sensibilizacion a alergenos no probados por lo que

algunos de sus pacientes pudieron estar mal clasificados. En otro estudio se midio



la concentracion de IL-4 sérica en 64 nifos desde el nacimienlo hasta los 18
meses de cdad, solo en 26 casos se pudo deleclar niveles elevados de IL-4 De
estos, 16 desarrollaron enfermedad atdpica. Este estudio tiene el inconveniente
de que su porcentaje de pérdidas de seguimiento fue superior al 50%".

La produccion de citocinas puede ser detectada en el sobrenadante de cultivos
celulares midiendo directamente la proteina ya sea con inmunoensayos
enzimaticos 0 bioensayos; estos métodos tienen limitada utilidad cuando las
canfidades producidas son minimas. En la resulta mas convenienle utilizar
métodos moteculares como la RT-PCR que consiste basicamente en extraer el
RNA total de las celulas de interes y posteriormente realizar una transcripcion
inversa para obtener DNA complementario (DNAc). Mas adelante se realiza una
amplificacion en cadena de polimerasa utilizando iniciadores especificos para el
mensaje que se esta estudiando; ta amplificacion ocurre de manera exponencial y
es proporcional al numero de mensajes iniciales en la reaccion. Entre las ventajas
adicionales del método se encuentran: 1) puede realizarse directamente en
células aisladas de multiples tejidos; 2) la deteccion de mensajes raros (1 a 10
copias por célula) y 3) el analisis de multiples mensajes en una sola reaccion ' '®
Utilizando esta metodologia se ha demostrado que en celulas mononucleares de
sangre periférica de pacientes en crisis asmatica las cantidades relativas de
RNAm de IL-4 son mayores que en aquellos asmaticos no atopicos, sin que
exista modificacion después del tratamiento con esteroides'®. Estos resultados

sugieren que la produccion de IL-4 puede ser una caracleristica de la atopia
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Una de las enfermedades atopicas mas frecuente es la rinitis, con prevalencias de
10 a 40% en adultos de 15 a 65 anos de edad” Se considera que los pacientes
con sintomas de rinitis y pruebas cutaneas positivas a los alergenos presentes en
su area geografica son poradores de rinitis alérgica® . La fisiopatologia de esta
enfermedad esta caracterizada por un aumento en la sintesis de IgE especifica
contra alergenos ambientales, lo que ocasiona degranulacion de células cebadas
y liberacion de mediadores inflamatorios; este fendmeno es regulado por los
linfocitos Th2 a través de la produccion de citocinas como IL-4%

Una vez dentificado el alergeno implicado utilizando pruebas cutaneas es posible
confirmar el diagnostico realizando reto nasat especifico con el alergeno al que el
paciente esta sensibilizado; este reto reproduce los sintomas de la enfermedad y
a diferencia de los retos realizados a pacientes con asma alérgica, el nesgo para
el paciente es minimo™ Por estas caracteristicas la rinitis alérgica puede
consttuirse en un modelo util para estudiar el comportamiento de mediadores
celulares bajo diferentes condiciones de tratamientos o de exposicion a alergenos
es asi como se han identificado la participacion de citocinas, prostaglandinas y

eosinofilos en la respuesta alérgica®
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JUSTIFICACION:

En la actualidad se considera que el balance entre las sub-poblaciones Th1-Th2
requla la respuesta inmunologica de un individuo incluyendo la respuesta a
antigenos del medio ambiente y el desarrollo de enfermedades alérgicas. Estas
interacciones han sido estudiadas en modelos in vitro pero poco se conoce sobre
su comportamiento in vivo. Por esta razon consideramos de interés estudiar el
comportamiento de uno de los mediadores clave en esta interaccion, en sujetos
caractenzados adecuadamente como portadores o no de una enfermedad
alérgica y bajo diferentes condiciones de exposicion al alergeno especifico al que

se encuentran sensibilizados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

1 ¢Lla expresion de RNAm de IL-4 ocurre de manera constitucional en celulas
mononucleares de sangre periférica de los pacientes atopicos expuestos a
fuentes naturales de alergenos ambientales, comparados con adultos con rinitis
no alérgica?.

2. (Existe aumento significatvo de la expresion de RNAm de IL-4 en ceélulas
mononucleares de sangre perifénica en adultos con rimitis alérgica, despues del
reto nasal con el alergeno especifico al que csta sensibihzado?

HIPOTESIS

1. La frecuencia de expresion de RNAm de IL-4 en células mononucleares de
sangre periférica de adultos con rinitis alérgica sintomatica es mayor que la
observada en adultos con rinitis no alérgica

2. La expresion de RNAm de IL-4 sérica en celulas mononucleares de sangre
periférica de adultos con rinitis alérgica es mayor despues del reto nasal con el
alergeno especifico que en condiciones hasales

OBJETIVOS:

1. Medir la expresion de RNAm de IL-4 en celulas mononucleares de sangre
periferica en adullos con rinlis alérgica sintomatica y adultos con rinitis no
alérgica.

2. Medir la expresion de RNAm de IL-4 en células mononucleares de sangre
periférica antes y después del reto nasal con el alergeno especifico al que esta

sensibthzado en adultos con nnmitis alergica
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MATERIAL Y METODOS:

UNIVERSO DE TRABAJQ:

Pacientes de 15 a 45 arnos con rinitis de cualguier etiologia, derechohabientes del
Instituto Mexicano de! Seguro Social.

DISENO DEL ESTUDIO:

Diseno 1: (Objetivo 1)
Transversal comparativo
Disefo 2: (Objetivo 2)
Cuasi-experimental®

VARIABLES:

Diseno 1:

Las variables de interés fueron: Diagnostico de rinitis alérgica y no alérgica y
expresion de RNAm de IL-4 en células mononucleares de sangre perilérica.
Disefo 2:

Variable Independiente: Reto nasal.

Variables dependientes: Expresion de RNAm de IL-4 en células mononucleares

de sangre periférica.



DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE LAS VARIABLES:

o Expresion de RNAm de IL-4:

Definicion conceptual:

Se considero la IL-4 como una cilocina de reconocimiento tnmune sintetizada por
infocitos T, baséfilos y células cebadas al contacto con alergenos y antigenos
parasitarios. Asi mismo es la principal requladora de la sintesis de IgE especifica’
3

Definicion operacional:

La expresion de RNAm de IL-4, se midio en las células mononucleares de sangre
periférica, utilizando la técnica de RT-PCR' y en el apartado de “Técnicas
utihzadas para la medicion de las vanables”.

Tipo de variable: En el objetivo 1, fue considerada como variable categorica, con
escala de medicion nominal (presencia o ausencia del mensaje) Para el objetivo 2
se manejo como una vanable numerica, con escala de medicion de intervalo, la
unidad de medicion seran densidades opticas (DO).

o Diagnostico de rinitis:

Definicion conceptual:

La rinitis es una inflamacion de |la mucosa nasal caractenzada por uno o mas de
tos siguientes sintomas: congestion nasal, rinorrea, estornudos y prurito. Cuando
estos sintomas se desencadenan por el contacto con un alergeno se conoce
como rinitis alérgica®

Definicion operacional:

14



Se considero paciente con rinitis alérgica, aquel con sintomas de rinstis en el que
se demostrd  sensibilizacion con pruebas cutaneas y reto nasal positivo a por o
menos uno de los alergenos probados®™ Los sujelos con PC negativas o PC
positivas y reto nasal negativo se consideraron no alergicos.

Tipo de Variable: Categorica

Escala de medicton : Nominal, dicotomica.

* Reto Nasal:

Definicion conceptual: El reto nasal es la exposicion inlencional bajo condictones
controladas de un paciente al alergeno al cual se sospecha que es alergico, con ia
finalidad de reproducir los sintomas de la enfermedad®’.

Definicion operacional: Se aplicd el método propuesto por Clarke y cols®

Tipo de Variable: Categorica

Escala de Medicion: Nominal dicotomica. Reto positivo o reto negativo

DISENO DE LA MUESTRA:

CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion:

1. Pacientes de 15 a 45 anos de cualquier sexo residentes en la Ciudad de
México y derechohabientes del IMSS

2. Historia clinica de rinitis de por lo menos un afo de evolucion y sintomaticos

durante el ultimo mes.

3. Firmar la carla de consentimiento informado.

15



Criterios de no inclusion.

-

N

(621

6.

C

inmunoterapia previa (cualquier momento y duracion antes del estudio)

- Asma no conlrolada

Uso de esteroides topicos nasales, cromoglicato nasal o antihistaminicos
nasales (fevocavastina) o anthistaminicos de larga duracion (astenuzo!)
durante el mes previo al crtudio

Parasitismao intestinal

Pacientes sin reactividad cutanea a la hisliamina

Dermografismo que impida la realizacion de pruebas cutaneas

. Cualquier contraindicacion al uso de adrenalina (hiperlenston, enfermedad

coronana)

riterios de exclusion:

1

Paciente que presente reaccion sistéemica a la aplicacion de fa pruebas

cutdneas (urticaria generalizada, broncoespasmo, anafilaxia)

16



TAMANO DE LA MUESTRA:

Con base en el trabajo de Dol y cols

17

", la proporcion de sujetos atopicos que

pueden ser positivos para RNAm de IL-4 es de 70% y la de no atopicos es de

14% por lo que la diferencia a encontrar es de 56%. Utilizando un valor de «= 0.05

y una potencta del 80% tenemos:
Z.=1.96 (2 colas).
Z. =084

2 =0.56"

n,= proporcion en grupo de tratamiento.

n_= proporcion en grupo control.

Eltamano de muestra obtenido es menor a 10 pacientes por grupo.

Para el segundo objelivo utilizando la vanable como continua para una diferencia

de 36 DO"™y con el mismo nivel de confianza y poder que en el calculo anterior

My ~H;
n= 12 pacientes por grupo.
Tipo de Muestreo:

No probabilistico, consecutivo
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

Los pacientes remitidos al servicio de Alergia e Inmunologia del Hospital de

Especialidades del CMN Siglo XXI y ai de Otorrinolaringologia del Hospttal

General de Zona #1 con sintomas de rnitis, se consideraron candidatos a

participar en el estudio. Si cumplian con los criterios de seleccion, se invitaron a

participar en el estudio y a firmar la carla de consentimiento informado (ANEXO

1). A partir de ese momento se seguimos el siguiente procedimiento:

1. Historia clinica y solicitud de coproparasitoscopicos (serie de 3). biomelria
hematica e IgE serica . De no encontrarse parasitado se cito para continuar el
estudio. (ANEXO 2)

2 Setomaron 10 cc de sangre total y se colocaron en un tubo con anticoagulante,
en las siguientes 2 horas, se realiz6 la separacion de mononucleares utilizando
la técnica de gradienle de cenlrifugacion. Los mononucleares fueron
almacenado a -70°C hasta el momento de ser procesados

3 Pruebas cutaneas por metedo intradérmico

4 A los pacientes con pruebas cutaneas positivas se les reahzo reto nasal
especifico de acuerdo con ¢l resultado de las pruebas cutaneas. Si el reto nasal
fue negativo el paciente se considero no alérgico.

5 Los pacientes con pruebas culaneas y reto nasal positivos se citaron 24 horas
después del reto nasal para oblener la segunda muestra de sangre. que se
proceso y almaceno en las mismas condiciones que la primera.

6 Los datos fueron recabados en una hoja de captacion de datos (ANEXO 3)y

vaciados a una base de datos construida en el programa SPSSe
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TECNICAS UTILIZADAS PARA LA MEDICION DE LAS VARIABLES:
e Separacién de linfocitos de sangre periférica:

La obtencion de mononuclerares de sangre periférica  se realizo mediante la
técnica de separacion en gradiente de centrifugacion en t ymphoprep s (Nycomed.
Oslo. Noruega) Los 10 ml de sangre penferica se mezclaron con un volumen
igual de  solucion salina sotomca (NaCl al 0 9%), se coloco la muestra en el
gradiente y se centnfugd a 1000g durante 15 minutos a 4 C Se recupero ia
interfase celular entre el plasma y el Lymphoprep vy se realizaron 3 lavados con
sotucion amortiguadora de fosfatos 1X (PBS1X) (Anexo 4) por centrifugacion a
1.500g durante 5 minutos a 4°C

Se valord la viabihdad y el conteo celular por exclusion con azul de tripano (1:20
v/v) por microscopia optica, aproximadamente 1x10° celulas se resuspendieron en
1 ml Trizol® (Gibco, Gathesburg. MD. EUA) y se congelaron a -70°C hasla el
momento de ser procesados

¢ Extraccion de RNA: 7°

Los celulas mononucleares suspendidos en Trizol® (Gibco, Gaitehesburg, MD,
EUA), se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente homogenizandose
en presencia de 200 pl de cloroformo al 100% (JT Baker,.México ) con agitacion
vigorosa duranle 5 segundos La fase acuosa obtemida por centrfugacion a
10 000g a 4'C durante 15 munutos, se recupero  y se mezclo con 700 1l de
cloroformo al 100%, posteriormente se centrifugd a 10 000g durante 5 minutos

La fase acuosa contemendo el RNA fue precipitada por incubacion durante 0
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minutos a 4°C con un volumen igual de 1sopropanol (Sigma.San Louwis,MO.USA)
frio. La pastilla de RNA total ohtenida por centrifugacion a 10 000g por 5 minutos
a 4°C se lavd con 800 pl de etanol (Sigma.San Louis, MO.USA) al 75%,
postenormente se resuspende en amortiguador TE (Anexo 4) La cuantificacion
del RNA se realizo en un espectrofotometro Beckiman DU650 (Beckman, EUA) con
lecturas a 260 y 280 nm de DO, considerando como nivel minimo aceptable de
pureza una relacion OD260:0D280 superior a 1.9.

Electroforesis de RNA: *

Para verificar 1a integridad del RNA extraido, se colocaron de 1 a 1.5 g de RNA
solubilizado en amortiguador de muestra para RNA tX (Anexa 4) en un gel de
agarosa al 1.5% (BioRad California, EUA) conteniendo formaldehido 0.66M y
MOPS tX (Anexo 4) y se realizd electroforesis de las muesiras en una camara
horizontal Stratagene® (La Jolla, CA, EUA) a 77v durante 1 hora, utilizando como
amortiguador de corrida MOPS 1X. Para la visualizacion del RNA el gel se tiio en
una solucion de 5 pg/mi de bromuro de etidio durante 5 minutos, esto permiio la
venficar la integridad de las bandas de 285 y 185

o Obtencion de DNA complementario (DNAc).

Para la obtencion del DNAc se ulilizo la melodologia propuesta por Doi y Cols™
con algunas modificaciones. La transcripcion inversa se realizo colocando 2 pg de
RNA total en un volumen final de 40 i, con amortiguador de transcriptasa
inversatlX (Anexo 4), RT-M-MulLV& (Boehringer Mannheirn, Mannheim, Alemania)

40 U por reaccion, oligo dT 2uM, hexameros 5ng/ui (Promega, Madison .EUA),
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0.025X de RNAsin« (Promega, Madison \EUA), mcubando a 37°C durante 60
minutos y posteriormente 94°C durante dos minutos

e PCR parallL-4:

Se utilizo el método de Doty Cols' con algunas modificaciones. Una alicuota de 3
ul del cDNA obtenido se cotoco en un volumen final de 25 ul conmeniendo.,
amortiguador reaccion para PCR 1X (Anexo 4), 2.5 mM de MqgCl., 0.2mM de cada
dNTPs, 1.25 uM de cada iniciador especifico (Tabla 1) y 0.6 U por reaccion de
Taq polimerasa (Tecnologias Universitantas, Mexico) Se reahzo una
desnaturalizacion nicial a 94°C durante 3 mun. 15 seg.. posteriormente se
realizaron 35 ciclos que constaban de una fase de desnaturalizaciton a 94°C por
45 seg . alineamiento a 65°C durante 1 minuto y extension a 72°C por 2 minutos
Finalmente se realizd una extension a 72°C durante 10 minutos En todas las
amplificaciones se utilizd un termociclador Perkin Elmer GeneAmp system 9600
(San Jose, Cal, EUA) Todas las muestras se corneron por duplicado en la misma
reaccion.

Los productos de amplificacion (5 ul) se sometieron a electroforesis en agarosa al
2% (Bio Rad, CA, EUA) con 2% de TAE 50X (Anexo 4), durante 1 30 hrs a 77v
utihzando como amortiguador de cornda TAE 1X y se tifieron con una solucion de
bromuro de etdio (5 jig/ml) durante 5 minutos

Para evaluar a amplificacion de cDNA de IL-4 en condiciones de amplihcacion
exponencial . se realizo adicionalmente otra amplificacion durante 30 ciclos a las

temperaturas ya descritas. Los productos de amplificacion obtemdos  se
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sometieron a electroforesis en agarosa al 2% (Bio Rad) y se tiReron con una
solucion de Syb Green® (1:10.000 v/v) reahzandose posleriormente analisis
densitométrico para medir las diferencias de concentracion en cada banda
utihzando un densitometro Molecular Dynamics y el programa de analisis de
imagenes Image Quant@ (Molecular Dynamics, EUA). Para las amplificaciones de
control se utilizo DNAc de IL-4 donado por el Dr Chris Benyon, (Southampton
General Hospital, UK). En las amplificaciones de las muestras clinicas se utilizo el
juego de niciadores para obtener un producto de 260pb.

e Pruebas cutaneas:

Previa asepsia se realizaron por la tecnica intradérmica, aplicando 0.1cc de
D pteronyssinus, D farinae, Heliantus annus. Chenopodium album. Salsola
pestifer, Phleum pratense, Fraxinus americanus. Quercus Spp, Ambrosia eliator,
Pinnus spp, Penicilium spp, Helmintosporium, Alternaria, y Cladosporium, Felis
domesticus y epitelio de perro a una concentracion 1:1.000 p/v. en la cara externa
del brazo Como control negativo se utilizd solucién de Evans {(diluyente de los
extractos) y como control positivo histamina en concentracion 1:10.000 p/v De
todas las pruebas se obtuvo el area de eritema marcando el contorno en la pre!
del paciente con un marcador fino, {ransfiriéndose este contorno a papel
transparente, sobre el papel se trazo el diametro mayor y perpendicular a éste el
diametro menor. se sumaron dividieron entre 2 obteniéndose el diametro de
prueba. Su interpretacidon se basa en la comparacidon con los didmetros obtenidos

por el mismo procedimiento en los controles positivos y negativos **
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Diametro prueba = o < al control[NEGATIVA 1
|negativo. S _ |
Diametro prueba de 1 al 25% del|UNA CRUZ (+)

Lcontrol (+) ,

Diametro prueba >25% y < del 50% del |[DOS CRUCES (++)
jcontrol (+) - |

Diametro prueba >50% al 100% del | TRES CRUCES (+++)
Lcontrol (+) ] |
Diametro prueba > 100% del control | CUATRO CRUCES
() (r++4)

Se considero positiva aquella pruebas con tres 0 mas cruces reactividad

Para evaluar la consistencia entre observadores se calculo el coeficiente de
Kappa™ (ANEXO 5).

¢ Reto nasal:

El reto nasal se realizd bajo supervision médica directa:

1. Se instruyo al paciente para que sonara su narz y eliminar toda la secrecion
presente

2. Durante 5 minutos el paciente respiro en forma normal e indico cual de las
narinas estaba mas obstruida. En la mas obstruida se instilé 0.1 ml de solucion de
Evans (diluyente de los extractos acuosos) sobre los cornetes medios e inferiores
sirviendo como control.

3. En la narina opuesta se instilo 0.1 ml de extracto acuoso del alergeno al que
resultd positivo en las pruebas cutdaneas, utiizando una concentracion de 500
UA/mi. Se considero respuesta positiva si el paciente presentd mas de 4
estornudos o si la nanna retada se obstruyo mas que la control acompanada de

edema de cornetes al examen con rinoscopia anterior De resultar negativa al
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siguiente dia se retd nuevamente utilizando una concentracion de 1 000 UA/mI st
no se presento respuesta el reto nasal se registraréd como negativo

4 Una vez se obluvo respuesta positiva, el reto nasal se reviio instilando en ia
narina afectada fenilefrna 0.1% *

El reto nasal se realizo bajo supervisidn médica permanente y en todos los casos
fue ejecutado por el investigador.

ANALISIS ESTADISTICO:

La concordancia inter-observador para las pruebas cutaneas y el reto nasal se
realizo utilizando el indice de concordancia kappa. Para el resumen de los datos
dicotomicos se utilizaron frecuencias simples. los datos de densitometria para IL-4
no adoptaron distribucion normal y se resumieron con medianas y rangos. Se
utilizé la prueba de chi cuadrada para la comparacion de las variables nominales y
para las cuantitativas la prueba de Wilcoxon. Se realizaron correlaciones
independientes entre |os niveles de expresion de IL-4 antes del reto y después del
reto con los niveles séricos de IgE tolal utilizando la prueba de Spearman. Las
hipdtesis nulas se rechazaron cuando el valor p fue inlerior a 0.05. En el analisis
de resultados se utilizo el paquete estadistico SPSS 6@ (SPSS, Chicago, EUA).
Adicionalmente se construy6 un modelo de regresion logistica con seleccion hacia
adelante para evaluar el efecto de aquellas variables que se encontraron
distribuidas de manera desigual entre los pacientes alérgicos y no alérgicos; en

este modelo la variable dependiente fue el diagnostico de nnitis alergica y las
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vanables independientes fueron aquelias que en el andlisis bivariado alcanzaron

diferencias estadisticamente significativas
CONDISERACIONES ETICAS.

El proyecto fue somelido a evaluacion por el comité de winvestigacion del de
Hospital de Especialidades de Centro Medico Nacional Siglo XXI, del IMSS, N° de
registro 020/96, N° registro IMSS 96-716-0023. Todos los pacientes fueron
informados del objetivo y los riesgos que implicaba su participacion y dieron su

consentimiento por escrito. Se garantizd la confidencialidad de los resultados

obtenidos.
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RESULTADOS:

Caracteristicas de los pacientes:

ingresaron al estudio 35 pacientes, 15 resultaron alérgicos ( pruebas cutaneas y
reto nasal positivo) y 18 no alérgicos ( 3 de ellos con pruebas cutaneas positivas y
reto nasal negativo), dos pacientes fueron excluidos del estudio por presentar
urticaria después de la aplcacion de las pruebas cutaneas. Las caracteristicas de
los pacientes se muestran en la tabla 2. El alergeno que resulld positivo con
mayor frecuencia fue el D pteronyssinus (11/15) sequido por el D farinae (7/15) y
F.amenicanus (3/15)

Obtencion y rendimientos de RNA.

La cantidad total de RNA obtenido a partir de 1 x107 células en los sujetos no
alérgicos fue de 5.45 gy en los alérgicos de 6.8 jig. En la Figura 1 se muestra la
electroforesis realizada bajo condiciones desnaturalizantes, observandose que las
bandas de 18S y 28S del RNA ribosomal presentaban alto grado de integridad.
Obtencién de control positivo de amplificacion de IL-4.

Se ublizaron 3 juegos de iniciadores para la amplificacion de IL-4 (Tabla 1). Los
productos obtenidos con éstas combinaciones y su ubicacion dentro del DNAc de
IL-4 se muestran en la Figura 2. Para la seleccion de las combinaciones se tomo
en cuenta que los inicladores se encontraran en exones diferentes y asi evitar ia

amplificacion de DNA genomico que pudiera estar contaminando las muestras.
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Resultados de la amplificacién de IL-4 en pacientes con rinitis alérgica y no
alérgica.

Se delecto amplficacion para IL-4 cn 12 de las 15 muestras provementes de
pacientes alérgicos comparado con 5 de 18 pacientes no alergicos (p= 0.002; Chi
cuadrada).

Amplificacion semi-cuantitativa de IL-4 en pacientes alérgicos antes y
después del reto nasal especifico:

Para detectar las diferencias en las concentraciones iniciales del sustrato se
realizo una curva de amplificacion gartiendo de 20 1g de DNAc control de I1L-4, y
deteniendo la reaccion a 20, 25, 30 y 35 ciclos. Bajo nuestras condiciones la
concentracion de producto amplificado aumenta progresivamente hasta ciclo 30;
por esta razén las amplificaciones para semi-cuantificacion de IL.-4 se realizaron a
30 ciclos (Figura 3).

La mediana para el volumen densitometrico de las amplificaciones realizadas
antes del reto nasal fue de 29.15 (Rango 1359) comparado con 52,6 (Rango
164 9) siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p= 0 02, Prueba de

Wilcoxon).(Figura 4)
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DISCUSION:

Este estudio se realizd con el fin de determinar si la expresion de RNAm de IL-4
en pacientes riniticos era detectable bajo condiciones de exposicion natural a
alergenos ambientales y st era posible incrementar esta expresion exponiendo a
los pacienles al alergeno al que se enconlraban sensibilizados.

Nuestros resultados muestran una mayor frecuencia de expresion de RNAm de IL-
4 en los pacientes con rinitis alérgica cuando se compararon con los riniticos en
los que no se pudo establecer etiologia alérgica.

Para evitar que nuestros resultados fueran atribuidos a factores modificadores de
la respuesta de IL-4 como Ia edad, se seleccionaron unicamente pacientes entre
16 y 45 anos ya que se ha demostrado que por encima de los 50 afos la
produccion de esta citocina declina progresivamente™ ™. Otro factor confusor que
evitamos fue el tratamiento con esteroides o inmunoterapia alergeno especifica,
intervenciones que se han asociado a modificaciones en capacidad de produccion
de 1L-4*** La presencia de RNAm para citocinas como la IL-4 ha sido
demostrada en biopsias de mucosa nasal de pacientes con sinusitis cronica
alérgica y este patron de produccion es claramente diferente del observado en no
alérgicos donde predomina la expresion de RNAm IFNy citocina que caracteriza la
respuesta ipo Th1* Nuestros resultados concuerdan con estas observaciones y
aportan informacion adicional ya que en esta ocasion se demuestra que el
fenomeno es evidente no solo en el 6érgano blanco sino  a nivel sistémico sin

necesidad de cultivo y estimulacion in vitro de los linfocitos y bajo condiciones
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naturales de exposicion; este resultado no ha sido reportado previamente en la
literatura.

Debemos sefalar que en tres pacientes con rintis alérgica no pudimos detectar
expresion de RNAm de IL-4 y que este mensaje si fue detectado en 5 de los
sujetos no alergicos, aunque este comportamiento ha sido demostrado en otros
estudios utilizando el mismo método de medicion de citocinas'™; eslo sugiere la
presencia de otros factores que intervienen en la sintesis de citocinas tipo Th2 en
los pacientes alérgicos. Para explorar este aspecto se cred0 un modelo de
regresion logistica incluyendo como variable dependiente la presencia o no de
rinitis alérgica y como variables independientes aquellas que alcanzaron
diferencias significativas en el analisis bivariado, estas vanables fueron a) niveles
de IgE sérica total (p=0.008); b) tiempo de evolucion de los sintomas al ingresar al
estudio (p= 0.005), c) positividad de la RT-PCR para iI-4 (p=0.002) y d)
antecedentes famitiares de asma (p=0.007). En el modelo obtenido el antecedente
familiar de asma confiere riesgo elevado para la presencia de nnitis alérgica (RM
25.49; IC 95% 19.27 a 31.71) (Tabla 3). Este resultado indica que existe un
componente genetico importante en la predisposicion a enfermedades con un
fondo comun alérgico como la rinitis y el asma bronquial como ha sido reportado
previamente; nosotros no estudiamos la parlicipacion del medio ambiente por lo
que se deben interpretar con cautela estas conclusiones

También pudimos observar un cambio en lo niveles de expresion de RNAm de
iIL-4 a nivel penférico en los sujetos alergicos despues del reto nasal, esto nos

indica que aunque es detectable la produccion de este mensajero en condiciones
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de exposicion nalural, existe capacidad de aumentarla al ser estimulados con una
dosis alta del alergeno al que se encuentran sensibilizados, este comportamiento
esta descrito in vitro en cultivo de clonas de linfocitos obtenidos de mucosa nasal
de pacientes atopicos, que se estimulan con alergenos y células presentadoras de
antigeno'™.

Aunque la relacion entre sintesis de IL-4 e IgE ya ha sido establecida in vitro™ la
correlacion entre la expresion de RNAm de IL-4 antes y después del reto con los
niveles séricos de IgE total en suero de los sujetos alérgicosr = 0.29 (p=0.12)y r
= 0.17 (p=0.25) respectivamente, no fueron estadisticamente significativas. Este
resultado pudo haberse debido a que las modificaciones en las concentraciones
de anticuerpos se observan aproximadamente 10 dias después del aumento en la
IL-4% | periodo que nosotros no estudiamos 0 a que medimos IgE total y no
especifica al alergeno probado. Al calcular el lamano de muestra necesario para
alcanzar significancia estadistica a estos niveles de correlacion se requiere de
incluir aproximadamente 100 pacientes en el estudio.

Los resultados de nuestro trabajo muestran claramente que en condicione de
exposicion natural a alergenos los pacientes con rinitis alergica expresan con
mayor frecuencia el RNAm para IL-4, citocina reguladores de la sintesis de IgE,
que este fenomeno puede ser delectado a nivel sistémico en ceélulas
mononucleares no estimuladas y que la expresion aumenta después de la
exposicion a dosis elevadas del antigeno a que se encuentra sensibilizado el
sujeto. todos nuestros resultados apoyan la existencia de un fuerte componente

genético que predispone al desarrollo de enfermedades alérgicas y concuerda con
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hallazgos recientes en los que se demuestra que existe asociacion entre
polimorfismos en los promotores de el gen de IL-4 y la prevalencia de diagnostico
de atopia® el aumento de la expresion de RNAm observado en nuestros pacientes
puede ser el reflejo de estas alteraciones en el DNA gendmico

Con base en estas observaciones consideramos imporanle establecer la
presencia de estas alteraciones funcionales de la respuesta inmune antes del
desarrollo de la enfermedad clinica, esto podria ser posible estudiando grupos de
pacientes desde el nacimiento con diferentes antecedentes familiares en cuanto a
atopia, y establecer la relacidon temporal entre regulacion anémaia de linfocitos

Th1-Th2 y desarrollo de enfermedad alérgica.
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TABLA 1.

Secuencias de los iniciadores utilizados en la PCR para IL-4 y tamafo
aproximado de los productos esperados de cada combinacion

Tamano esperado

Iniciadores
PCR 1 Iniciador 5°.
456 pb. ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCT
Iniciador 3°
CGAACACTTTGAATATTTCTCTCTCTCAT
PCR 2. Iniciador 5° (biotinilado)
260 pb. GCCTCCAAGAACACAACTGAGAAGG
tniciador 3"
CGAACACTTTGAATATTTCTCTCTCTCAT
PCR Iniciador 5°.
200 pb ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCT
Iniciador 3~
TCTCAGTTGTGTTCTTGGAG
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TABLA 2.
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Caracteristicas relevantes de los pacientes riniticos incluidos en el estudio.

Sexo.(M/F)
Edad. (anos)

Dx de asma
Evolucion de los
sintomas. (afios).

Antecedentes familiares
de asma.
Antecedentes famihiares
de alergia.

Antecedentes

personales de alergia.
IgE sérica total.(Ul/ml)

Riniticos

no alérgicos.

n=18
11/7

27.6( 7.4)

1/18
3.1(£1.22)

1/18 (3%)
7 (38.9%)
2(11.1%)

67.5 (£44.9)

Riniticos
alérgicos.
n=15.
7/8

25.4 (+9.1)

4115
4.7 (£1.4)

9/15 (27.3%)
12 (80%)
5(33.3%)

117 (¢ 49 5)
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Figura 1
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Fig ' Electroforesis de 1.5 ng de RNA total obtenido de
mononucieares de sangre penférica de pacienles con rinitis
alergica y no alergica Gel de agarosa al 1 5% formaldehido
0 66M y MOPS 1X
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Figura 3.

Necctos 20 25 30 35
oD 85 95 100 100

Figura 3 PCR de 20 rg de DNAc de IL-4
deteniendo la reaccion a 20, 25. 30 y 35 ciclos
La cantdad de producto amplificado aumenta
hasta el ciclo 30 medido por densitometria (OD)
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Figura 4.
Anadlisis densitometrico de los de la expresion de RNAm de IL-4 en pacientes
alérgicos antes y despues del reto nasal.
( Prueba de Wilcoxon ; p=0.002)
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Figura 4.
Analisis densitometrico de los de la expresion de RNAm de IL-4 en pacientes
alérgicos antes y despues del reto nasal.
( Prueba de Wilcoxon ; p=0.002)
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Variables

Ant. familiar de asma
Constante
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TABLA 3
Modelo de regresion logistica

B EE RM  IC9%5% p
3238 1156 2549 1927a3171 0005
1.041 0479 0.028

Significancia del modelo: x’=12.57; p= 0.0004

Regresion logistica para presencia o ausencia de rintis alérgica. las varnables
independientes fueron: anlecedente familiar de asma, IgE sérica lotal, RT-PCR
positiva para IL-4 y tiempo de evolucidn de los sintomas.

EE (error estandar). RM (razén de momios).

39



40

ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

INVESTIGADOR

Dr Darro Mauricio Sarrazola Sanjuan Servicio de Alergia e inmunologia Hospital de Especialidades

Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS TEL. 6276900 ext 1423

PROPOSITO DEL ESTUDIO

Este estudio pretende investigar el comportamiento de algunas de las suslancias que conlrolan ta

reaccion alérgica Los resullados de esle trabajo podrian ayudar a comprender como se produce la

enfermedad

PROCEDIMIENTO

1 Debo responder a una historia clinica y a un examen fisico detallado

2 Me realizaran pruebas cutaneas para dentificar a que soy alerqico, de ser positivas me
realizaran una prueba de reto nasal, gue consiste en aplicar en la nanz el alergeno ul que resulté
positivo para confirmar el diagnostico

3 Me tomaran una muestra de 10 ml de sangre venosa en Ia primera visita. de ser positivo el reto
nasal 24 horas después de éste me tomaran una sequnda muestra de sangre de 5 ml

RIESGOS

La toma de las muestras de sangre representa un riesgo minimo para mi salud El procedimiento de

pruebas cutaneas es el que usualmente realizan para el diagnostico de mi padecmiento El reto

nasal tiene como niesgo principal la reaparicién de los sintomas y en algunas raras ocasiones

sintomas alérgicos severos Se me garantiza vigilancia constante durante todo el procedimiento por

parte de un medico capacitado para manejar las complicaciones y ia disponibilidad de equipo

adecuado durante todo el procedimiento

CONFIDENCIALIDAD-

Toda la informacion obtenida en este estudio sera utiizada en publicaciones cientificas, en ningun

caso se revelara mi identidad.

El investigador o su asistente estaran a mi disposicién para respander cualquier pregunta sobre el

proyecto

Mi parucipacion en este estudio es absolutamente  volunlana y soy libre de retirame en cualquier

momento del estudio. sin que por esto se vea afectada la calidad de mi atencion en el IMSS

Yo esloy de acuerdo en participar en esle esludio, se me ha dado una copia de este documento y

pude leerlo determdamente antes de tomar mi decision

FIRMA DEL PACIENTE Fecha

FIRMA DEL TESTIGO:_

FIRMA DEL TESTIGO.

FIRMA DEL MEDICO _
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ANEXO 2.
Historia Clinica.

SERVICIO DE ALERGOLOGIA
HISTORIA CLINICA

PACIENTE:  FECHA m ws we

ANTECEDENTES FAMILIARES: Solo en abuelos, padres, hermanos, tios o
primos.

Marque con una X.

Asma: Sintomas nasales cronicos: Alergia a alimentos: Utticaria:
Alergia a medicamentos: . Dermatitis atopica:

ANTECEDENTES PERSONALES: Marque con una X.

Asma: Sintomas nasales cronicos: Alergia a alimentos: Utticaria:
Alergia a medicamentos: . dermatitis atdpica: Sinusitis:

Infecciones respiratorias (bronquitis o bronquiolitis):

CONDICIONES AMBIENTALES: Marque con una X.

Casa: . Departamento:  Alfombra:  Perro;  Gato: Aves: Plantas:
Polvo:  Humedad en las paredes: Cobertores de lana: Almohada de algodon:
Uso de sprays o desinfectantes: Fumadores en casa:

SINTOMAS Y EVENTOS RELACIONADOS: Marque con una X.
Sintomas todo el aflo: Temporada seca:  Temporada lluvias: . Con el frio:

Con el ejercicio: Al contacto con irritantes (detergentes, solventes).
Emociones: Con medicamentos:  Humo del cigarriilo:
Al hacer la cama o la limpieza: Al contacto con animales:

Otros: Especifique:

EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD:

Tiempo en anos: -

Mejora: Empeora: Sintomas semanales: Sintomas dianos:
Sintomas mensuales: Obliga a faltar a clases:

TRATAMIENTOS RECIBIDOS:Marcar con una X.
Inmunoterapia: Medicamentos:

Cuales: -

Cuanto tiempo:
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Respuesta al tratamiento. Buena: Regular.  Mala:

Ha requerido hospitalizaciones por asma: Cuantas en el uitimo ano:

Fechas:

Principales
sintomas:__

Revision de sistemas:

Ojos:__

ORL:

Piel:

Gastrointestinal:

EXPLORACION FISICA:
Ojos:

ORL:

Cardiopulmonar;

42

Piel:

Otros:

DIAGNOSTICOS: 1.
2.
3.

42



ANEXO 3
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Nombire . Numero

Direccion ) Sexo b M Edad | | |
APSINTOMAS Y TRATAMIENTOS

' RINITIS I si __l no ]ASMA ] no | Tratamientos | si  no |
Rinorrea l ) | Sibdancias | ] Esteraides } | I
! Obstruccion | Lhisnea | | ' Inmunaterapia | |_ |
| Prurito | Tos seca l Antitustarminicas
t | ' 4+
Estornudos W Intolerancia Esterodes topco
| al jeIcIcio | - | )
Tiermpo de Evolucion de la nnitis meses
Estacional | | Perenne | Mixia

B) PRUEBAS CUTANEAS
Numero Sexo F M Edad| | |

| Alergeno

PC ._‘ _ Alergeno | PC |

CrRE TO NASAL
Numero Sexo FOoOMo pdad | )

| Alergeno. _‘ -_RETO | Alergeno RETO

Lyt

) RNAM de (L-4
Numero Sexo | M Edad

Basales (0] Post teto (81B]

BN



ANEXO 4
SOLUCIONES Y AMORTIGUADORES UTILIZADOS.

Solucion amortiguadora PBS1X.

NaCl 8g
KCl 02g
NaZHPO4 0 24g
H20 1L

pH 7 4 con HCL
Amortiguador TE:
Tris HCI 10 mM pH8.
EDTA TmM pH8.
Amortiguador de muestra para clectroforesis de RNA (NBSB):
Formamida 50%
MOPS 1X
Formaldehido 7%
Azul de bromofenol 0 1%,

H O-DEPC aforando al volumen deseado

MOPS 10X:
MOF'S 20mM
Acetato de Na 100mM.
Na EOTA 20mM
Amortiguador de transcriptasa inversa.
Trs-HCL 25mM
KClI 20mM.
MgCl. 3mM.
DTT SmM
pHE 3



Amortiguador de reaccion para PCR.
KCl HUMM
Tris-HCL pH8 3 10mM
Amortiguador de corrida para PCR (TAE 1X)
Tris-Base 0 04M
EDTA 0001 M



ANEXO 5

CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR EN LA REALIZACION DE PRUEBAS
CUTANEAS INTRADERMICAS CON EXTRACTOS DE
D. pteronyssinus y D. farinae.

OBSERVADOR A

OBSERVADOR B ‘ PRUEBA + : PRUEBA- |
PRUEBA+ | 27 | 1 28
PRUEBA - 3 - 2 | 25 |

[ 30 I 23 | s |
k=Po-Pe Po= Proporcion en que ambos concuerdan
1-Pe Pe= Proporcion de concordancia por azar.

Se considero prueba positiva cuando el diametro promedio del eritema del
alergeno fue > al 50% del control positivo.

46



BIBLIOGRAFIA:

1

[

o

Leung DY Mecanisimos de larespuesta alergica humana Clin Ped N A 1994 4 755 770

Roitt | Hipersensitivity Type | Rott | Essential Immunology 8™ de p 312 336 London
14994 Blackwell Scientific Publications

Rormagnant S Human Th1 and Th2 subsets doubt no more tmmunclogy Today 1959112 756

257

Mosmann T, Sad S The expanding universe ot T-cell subsets Th1, Th2 and more Imim Today
1995,

Romagnar S Lymphokine production by human T cells 1 disense states Annu Rev Immuanol

1949412 2.7-57

Del prette G. De Carlh M, D Ellios M. Allergen exposure iduces the activation of allergen speaific
Th2 cells in the airway mucosa of patients with allergic respiratory disorders Eur J Immunol
1993,23 1445-1449

Bradding P. Feather Y. Wilson S et al Immunolocalization of cytokines i nasal mucosa of
normal and perennial rhinitic subjects J Immunol 1993,151 3853-3865

Yokota T. Otsuka T. Mosmann T et al isolation and charactenzation of a human interleukin
cDNA clone. huinologous to munne B-cell stimulatory tactor 1. that expresses B celand T cel
stimulating activiies Proc Natl Acad Sci USA 1986.83 58594-303

Coffman R, Lebman D Rathman P Mechanism and requlation of immunoglobuli isotipe

switching Adv Immiunol 1993 54 224.270}

10 Punnorien J, Aversa G, Cockss B, de Vries J Role of interleukin-4 and interleukin:- 13 i1 syntesis

of IgE and expression of CDZ3 by human B cells Allergy 1994.49 576-586

11 Beckman P, Cosman D. Fansiow. Malszewshy C. Lyman S The Interleakin-4 receptor

Structure tuncuon and signal ransduccion Chen lmunol 1992 51 107134

12 Rhoem N, Kiammer B Ohara J, Ubre O Viteta £ Interleckin-a Induced increase 11 1g expresson

by normal mouse B cells J Exp Med 1984160 679 674

47



13 Comnrad D, Waldschmidt T Lee W et al Effect of B el stimulatory tacton- 1L 4 on o epsilon
and Fc gamma receplor expression an mynne Bolymphocites and B ocell nes  J linmuno
1987 139 2290-2296

14. Walker C, Bode £, Boer L. Hansel T Blaser K, Virchow J-C Allergic and nonallergic asthmatics
have distinct patterns of T-Cell Activation and cytoking production i perpheral blood and
bronchoalveotar lavage Am Rev Respir Dis 1492 146 1049-115

15 Malsumoto K, Taki F, Miura M, Matzukaki M, Takag K Serum levels of soluble IL2-R. IL-4 and
Soluble FeceRINin adult bronchial asthma Chest 1994, 105 681-686

16 Borres M, Emnarsson R Bjorksten B Serum levels of interleuri-4, soluble CD23 and IFN.
relation to the development of allergic disease dorg e frst 38 months of ife Chin Exp Allergy
19495, 24 Hay-548

17 Promega Pcr Protocols and refrence guide 1996

18 Gaucnat JF Gauchat D, Qu G, Mandallaz M, Stacler B Detection of ctokine mRNA in
Polyclonally-, antigen or allergen- stimulated mononuciear cells Immunol Revs 1991,119 123-35

19 Dor S. Gemou-Engesaeth, A Kay, C Corngan Palymerase chain reacton quantificaion of
cytokine messenger RNA expression in phenpheral blood mononuciear cells o patents with
acute exacerbations of asthma effect of giucocorticod therapy Clin exp Allergy 1994, 24 g54-
857

20 Sibbald B, Rink E Epidermology ot seasonal and perenmial thnits . Clinical presentation and
medical history Thorax 1991 46 895-91

21 Georgiis ) Diagnosis and  trealment of nonallergie thintis - Ame J Asthma Allergy Ped
1990,3 153161

22 International Rheitis Management Working  Group Internatonal © nsus Report on the

dragnoss and management of tunitis  Allergy 159494 49 S1-848
23.Clarke P The dagnosis of perenmal s due 1o house  dust mite (Dermatophaoides

pleronyssinus! demastred by nasal provocabon test Ann Allergy 1987 59 2528



49

JaLows T Lavon P, Banar J, Paolansky M Crossover and Splt Controlled desyns m chimcal
rencarch Noengl J Med 1484, 310 #4-31

JhLecenne FORBe iy and rasal obstrocton Otolangngaor Clin North Am- 1989, 22 307-23

26 Cunadan Society of Allergy and Cliniil Immunology  Guidelnes for the use of allergen
immunoterapy Can Med Assoc J 1995,152 1413-1419

27 Nacleno R, Norman P_Fish J In Vivo methods (or the study ol allergy Mucosal tests, techniques
and interpretations 1 Middleton £, Reed E. Eliis £, editors Allergy principles and pratice 4™ ed
St Lows 1993 Mosby-Year Book

28 Dawson-Saunders B, Trapp R Bioestadistica Médica pp 137 México 1993 Manual Moderno

29 Chomczynski P~ A Reagent for the single-step simultaneous isolation of RNA. DNA and proteins
from cell and tissue samples BioTechnics 1993, 15 532-537

30 Sambrook J. Fritsh E, Maniatis T Molecular cloning A laboratory manual 2°€d Cold Spring
Harbor Laboratory Press 1989

31 Dreborg S Methods for skin testing Allergy 1989, 44(S10) 22-30

32 Fajardo A, Yamamolo L, Gardufo J. Hernandez D, Martinez MC Consistencia y vaiidez de una
medicion en la investigacion clinica pediatrica Definicion, evaluacidn y su interpretacion Bol
Med Hosp Infant Mex 1991 .48 367-381

33 Al-Rayes H, Pachas W, Mirza N, Ahern D, Geha R, Vercelll D IgE Regulation and lymphoktine
patterns 1n aging humans J Aliergy Clin tmmunol 1992 90 630-6

34 Barbee R. Halonen M, Lebowitiz M. Burrows B Distribution of IgE in a community population
sample correlations with age. sex and allergen skin test reactivity [ allergy Clin Immunol
1981.68 106-111

35 Brnkmann V. Kristofic C Regulution by corticosteroids ot Th1 and Th2 cytokine production in
human CD4" effector T cells gencrated from CD45RO and CD45RO’ subsels J Imnwnol
1995155 3322-3328

36 Kumar N, Sheik S, Zitt M et al Allergen specific IL-4 and IFN gamma production during
immunotherapy J Allergy Chin immunol 1995, 95 307

37 Hanulton L. Leung D, Wood R. et ai Ewidence lor distinct citokyne expression un allergic versus

no allergic chronic sinusiis L Allergy Ciin linmunol 1995, 96 537 44

BT TS K0 nEE a9
SAUR Gi LA iBLIGTECA



H)

48 Carbalido J, Carballiio-Perng N Orberli Schvamnm A Heusser C, Blaser K Regulation of IgE
and 1gG, Response by allergen specfic T-cell clones 1o bee neon phohalipase A, n vt J
Allergy Clin immunol 1994 93 768-67

39 Marsh D, Neely J, Breazeale D et al Linkage analysis of IL-4 and other chromosome 5q31 1

markers and total serum immunoglobuliti E concentiations Science 1994,264 11562-1155



	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Justificación
	Planteamiento del Problema   Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Análisis Estadístico
	Consideraciones Éticas
	Resultados
	Discusión
	Tablas y Figuras
	Anexos
	Bibliografía

