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INTRODUCCION

El asma es un sindrome clinico complejo, caracterizado por una obstruccion variable y
reversible de la via aérea, hiperreactividad bronquial persistente, edema de Ia via e
inflamacién caracterizada por un infiltrado de células cebadas, linfocitos y eosinéfilos

predominantemente, que se acompafa de un proceso de remodelacién pulmonar'™.

Desde finales de los afios B0, necropsias practicadas en pacientes que habian muetto
durante una crisis asmatica, mostraban un cuadre histopatoldgico clasico, donde
predomina un infiitrado celular inflamatorio, compuesto principalmente por eosinéfilos,
edema de la submucosa, descamamiento epitelial, tapones de moco en la luz de los
bronguies, hipertrofia del musculo liso e hiperptasia de las glandulas mucosas. En la
actualidad se sabe que &l asma es consecuencia directa de la inflamacion submucosa y
de la hiperreactividad asociada del musculo liso de la via aérea. La inflamacién puede
precipitarse por exposicidn a alergenos, ciertos esfuerzos, agentes quimicos y otros

agentes no identificados’®,

PREVALENCIA

En las dos Ultimas décadas se ha estudiado la prevalencia del asma en varios paisesg’m.
demostrandose que ha existido un aumento real en la prevalencia, tanto de fas
enfermedades alérgicas como del asma en nifios vy adultos'’. Un estimado de 15 millones

de norteamericanos se encuentran afectados por estas condiciones. Estudios en algunas
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ciudades de los Estados Unidos de Norteamérica presentan cifras de prevalencia que
oscilan entre 6.4 a 10.8% en nifios de 7 a 8 afios. El analisis de los datos de The National
Health Interview Survey reveld que en Estados Unidos, entre 1981 y 1988, la prevalencia
de asma informada por los padres de familia tuvo un incremento del 42% en todos los
niftos menores de 18 afios'?. Por otro lado, desde el punto de vista epidemiolégico, se ha
observado una ligera diferencia con relacién al sexo y a la raza: afecta en mayor

proporcion al sexo femenino v a los de raza negra en el adulto joven',

En nuestro pais el asma ccupd en 1988 el decimoprimer lugar come causa de mortalidad
general. El Instituto Mexicano del Seguro Social {IMSS) tiene como grupos de mayor

riesgo a los nifios, adolescentes v jovenes entre tos 30 y 40 afios de edad ™.

Estudios realizados en México reportan que la prevalencia de asma en 1948 era de 1.2%
y en 1960 del 2%. En 1991, un estudio realizado por el Dr; Pedroza estimo la
prevalencia del asma en 11.8% en la ciudad de México D.F.?2. Los datos sobre la
prevalencia del asma varian de 2.7 a 21.8%, segln estudios hechos en otras ciudades de

México, variando de forma importante de una region a otra'> '8

ETIOLOGIA

La eticlogia del asma es compleja y multifactorial. Involucra la interaccion de factores
genéticos y estimulos ambientales. La mayoeria de la informacién con respecte a la

patogénesis del asma se concentra en el asma atépica y el desbalance existente entre los
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fenotipos Th1 (inmunidad cetular) y Th2 (inmunidad humoral)"’'*?",

Sin embargo,
también puede existir un tipo de 'asma no alérgica caracterizada por pruebas cutaneas a
alergenos negativas y sin historia de enfermedad atépica en la familia. La genética, el
medio ambiente uterino, la dieta materno-fetal, infecciones respiratorias v la exposicion
ambiental y ocupacional contribuyen a este delicado balance. La forma con la cual estos

factores convergen determinard si la reaccion del sistema inmune de un individuo

particular provocara inflamacion de la via aérea y remodeiacion.
Genética

El asma es un sindrome para el cuai la predisposicién genética es fundamental, pero
poco entendida. En la actualidad no existe duda sobre el papel que juega la herencia en
la etiologia del asma y de su estrecha interaccion con e! medic ambiente. Analisis
extensos de segregacion, en cohortes aleatorizados de familias, utilizando las mdltiples
caracteristicas del asma (IgE, hiperreactividad bronquial, atopia, sibilancias) han

30-34

demostrado que estas caracteristicas son poligénicas y multifactoriales™ ™. Algunos de

los genes identificados son: 5g31-32 (IL-3, 1L-4, IL-5, iL-6, IL-9, IL-12, IL-13 etc), 6p21-22.
(complejo HLA y TNF-a), 11q13, 11915, 12q, 13q, 14q, 16p etc'. A pesar de existir
evidencia que relaciona estas caracteristicas a mas de 22 ioci de 15 cromosomas
autosémicos v de la regién pseudoautosdmica Xa/Yq, a la fecha no se ha podido
.

distinguir a un gen principa La expresion de la enfermedad dependerd de la

interaccion entre los mudltiples genes mayores y menores y su modulacion con factores no

genéticas, como el medio ambiente8.



Medio ambiente

El enorme incremento de la prevalencia del asma en los dltimos 20 afos, muestra el
importante papel que jusga el medio ambiente en el desarrollo y evolucion de esta
enfermedad. Podemos dividir la influencia del medio ambiente en dos categorias:
protectora y causal®¥4°,

Influencia Protectora:

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

dieta materna adecuada durante el embarazo y la leche materna®.
. Exposicién microbiana: flora intestinal*'** y animales de granja“®.
. Familias grandes®.

. Factores socio-econdmicos: bajo ingreso y hacinamiento'*%¢.

. Infecciones: tuberculosis e infecciones virales en la infancia temprana*®®.

Influencia causal:

»  Humo del tabaco: ambiental (prenatal y durante la nifez e infancia temprana) vy el
fumado activo en la infancia tardia y adultos jovenes*®4'.

- Factores socio econdmicos; alto nivel econdmico (habitan hogares aislados, sin
buena ventilacion, con calefaccion o sistemas de aire acondicionados centrales,
alfombras etc)*!.

5158, acaros del polvo del hogar, cucarachas®™, gatos®,

« Exposicion a alergenos
perros, ratas, ratones, algunos alimentos etc.
« Dieta; especialmente acidos grasos saturados (sobretodo durante el embarazo),

ablactacion temprana.

. Exposicién a hongos y mohos®’.



- Habitar casa hGmedas.

. Contaminacién ambiental (particulas de diesel, SO,, NO; etc.)**®",
«  Exposicién ocupacional {isocianatos etc).

« Familias pequefas

Otros factores que pueden influir y potenciar el padecimiento:

. Vacunacion®

+ Ejercicio

. Clima (liberacion de palenes después de una tormenta)™.

. Parasitosis®®

Eventos gestacionales

Esta claro, en la actualidad, que factores que afectan el periodo gestacional juegan un
papel clave en el desarrollo del tipo de respuesta inmune que desarrollara el feto. Existe
una interaccién entre las caracteristicas genética heredadas tanto de la madre como del
padre y el ambiente in utero creado por la madre. La presencia de anticuerpos igG e IgE
maternos puede influir en el tipolde respuesta inmune iniciada por el feio contra antigenos
presentes en el liquido amnidtico y en el plasma materno. Normalmente existe una
interrelacion compleja entre la produccion de citocinas fetales, maternas y placentarias, la
cual previene el rechazo del feto, pero que, si presenta un desbalance, resultara en una
respuesta tipe Th-2 persistente, en lugar de la respuesta transitoria que normalmente
existe en todos los recién nacidos al momento del nacimiento. En las madres con

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



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

predisposicion a atopia y asma 8%,

Infecciones respiratorias

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

infecciosos®°,

Enfermedades como la hepatitis A, el sarampion® v la tuberculosis se
han asociado con una disminucién en la iasa de atopia. Mientras que el virus sincicial
respiratorio y otros que causan infecciones de la via aérea respiratoria inferior causan un
aumento en la tasa de sibilancias, atopia y asma. Aunque algunos virus pueden dejar
secuelas que mimetizan al asma, hoy en dia existe una fuerte evidencia de que las
infecciones en la infancia protegen en contra del desarrollo del asma. Un egjemplo del
efecto protector de las infecciones lo podemoes ver en poblaciones con estilos de vida
antroposdfica (poblaciones que restringen el uso de medicamentos, no se vacunan y ne
utiizan antipiréticos) en donde el diagnodstico de asma era'un 50% menor que en las
poblaciones control. La vacunacion, los antibidticos que cambian y disminuyen la flora
normal del intestino, reducen la exposicidén a estimulos infecciosos que promueven un tipo
de respuesta Th-1. De estas evidencias nace la "hipétesis de higiene”, la que sugiere que
al momento del nacimiento el sistema inmune se encuentra desviado hacia una respuesta

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

antigenos ambientales y enddgenos su sistema inmune regresa al balance Th-1/Th-2405%
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PATOGENESIS

La inflamacion alérgica involucra una compleja interaccion entre muchas diferentes
células inflamatorias que liberan un amplio espectro de mediadores quimicos, afectando
varios tejidos blanco. Aunque las manifestaciones clinicas de la respuesta alérgica varian
dependiendo del tejido y el antigeno involucrado, en la actualidad se sabe que la reaccion
consiste de:

a-) Una fase temprana (inmediata) dependiente de la degranulacion de las células
cebadas, donde se libera principalmente histamina y otros mediaderes que
incluyen citocinas, prostaglandinas, leucotrienos, triptasa, quimasa; esta fase
aparece a los pocos minutos de la exposicion del sujeto a un antigeno v
usualmente finaliza a las 2 horas y de

b-) Una fase tardia que se caracteriza por la migracién de células inflamatorias
desde la circulacion®®. Esta fase inicia a las 3 horas de la exposicion al
alérgeno aproximadamente y puede persistir desde 24 horas hasta semanas y
esta asociada a un aumento en la inflamacién eosinofilica de 1a via aérea e

hiperreactividad.

La fase de sensibilizaclién de la respuesta alérgica' empieza cuando las células
profesionales presentadoras de antigenos exponen fragmentos del alergeno a los
linfocitos T. En un proceso que involucra la secrecion de IL-4 por parte de los linfocitos T,
los linfocitos B son activados y maduran a células plasmaticas que producen anticuerpos
igE antigeno-especificos. La IgE se uné a sus receptores en las células cebadas y

basdfilos circulantes. En una exposicién subsecuente con el alergeno, este Gltimo se une



al anticuerpo IgE, provocando el entrecruzamiento de las moléculas de IgE y la activacién
de una cascada de enzimas en la membrana celular gue involucra a la tirosina cinasa,
protein cinasa G, fosfolipasa C, fosfolipasa A2 y la entrada de iones de calcio; lo que
provoca la liberacion de mediadores quimicos preformados (histamina) y de mediadares

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

Las células cebadas también secretan interleucinas y otras citocinas que regulan la
duracién y la intensidad de la respuesta inmune, al promover la expresion de moléculas
de adhesion y reclutar células inflamatorias, particularmente eosinofilos, al sitio de la
reaccion alérgica.  Estas células inflamatorias liberan mediadores inflamatorios
adicionales en la fase tardia, llevandonos a una inflamacién crénica, reproduccion y dafio

de los tejidos™.

Han existido dos etapas principales en la historia de la patogénesis de la alergia atopica.
La primera etapa inicia con el descubrimiento en 1979, por Ehrlich, de las celulas cebadas
y los eosindfilos, seguido por la identificacion de las “reaginas” por Prausnitz y Kusther en
1921. Este pericdo finaliza con el descubrimiento de la IgE, por los espesos Ishizaka y por
Johansson de forma separada. El concepto de la reaccién alérgica para ese entonces,
era el de una reaccién inflamatoria producto de la interacciéon de un alergeno ambiental
con un anticuerpo I1gE especifico unido a un receptor IgE y la consecuente liberacion de

mediadores inflamatorios por las células cebadas®®.

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

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



los humanos por Del Prete y col., sequido por la descripcion, en ratones, de las células
tipo Th1 y ThZ por Mosmman vy col., y su descripcion en humanos que fue realizada

también por Prete y col.. Esta fase todavia continua®,

A través de los afios las citocinas han recibido diferentes nombres: finfocinas, monocinas,
guimiocinas, interferones, factores estimulantes de colonias y factores de crecimiento,
Todos estos nombres se combinan en una nueva nomenclatura “interleucinas”. La
interleucinas o citocinas son usualmente polipéptidos o glicoproteinas con un peso
molecutar de 30 kDa o menos. Algunas caracteristicas comunes de tas citocinas permiten
que se agrupen en familias. Esta citocinas tienen receptores que se pueden agrupar en

familias”.

Las citocinas son los principales directores en los procesos de defensa del hospedero y
estan involucradas en las respuestas a insultos, tanto de tipo exdgeno como enddgeno,
en la reparacién y restauracion de la homeostasis de los tejidos. Una citocina en
particular, usualmente es producida y secretada por varios tipos de células, mientras que
diferentes citocinas frecuentemente tienen funciones que se traslapan (redundancia).
Caracteristicas comunes en las citocinas son sus mdaltiples acciones en diferentes blancos
celulares (pleiotrdpicas), en un pequefio radio de accion, ya sea sobre la misma célula
gue la produjo (autocrina) o en otras c¢élulas a su alrededor {paracrina), al ser secretadas
en enormes cantidades pueden afectar células blancos alejadas de! sitic de produccion
{endocrina). Ademas de esta regulacién positiva, la 1L-4 activa a las células Th2 para

producir mas |L-4, las citocinas también pueden provocar una regulacidén negativa en las



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

Y?2.

En la actualidad, se caracteriza a la alergia, como una reaccién resultado de una
respuesta celular de tipo Th2 a uno o mas alergenos del medio ambiente?!2529.5162.73-75
Esta respuesta tipo Th2 especifica, representa el inicio de un grupo de eventos

caracterizados por el reclutamiento y participacién de otros tipos de células™®

, al igual
gue el de un gran nimero de factores solubles y moléculas de adhesion®; dando como

resultado una cascada inflamatoria de inigualable complejidad.

Estas células Th2 representan una forma polarizada de la respuesta inmune mediada por
celulas T cooperadora, caracterizandose por |a preduccion de 1L-4, IL-5, IL-6, iL-9, IL-10,
IL-13, 1L-25. En contraste la ofra forma polarizada de respuesta mediada por células T
cooperadora, que es llamada tipo Th1, se caracteriza por la produccion de IL-2, [L-12,
INF-y, TNF-a, IL-18%%. Esta polarizacién hacia uno u otro tipo de respuesta se observa
muy claramente en los modelos murinos y con mucha menor claridad en los seres

humanos’>28,

La respuesta del tipo Th1 es altamente protectiva contra infecciones para una gran
cantidad de microorganismos, especialmente contra parasitos intracelulares, gracias a su
habilidad para activar macréfagos y promover la produccién de anticuerpos opsonizantes
y fijadores de complemento por parte de los linfocitos B.  Sin embargo cuando un

microorganismo no se puede remover de forma rapida del cuerpo, esta respuesta puede
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hacerse peligrosa at desencadenar una fuerte reaccion inflamatoria cronica®’>.

De forma
confraria, las citocinas producidas por las células del tipo Th2, inducen la diferenciacion,
activacion y la sobrevida de los eosindfilos (IL-5)®7°, promueven la produccién de

grandes cantidades de anticuerpos, inclusive Igk (IL.-4, IL-13)38“91, de céiulas cebadas vy

baséfilos (IL-4, IL-9 & IL-10)27.

Debido a que el asma es un desorden mediado inmunoiégicamente, se ha demostrado
que las citocinas juegan un papel Unico en la regulacidén del proceso inflamatorio que

1928 No solo coordinan la inflamacion sino que determinan su

ocurre en los pulmones
caracter e influencian su cronicidéd. Las citocinas presentes al momento de la exposicidn
al alergeno, son uno de los mayores determinantes de la direccidn de las células T
cooperadoras hacia una respuesta tipo Th1 ¢ Th2. Las fuentes celulares de la [L-4 e IL-

12 que dirigen la polarizacién de la respuesta inmune actualmente no estan claras™ %

Interleucina-4 (IL-4)

En las vias aéreas de los pacientes asmaticos, la IL-4 juega un papel critico en el
desarrollo de células de tipo Th2 y en la inhibicién de la expresion de la IL-127. Es una
citocina critica en el cambio de isotipo de las célutas B a favor de la produccion de IgE>**
@ aunque este efecto puede ser aumentado por ofras citocinas incluyendo a la IL-5, |i-
10, IL-13 y TNF-a. En la patogénesis del asma, la liberacion de IL-4 en la via aérea

promueve la metaplasia de las células goblet, hipersecrecion de moco y reclutamiento de
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eosindfilos al aumentar la expresion de VCAM-1 en las células endoteliales pulmonares.
Las principates fuentes celulares de I1L-4 en las vias aéreas del paciente asmatico atdpico
como del no atdpico lo son las células T CD4+ y en menor grado las células T CD8+,

eosindfilos y células cebadas.

Interleucina-13 (IL-13)

La IL-13 es similar a la IL-4 en muchas formas, incluso comparten una subunidad de su
receptor {IL-4Ra}. Su produccidn se encuentra restringida a linfocitos T activados,
especialmente células Th-2, cebadas y baséfilos. Recientemente se descubrid también
produccion de IL-13 en células dendriticas y NK. A la fecha no se ha descubierio la
presencia de IL-13Ra en linfocitos, por lo que esta citocina no actia sobre las células T.
A diferencia del IL-4Ra que se expresa de forma ubicua, el [L-13Ra1 se encuentra
limitado a una variedad de tejidos como: linfocitos B, monocitos, macréfagos, basdfilos,
células cebadas y células endoteliales. Se ha descrito como un fuerte modulador de la
funcion de los monocitos y las células B. Disminuye la transcripcion de [FN-y y de 1L-12
por lo que puede modular el medio ambiente celular al momento de la presentacion del
antigeno. Como la IL-4, la IL-13 puede estimular ia produccion de IgE y la expresion de
VCAM-1 en las células endoteliales y activar a los eosindfiles al inducir la expresion de
CD69. Se ha reportado un aumento en la expresion de mRNA tanto en sujetos con asma

89-116

atopica como no atopica Su principal fuente lo representan las célula T CD4+ y

CD8+ vy los basdfilos.
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Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10 es un inhibidor de los macrofages activados, monccitos y neutréfilos, capaz de
inhibir la produccion de citocinas Th1 incluyendo el IFN-y vy la IL-2. Por lo que esta
involucrada en el control homeostatico de la respuesta inmune innata y la respuesta
inmune mediada por células, Es producida por los macréfagos activados, linfocitos T
(Th1,Th2 y reguladores) y algunas células no linfoides como los gueratinocitos. Inhibe la
expresion de moléculas coestimulatorias y las moléculas del MHC clase Il en los
macréfagos, estimula la proliferacion de células B humanas, pero se desconoce hasta la
fecha la importancia de esta dltima actividad.

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que suprime la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias, la inflamacioén de la via aérea inducida por alergenos y la hiperreactividad

no especifica de ta vig??>94117122

Interleucina-12 (Il.-12)

Esta citocina es secretada por ias células dendriticas, células B y macréfagos. Se
encuentra en una posicién clave para influenciar la diferenciacion de las células T
cooperadores. Existe en forma de dos subunidades Ia p35 que es sintetizada por una
gran variedad de células y fa p40 que es sintetizada solo por células profesionales
presentadoras de antigeno, por lo que es [a citocina bioldgicamente activa; ta IL-12 se
secreta en forma dimérica. La principal accién de ia IL-12 en los desérdenes atopicos es

fa de inhibir la sintesis de IgE y promover ia diferenciacion de las células Tht. También
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estimula el crecimiento y la activacién de células T y NK y su produccion de IFN-y. En el
asma la concentracién de mRNA IL-12 se encuentra disminuida y la misma aumenta con

el uso de esteroides>3792-84

Interferén-y (IFN-y)

El interferdn-y es la citocina insignia de las células Tht. Tiene actividad antiviral, pero no
es un interferén antiviral potente y sus funciones son principalmente como citocina
efectora de la respuesta inmune. Es secretada por las células NK, células T (Tht y
CD8+). Sus acciones hiclégicas son: activacidn de macrofagos y aumento de su actividad
antimicrobiana, cambio de -isotipc a anticuerpos opsonizantes, desarrollo de céluias
efectoras Th1 y aumento de [a expresion de moléculas de MHC vy presentacion de

antigenos''612%126

Factor de Necrosis Tumoral-a. (TNF-o)

Es el principal mediador de ia respuesta inflamatoria aguda contra bacterias
principalmente Gram negativas y es responsable de muchas de las complicaciones
sistémicas de |as infecciones severas. Su principal fuente son los monocitos, macrofagos,
neutréfilos, células T, NK y células cebadas. Sus accicnes biologicas principales son el
reclutamiento de neutrdfilos y monacitos a los sitios de infeccion al aumentar la expresion

de moléculas de adhesion en las células endoteliales vasculares™ 8127,

14



Inmunoglobulina E {IgE)

La inmunoglobulina E juega un papel crucial en la respuesta alérgica®™ .

La respuesta
temprana alergica esta mediada principalmente por un proceso dependiente de IgE. Esta
respuesta inmune se inicia cuando 1a IgE se une a sus receptores de alta afinidad (FceRI)
localizados en las superficies de las células cebadas y basdfilos y posteriormente es
entrecruzada por un alergeno, causando la ag:tivacic')n celular y la consecuente liberacién
de mediadores inflamatorios. Un gran nimerc de estos mediadores, como la histamina,
proteasas, heparina, TNF-a, hidrolasas y otros factores quimiotacticos, se encuentran
prefofmados en .Ias celulas. Otros compuestos como los eicosanoides, prostaglandinas y
el factor activador de plaguetas se generan en un lapso de minutos y otros como la 1L-1,
IL-3, IL-4, 1L-5, IL-6, etc se generan en un lapso de horas. El efecto de estos mediadores
depende del tejido en el que son liberados. En la via aérea estos mediadores
rapidamente desencadenan edema de la mucosa bronquial, produccién de moce,
contraccion del masculo liso bronquial y eventualmente reclutan un infiltrade inflamatoric.
En los pacientes asmaticos expuestos a la inhalacion de alergenos, estos eventos

moleculares y celulares inducen una obstruccion aguda de la via aérea con una caida del

FEV,'%.

Ademas de asociarse a las células cebadas y baséfilos a través de los receptores de alta
afinidad (FceRl), la IgE interactia con ofras células, como linfocitos T, eosindfilos,
plaquetas, misculo liso bronguial y células mucosas, a través de un receptor de baja

afinidad (FceRH 0 CD23).
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DIAGNOSTICO DE ASMA

Estudios epidemioldgicos sugieren que en {a actualidad el asma se encuentra
subdiagnosticada®. Esto puede reflejar la naturaleza no especific_:a de los sintomas del
asma vy el hecho que los pacientes tienden a tolerar los sintomas intermitentes.
Desafortunadamente, el correcto diagndstico de la enfermedad es esencial para iniciar un
tratamiento apropiado.

Informacian al respecto de la historia familiar del paciente es critica en el diagnédstico de
asma. Los sintomas reportados por los pacientes incluyen: sensacion de falta de aire de
forma episédica, sibilancias, opresion toracica y tos, los cuales se agravan por la noche y
en las primeras horas de la mafana. El paciente puede tener historia de exacerbaciones
recurrentes, las cuales son provocadas por alergencs, irritantes, ejercicio o agentes
infecciosos. Un marcador c¢linico muy Utii del asma es el alivio de los sintomas después
del uso de broncodilatadores o de antiinflamatorios y en ocasiones en forma espontanea.
La variabilidad de los sintomas y la historia de que en la familia existe el diagnostico de

asma u otra enfermedad atopica, son evidencias que sugieren el diagnéstico.

Pruebas de Funcion Pulmonar

El clinico es capaz de identificar defectos ventilatorios obstructivos, pero tiene limitada la
habilidad para calcular el grado de obstruccion de la via aérea y predecir si la obstruccion
es reversible. La evaluacidn del asma por lo tanfo debe incluir una espirometria donde se
mida VEF1: volumen forzado en el primer segundo, CVF: capacidad vital forzada vy

VEF1/CVF, antes y después de |la adminisiracién de un broncodilatador de accién corta.
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Estas medidas ayudan a determinar la existencia de obstruccidén de la via aérea y si es
inmediatamente reversible. La obstruccién se puede chservar con la disminucion de la
tasa VEF1/CVF (<75%). La reversibilidad de la obstruccion de la via aérea se considera
de significancia cuando es = 12% o de 200 mi del FEV1 0 = 15% o de 200 mi en CVF

después de inhalar el broncodilatador.

Estas medidas se basan en la relacidn existente entre la limitacion del flujo aéreo y el

tamario del lumen de la via aérea y en las propiedades elasticas del alveclo.
Guia GINA para el diagndstico de asma

Las guias surgen de la necesidad de que todos los médicos hablemos el mismo idioma y
utilicemos Ibs mismos términos al diagnosticar y tratar esta enfermedad y para ayudar a
los profesionales en la salud a reducir la prevalencia, morbilidad y mortalidad ocasionados
por el asma>*. Es por estos motivos que bajo el auspicio de la Organizacién Mundial de
la Salud, el Instituto Nacional de la Salud de jos Estados Unidos y el Instituto Nacional de}
Corazén, Pulmén y Sangre de los Estados Unidos se intenta unificar los criterios de
diagndstico y tratamiento de esta enfermedad, levandose a cabo el Taller de Est.rategia

Global para el Manejo y Prevencion del Asma.

Las guias GINA fueron disefiadas de una forma escalonada para el manejo a largo plazo
del asma. El objetivo del tratamiento es el de llegar a controlar la enfermedad de tal forma

gue el paciente no tenga sintomas cronicos o si los presenta que sean minimos {incluye a
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los sintomas nocturnos), presente ia menor cantidad de episodios, no tenga que recurrir a
los cuartos de urgencias, requiera de lo menos posible de los brocodilatadores Bo-
agonistas, no tenga limitacidén en sus actividades (incluso ejercicio), que las variaciones
de su flujo espiratorio pico (PEF) sean menores del 20%, que su PEF sea lo mas cercano
a lo normal y que los efectos secundarios de los medicamentos sean minimos o no

existan.

Las guias GINA categorizan al asma en cuatro diferentes grados de severidad: el grado 1
es intermitente, el grado 2 es leve persistente, el grado 3 &s moderada persistente y el
grado 4 es severa persistente (tabla 1)®. Este disefio permite el concepto de “bajar o subir

al siguiente peldafio” en la terapia.

En la actualidad es posible que sean éstas las guias gue mds se utllicen a nivel
internacional, en el diagnéstico, clasificacién y tratamiento del asma, razén por la cual

utilizamos sus criterios para el diagnédstice y clasificacion de nuestros pacientes.

Pruebas cutaneas

Las pruebas cutaneas son el indicador, mejor establecido y mas sensible, de enfermedad
alérgica'”. Dentro de fas técnicas de aplicacion de estas prueba se encuentra la prueba

PRICK.

18



Esta prueba fue descrita por primera vez en 1926 por Lewis y Grant y fueron
popularizadas por Pepy en 1970. Las pruebas por prick son superiores a las pruebas de
escarificacion porgue son mas senstbles, mas reproducibles y se relacionan mejor con las
pruebas intradermicas. Se pueden realizar de varias formas y por supuesto la téenica que

se emplee influenciara de forma importante los resultados.

En general, la técnica implica la introd‘uccién‘ de una concentracion predeterminada, de
un antigeno (usualmente concentrade) en la piel, para que de 10 a 20 minutos después
se interprete 1a respuesta, en forma de roncha - eritema. Esta respuesta se mide de 0 a
4+ dependiendo del tamario de la roncha y el grade del eritema. La p_rueba clasica de
prick, iniciaimente se realizaba con una aguja hipodérmica de 25 G estéril. La aguja se
introducia alrededor de 1 mm en la piel con un angulo de aproximadamente 45° a través
de la gota de antigeno. La piel se levantaba tratando de formar una especie de tienda de
campana para permitir que entrase una mayor cantidad del alérgeno: En la actualidad
existen una gran variedad de formas de realizar dichas pruebas, que van desde pruebas
de punto vertical hasta las pruebas de prick multiples. La téenica descrita inicialmente es

1a que utilizamos e nuestro esiudio.

Alergenos

Hacia finales del siglo XIX, Charles Blackley introdujo una nueva ciencia basica, Ia
alergia’®. Realizando pruebas cutaneas, conteos de polenes y pruebas de provocacion

nasal y bronquial, demostrd que los granos de pélenes eran fa causa de la fiebre det
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heno. El grado con el cual el asma se relaciona con los granos de pélenes es un poco

mas dificil de determinar.

Los alergenos se dividen en dos tipos: los intramuros y los extramuros. Un gran acumuio
de evidencia ha demostrado que el efecto de 1a exposicién a los alergenos intramuros,
juega un papel primerdial en-el asma atopica perenne. Por eiemplo, personas que viven
en el Africa rural, rara vez son asmaticos, perc desarrollan asma al mudarse a las grandes
ciudades. En los Estados Unidos y ofras grandes ciudades como México DF, las
personas cada vez viven menos o pasan menos tiempo en el campo. A medida que fas
personas se quedan mas tiempo dentro de sus casas, su actividad decrece y cada vez
demandan mas niveles de comodidad. Las casa y apartamentos, ademas de los
reservorios que por lo general tienen (alfombras que cubren la casa de pared a pared,
cortinas y cobertores), tienen sistemas de ventilacion que casi siempre no son los mas
adecuados. Por ejemplo, en muchos de los hogares de los Estados Unidos y el Reino
Unido el sisterna de ventilacién solo realiza 0.2 cambios del aire por hora. Esto debe
compararse con las normas federales de los Estados Unidos que demandan que los
laboratorio con ratones tengan sistemas de ventilacidn que realicen 10 cambios del aire
por hora. Asi pues, la combinaciéon de pasar mas tiempo inframuros, poca actividad
extramuros y la mayor exposicidbn a una gran variedad de alergenos, claramente

contribuyen al desarrollo de asma atopica perenne .

Se han identificado como alergenos mas frecuentes ‘a los acaros, epitelios de perro y

131 identificaron como los

gato, polvo, pdlenes y hongos. En 1992 Mejia y colaboradores
polenes mas importantes del Valle de México a los siguientes arboles: Fraxinus
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americana, Quercus alveolata, Schinus molle, Pinus silvestris, pastos como: Capriofa,
Holcus alepensis, Lolium perenne, Agrostis alba; malezas como: Rumiex crispus,
Ambrosia eliator, Helianthus annus, Alriplex bactreosa y a la Arfemisa tridentata. En otro

estudio realizado por Palomec y col.'

en 1997 confirmaron esta frecuencia de los
pdlenes y agregaren que los hongos mas frecuentes fueron Candida v Fusarium y los
acaros mas frecuentes fueron el Dermatophagoides pferonyssinus y ei D. farinae, En

Estados Unidos existen estudios en donde se han aislado hasta 500 acaros por grame de

polvom. El alergeno intramuro mas frecuente resulta ser el acaro,

Como las concentraciones de pdlenes se ven influenciadas, en cierto grado, por la época
del afio; decidimos trabajar en nuestro estudios con pacientes que fueran alérgicos a los
acaros, ya que sus concentraciones son estables a lo largo del afio en nuestro pais: y
para controlar los alergenos extramuros se seleccionaron pacientes que viven en la
misma zona y por lo tanto comparten las mismas concentraciones de contaminantes

extramuros.

En nuestro pais, y particularmente en nuestro servicio, carecemos de estudios clinicos ¢
de lahoratorio con los cuales podamos evaluar el estado inmunoldgico de los pacientes

asmaticos.
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JUSTIFICACION

La incidencia, prevalencia, morbilidad y morialidad del asma ha ido en aumento en las
dos Ultimas décadas en tode el mundo. El asma es una enfermedad inflamatoria
compleja del pulmon que se caracteriza por una obstruccion variable del flujo aéreo,
hiperreactividad de la via aérea e inflamacion de la misma. La respuesta inflamatoria en
el pulmdn asmatico, se caracteriza por la infiltracion de {as paredes de la via aérea, de
una variedad de células entre las que encontramos principalmente células cebadas,
linfocitos y eosinofilos. Aungue la enfermedad tienen un origen multifactorial, se cree que
el proceso inflamatorio de ia forma mas comun de la enferrnedad (asma extrinseca o
alérgica), resulta de una respuesta inmune inapropiada a alergenos comunes del medio
ambiente, en individuos geneticamente susceptibles. Se ha propuesto que las células T
CD4+ que producen las citocinas tipo Th2 juegan un papel principal en la patogénesis de
fa enfermedad. Por medic de la liberacidon de citocinas como 1L-13, (L-4, |L-10, IL-12,
TNF-o. e IFN-y estas células promueven el reclutamiento y activacion de las células
efectoras primarias de la respuesta alérgica, las células cebadas y los eosindfilos. La
activacién de estas células resulta en la liberacidon de una plétora de mediadores
inflamatorios que individualmente o en conjunto inducen los cambios en la via aérea y
producen los sintomas caracteristicos de la enfermedad. La prevalencia de asma en
México se ha calculado que va de 2.7 a 21.8%, variande de forma importante de una

regién a ofra.
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En la literatura universal los valores de estas citocinas varian de estudio a estudio y en

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

La realizacion de este estudio surge de la necesidad de fener los valores basales del perfil
inmunoldgico y de las pruebas de funcidn respiratoria de pacientes con asma alérgica a
Dermatophagoides en sus diferentes grados de severidad de acuerdo a la clasificacién
GINA y de forma comparativa, con personas sanas. Ademas, de la necesidad de
encontrar si existe alguna relacién entre las mediciones del perfil inmunotdgico y los

diferentes grados de chstruccidn calculados por espirometria.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades alérgicas respiratorias y en especial el asma, constituyen un problema
de salud publica en nuestro pais por el costo econémico y social que representan, para
los pacientes y la institucién. El asma alérgica, en especial a acaros y pdlenes, es un
problema cada vez mas comiin. Los pacientes asmaticos atdpicos presentan variabilidad
en las concentraciones de citocinas plasmaticas y de algunos anticuerpos al
compararseles con los personas sanas no atdpicas. De igual forma, dependiendo del
grado de severidad clinica del asma, presentan diferentes grados de obstruccion e
inflamacion de las vias aéreas. Este estudio representa el primer intento en nuestro pais
de evaluar el perfil inmunolégico y pulmonar de dichos pacientes y nos permitira conocer
si;
1. Existen diferencias entre los niveles de citocinas séricas {IL-4, 1L-10, IL-13, IL-
12p70, IFN-y y TNF-o) de los pacientes asméticos alérgicos a los acaros y las

personas sanas.

a. Existe algun tipo de correlacién entre los niveles de citocinas (IL-4, [L-10, IL-

13, IL-12p70, IFN-y y TNF-ct) vy los grados de severidad segun GINA.

b. Existe algun tipo de correlacién entre los niveles de citocinas {IL-4, IL-10, IL-
13, IL-12p70, IFN-y y TNF-a) y los diferentes grados de obstruccion de la via

aérea calculados por espirometria.

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

pacientes alérgicos a los acaros y las personas sanas.
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. Existe algun tipo de correlacién entre los niveles de IgE y los grados de

severidad segtin GINA.

. Existe algtn tipo de correlacién entre los niveles de IgE y los diferentes

grados de obstruccion de la via aérea calculados por espirometria.



OBJETIVOS

1- Determinar las concentraciones séricas de las citocinas |L-4, IL-10, IL-13, IL-12p70,
IFN-y v TNF-olt de los pacientes con asma atdpica v evaluar si existen diferencias
significativas con las cancentraciones de [as personas sanas no atépicas.

a. Evaluar si existe alguna correlacién entre las concentraciones de las
citocinas [L-4, [L-10, lL-l13. IL-12p70, IFN-y y TNF-a y los diferentes grados
de severidad del asma de acuerdo a la clasificacién GINA,

b. Evaluar si existe alguna correlacion entre las concentraciones de las
citocinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-12p70, IFN-y y TNF-o. v los grados variables
de obstruccién de |a via aerea calculados por espirometria.

2- Determinar las concentraciones séricas de IgE de los pacientes asmaticos atdpicos
y evaluar si existen diferencias significativas con las concentraciones de las
personas sanas no atdpicas.

a. Evaluar si existe alguna correlacion entre las concentraciones del anticuerpo
y los grados de severidad segin la clasificacion GINA.

b. Evaluar si existe alguna correlacién entre las concentraciones del anticuerpo
y los grados variables de obstruccion. de la via aérea calculados por

espirometria.
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HIPOTESIS

1- Existe correlacion directa entre las concentracicnes de IL-4, IL-10 e IL-13 e inversa
entre las citocinas IL-12p70, IFN-y y TNF-a con los diferentes grados de severidad

del asma de acuerdo a la clasificacion GINA

2- Existe correlacién directa entre las concentraciones de las citocinas 1L-4, IL-10 e 1L-
13 e inversa entre las citocinas 1L-12p70, TNF-a e IFN-gamma con los grades

variables de obstruccion de la via aérea calculados por espirometria
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio transversal comparativo de casos y controles.

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes referidos de sus Unidades Medicos Familiares y Hospitales Generales de Zona
del area de adscripcion al Centro Médico Nacional Siglo XXI que fuercn evaluados en el
Servicic de Alergia & I'nmunologia Clinica del Hospital de Especialidades y que se les hizo
el diagndstico de asma atdpica. Para lograr la mayor cantidad de pacientes posibles se
invité, para que participaran del estudio, a los médicos internistas y neumélogos de cada

una de las Unidades adscritas al Centro Médico Siglo XXI.

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

Unidad Médico Famitiar #28 y algunos trabajadores de nuestro hospital.
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DESCRIPCION CONCEPTUAL DE LAS VARIABLES

A. VARIABLES INDEPENDIENTES:
« Diagnostico de asma alérgica a acaros {Dermatophagoides pteronyssinus y D.
farinae) de acuerdo a los criterios internacionales del GINA.
B. VARIABLES DEPENDIENTES:
« Pruehas de funcién pulmonar
« Concentracién de citocinas
« Concentracion de IgE
C. VARIABLES UNIVERSALES:
- Edad
« Sexo
D. VARIABLES DE CONFUSION:

« Tabaquismo

DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

+ Grados de Severidad: los grados de severidad fueron evaluados de acuerdo a
la clasificaciéon GINA. Se consideré una variable cualitativa ordinal (se
reportaron como intermitente, leve persistente, moderada persistente y severa

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

obtenidos de las pruebas de funcién pulmonar que se reafizaron en el

Laboratorio de Fisiologia Pulmonar del Hospital de Cardiologia del CMN Siglo

XX,

1.

Capacidad Vital Forzada (CVF): es la maxima cantidad de aire que
puede ser expulsada mediante una espiracién maxima, la cual va
precedida de una inspiracién también maxima. Ambas se deben realizar
con un maximo esfuerzo. Se consider® una variables cuantitativa discreta
(se reportd en forma de porcentaje).

Volumen Espiratorio Forzado del primer segundo (VEF,): representa el
volumen espirado al final del primer segundo de la CVF. Se considero una
variable cuantitativa discreta (se reporttd en forma de porcentaje).
Relacidén entre el volumen espiratorio forzado en el primer segundo
{VEF;} y el % de la capacidad vital forzada (CVF) VEF/CVF: expresa
qué fraccion porcentual de la CVF ha sido expulsada al finalizar el primer
segundo de la espiracidn. Se considera un valor normal por arriba del
75%. Se considerd una variables cuantitativa discreta (se reporto en forma
de porcentaje).

Velocidad del Flujo al 50% (VF 50%): mide |a velocidad méaxima que
alcanza el fiujo espiratorio cuando el individuo ha expulsado el 50% de su
capacildad vital forzada. Se considerd una variables cuantitativa discreta
(se reporté en forma de porcentaje).

Velocidad del Flujo al 75% (VF 75%): mide la velocidad méaxima que

alcanza el flujo espiratorio cuande el individuc ha expulsado el 75% de su

30



capacidad vital forzada. Se considerd una variable cuantitativa discreta
{se reportd en forma de porcentaje).

Obstruccién de la Via Aérea de Mediano Calibre: es el grado de
obstruccidn de la via aérea calculado espirométricamente mediante la
comparacion del porcentaje de la CVF, VEF1, fa refaciéon VEF1/CVF v &l
VF 50%. Se considerd una variable cualitativa ordinal {Se reportd como
normal, leve, moderada, importante, muy importante y grave).
Obstruccion de la Via Aérea de Pequefio Calibre: es el grado de
cbstruccion de la vias aérea calculado espirométricamente mediante la
comparacion del porcentaje de la CVF, VEF1, ia refacién VEF1/CVF y el
VF 75%. Se considerd una variable cualitativa ordinal {Se reportd como

narmal, leve, moderada, importante, muy importante y grave}.

Anticuerpos y Citocinas: las concenfraciones fuercn determinadas de acuerdo

a los estandares infernacionales, en nuestrc Hospital {Laboratoric Clinico

Principal) y en la Unidad de Investigacion en Inmunoguimica. Se consideraron

como variables cuantitativas numéricas (Se reportaron come ndmeros enteros y

decimales).

1.

1IgE (Inmunoturbidimetria Roche ™, lector Hitachi ™ 911): es ia
concentracién sérica de la inmunoglobulina E en Ul/ml determinadas en el
Laborato'rio Clinice Principal del H, E. CMN Siglo XXl

IL.-4 (ELISA OptIEA-PharMingen ™?): concentracion sérica de la citocina

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

4. IL-13 (ELISA OptiEA-PharMingen "&): concentracion sérica de la citocina
en el suero de pacientes y sanos.

5. IL-12p70 (ELISA PharMingen "¥): concentracion sérica de la citocina en
el suero de pacientes y sanos.

6. IFN«y {(ELISA PharMingen " ): concentracion sérica de la citocina en el
suero de pacientes y sanos.

7. TNF-u (ELISA OptlEA-PharMingen “F): concentracion sérica de la

citocina en el suere de pacientes y sanos.

Edad: tiempo transcurrido desde el nacimiento del individuo, hasta ef momento
en que se presentd al Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica. Se considerd
una variable cuantitativa (se cuantificd en ndmero de afios). Se controld esta

variable al ajustar la edad en los criterios de inclusidn.

Sexo: es el conjunto de caracteristicas fenotipicas manifestadas al momento de
nacer. Se consideré una variable cualitativa dicotomica (se clasificod como

masculino ¢ femenino}.
Tabaquismo: habito de fumar de forma activa, desarrollado por una persona.
Se controld esta variable entre los criterios de inclusién. Se consideré una

variable cualitativa dicotémica {se clasificd como positivo o negativo),
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SELECCION DE LA MUESTRA

A. TAMANO DE LA MUESTRA: por conveniencia se admitieron, al estudio, a todos los
pacientes con el diagnostice de asma alérgica a acaros (Dermatophagoides
pteronyssinus y D. farinae), que cumplieran con los criterios de inclusion y aceptaran
participar en el mismo, en un periodo comprendido entre marzo del 2001 y febrero del

2002.

Los controles sanos fueron captados entre los médicos residentes de Medicina
Familiar de la Clinica 28 y entre el personal de nuestro hospital, que quisieran

participar de forma voluntaria en el estudio.

B. CRITERIOS DE SELECCION:

« CRITERIOS DE INCLUSION:

a. Pacientes asmaticos alérgicos Unicamente a acaros (Dermatophagoides
pteronyssinus y D. farinae),

b. Con cualquiera de los grados de severidad de acuerdo a la clasificacion
GINA

¢. De uno u otro sexo

d. Con edades entre los 16 y 55 afos

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

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

a. Asma no alérgica

b. Que se enconfraran utilizando B-bloqueadores

c. Enfermedades crénicas (rinosinusitis o rinoconjuntivitis, autoinmunes,
inmunodeficiencias, insuficiencia renal aguda o crénica, cardiopatias efc.)

d. Déficit de tipo mental o fisico que les imposibilitara comunicarse con al
medico

e. Pacientes en tratamiento con inmunosupresores topicos vy sistémicos

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

g. Fumadores

« CRITERIOS DE NO INCLUSION:

a. Pacientes embarazadas
C. ANALISIS ESTADISTICO

De acuerdo al comportamiento de las muestras se utilizara el programa de computo SPSS
para windoWs v.10 para obtener los siguientes parametros:
- Estadistica descriptiva (media, mediana, desviacién estandar, percentiles, etc.)
- Estadistica no paramétrica (prueba de la mediana, U de Mann-Whitney, Kruskal
Wallis)

- Correlacidn de Pearson
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D. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio no representa riesgos para ei paciente, no se pone en riesgo su salud ni se
violan sus derechos de ningun modo, incluso los resultados obtenidos en los diferentes
estudios, permitiran conocer mejor su estado general de salud y su respuesta
inmunolégica y podrian ser Utiles para brindarle un mejor tratamiento oportuno a la alergia

a acaros,

E. RECURSOS PARA EL ESTUDIO
« Humanos: médicos investigadores y personal de los laboraterios involucrados.

» Materiales: computadora personal, impresora, ensayos de valoracion para IgE,
IL-4, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNF-« e IFN-y, lavador de ELISA, lector de ELISA,
' placas para ELISA, micropipetas, puntas de pipetas, programas de

computacién, efc.

« Econémicos: el proyecto recibié e patrocinio del FOFOI (066/2001) y de forma
indirecta de la U. I. M. en Inmunoquimica, quienes aportaron reactivos y el

material para trabajar los Kits de ELISA.
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PROCEDIMIENTO

Se incluyeron en el estudio a pacientes referidos de sus Unidades de Medicina Familiar y
Hospitales Generales de Zona del area de adscripcidn al Centro Médico Nacional Siglo
XXI (3 Suroeste) para que fueran evaluados en el Servicio de Alergia e Inmunologia

Clinica del Hospital de Especialidades y se les realizd el diagndstico de asma atopica.

Estos pacientes fueron evaluados a través del sistema de valoraciones de nuestro servicio
en donde se les realizaba un interrogatoric y examen fisico completos, con el fin de
descartar otros padecimientos que no fueran alérgicos y evaluar fa probabilidad de que et
paﬂecimiento pulmonar, que lo traia a nuestro servicio, fuera en reafidad asma vy

definitivamente de tipo atdpico.

A los voluntarios sanos, se les realizé ia historia clinica oficial del Hospital de
Especialidades del CMN Siglo XXI, con el fin de descartar la presencia de otra
enfermedad o alergias. No deberian ser fumadores y deberian haberse encontrado

completamente sanos en las Ultimas 4 semanas previas al estudio.

El diagnéstico definitivo de atopia se llevaba a cabo con la aplicacién de pruebas
cutdaneas fipo PRICK con extractos estandarizados internacionalmente en Unidades
Alérgicas (UA). Las prusbas cutaneas deberian presentar concordancia con el
interrogatorio clinico y examen fisico. Estas pruebas se realizaron con los alergenos que

mas frecuentemente hacen reaccidn en nuestro servicio™ "'

Dermatophagoides
pteronyssinus, D. farinae, Lolium perenne (pasto), Phieum pratense (hierba timotea},
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Cynodon dactylon {(pata de galle o grama mavyor), Ligusirum vulgare (aliguatre), Ofea
europea (olivo), Quercus robur (roble), Periplaneta americana (cucaracha) (IPl ASAC-
Espafa MRy, Se consideré una prueba positiva a la formacion de un habén (roncha) de
3mm en su didmetro medio (el promedio de la suma de su didmetro mayor y su diametro
perpendicutar), e! control positivo fue hecho con histamina HCL 10 mg/ml (1PI ASAC-

Espafia ™) y el control negativo con solucién saiina (IP1 ASAC-Esparia .

Una vez realizado el diagnostico de asma alérgica a acarcs (Dermatophagoides
pteronyssinus y D. farinae) se les invitd a participar en el estudio explicandoseles los
riesgos y beneflicios‘ Si aceptaban participar, se les pedia gue firmaran ia hoja de
consentimiento v se les tomaba una muestra de sangre vencsa de alrededor de 7 mi, en
tubos sin anticoaguiante para la obtenciaon del suero y determinacion de las citocinas iL-4,
tIL-10, IL-13-13, 1L-12p70, INF-y y TNF-a por ELISA. El mismo proceso se realizo con los

controles sanos,

Ademas, se les realizd examenes paraclinicos generales, en el Laboratorio Clinico
Principal de nuestro hospital, que incluian una biometria hematica compleata, IgE sérica
total v 3 exdmenes seriados de heces, con el fin de descartar la presencia de parasitos.
Se le realizd una radiografia pulmonar en el Servicio de Radiclogia de nuestro centro y
una espirametria en el Laboratorio de Fisiologia Pulmonar del Hospital de Cardiologia del
Centro Medico Nacional Siglo XXI. Todo esto dentro de la siguiente semana de su

ingreso al estudio.
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Una vez tomadas las muestras de sangre se llevaban a la Unidad de Inmunoquirnica de
nuestro hospital en donde se le dejaba reposar por alrededor de 30 minutos para que se
les formara un coagule, luego eran centrifugadas a 2500 revoluciones por minuto a 20
°C., durante 10 minutos. E!suero era alicuotado en tubos Eppendorf con 250 pl de suero,

los cuales eran congelados a -70°C para su posterior utilizacidn,

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

IL-13, IL-12p70, INF-y y TNF-c, mediante ELISA.
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RESULTADOS
Pacientes, Severidad del Asma -~ Clasificacion GINA

Se incluyeron en el estudio 38 pacientes, 25 mujeres (65.8%) y 13 hombres (34.2%). Los
controles fueron 19 personas sanas, 10 eran mujeres (52.63%) y 9 hombres (47.37%). La
edad promedio global de los pacientes fue de 29 * 10 afios, la de los pacientes femeninos
era de 32 £ 10 y la de los masculinos de 25 + 11. Mientras que la edad global de los
controles sanos fue de 30 £ 4 afos, los controles femeninos tenfan una edad promedio de

30 £ 5y los controles masculinos de 31 + 2.

De tos 38 pacientes asmaticos alérgicos a los acaros, 4 {10.5%) sufrian asma leve
intermitente, 9 (23.7%) asma leve persistente, 22 (57.9%) asma moderada persistente y3

{7.9%) asma severa persistente (_gréfico 1.
Concentracién Plasmatica de Citocinas Th-2/Th-1 y Severidad

Se agruparon las citocinas coma Th-2 o pro-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13) y Th-1 o anti-
inflamatorias {IL-12p70 e IFN-y). Se compararen fas medianas, de los controles sanos v
de los pacientes, en cada uno de los grupos y no se encontraron diferencias significativas
{para las Th-1, p = 0.895 y para las Th-2, p = 0.828). Se compararon mediante la Prueba
U de Mann-Whitney los dos tipos de citocinas entre los sanos no encenirdndose

diferencia significativa (p = 0.264) y entre los pacientes (p = 0.259).
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También se analizaron de forma separada cada una de las citocinas de ambos grupos, no
encontrandose de igual forma, diferencias significativas entre sanos y pacientes en
ninguna de ellas (cuadro 1). La unica citocina que mostrd diferencia intergrupal fue ia IL-
13, cuya mediana fue mayor en los pacientes, aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (figura 1). La mediana de la IL.4 y de la IL-10, como se
puede observar en la figura 1, fue menor en los pacientes, aungue al igual que con la IL-
13 la diferencia tampoco fue significativa. Entre las citocinas de tipo Th-1, el IFN-y mostré
una ligera disminucién en su mediana; en cambio la IL-12p70 mostroé un ligero aumento

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

En las tablas 2, 3 y 4 se pueden observar los promedios y medianas de cada una de las
citocinas de acuerdo al grado de severidad y al grado de obstruccién de las vias aéreas

de los pacientes y de los controles sanos.

El TNF-a presentd valores menores de 7.8 pg/ml que es el valor minimo de deteccién del

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

Se pensd que el sexo podria influir en las concentraciones de las citocinas, entre los
pacientes asmaticos y los controles sanos; por lo que se centrastd el sexo para ambos
grupos de citocinas, no encontrandose, en general, que el sexo influyera de forma
significativa en los pacientes. En los controles sanos el IFN-y y la IL-12p70 fueron fa

excepcion para este hallazgo ya que los hombres tenian una mediana y un rango
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promedio significativamente menores que las mujeres [13.17 vs 27.6 y 85.55 vs 166.55 {p
< 0.005 y p = 0.07 respectivamente}] y [711 vs 126 y 844 vs 132 (p = 0034 y p =

0.009)] {figura 3).

Se clasifico la severidad del asma seqin las clasificacién GINA y se compararon con las
diferentes medianas de las concentraciones de las citocinas, encontrandose que solo la

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

También se investigd si la edad influia de alguna forma en las concentraciones séricas de
las citocinas. Como el rango de edad de los pacientes variaba de 16 a 53 afios, se
agruparon en diferentes categorias o puntos de corte para identificar a que edad se
observa algin cambio en las concentraciones de las citocinas (< 30 vs > 30; £ 25, 25-30 v
> 30; < 35 vs = 35). Al comparar a los menores de 35 afios contra los de 35 o mas afos,
se observd que a pariir de los 35 afios se obtenian consistentemente, rangos promedios
mas bajos entre los de 35 0 mas afios en todas las citocinas; solo que esta diferencia no
fue significativa. Cuando se compararon a la edad menor o igual de 30 afios contra la
mayor de 30 afios se encontrd que existia diferencia significativa en e! IFN-y (p = 0.049) y

la [L-13 {p = 0.027). Estas diferencias no se observaron entre los sancs (figuras 6y 7).

Correlaciones entre las citocinas, Volumen Espiratorio Forzado en el Primer

Segundo (VEF,} y la IgE en pacientes y controles sanos

Se sabe que existe algun tipo de correlacién entre los diferentes grupos de citocinas y en
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nuestro estudio esta correlacion se buscd a fravés del coeficiente de correlacion de

Pearson.

Se correlaciond a todas las citocinas de los controles sanos y los pacientes entre si y
contra la IgE y el VEF. Entre nuestros controles sanos encontrames una correlacién de
moderada a buena entre la IL-13 y la IL-4 {r = 0.678, p = 0.002), correlacion que no se
aprecia en los pacientes. No encontramos correlacion entre las otras citocinas, el VEF, v

la IgE (figura 8a).

En los pacientes asmaticos alérgicos a los acaros, encontramos cierte grado de
correlacion entfre la IL4 y la IL-10 (r = 0.319, p = 0.025), entre el IFN-y y [a IL4 (r =
0.482, p = 0.001) y ‘entre el IFN-y y la IL-13 (r = 0.362, p = 0.014) y una correlacidén de
moderada a buena entre el IFN-y v 1a IL-10 (r = 0.527, p £ 0.001), {figuras 8h v 9). EI
resto de las citocinas no mostraron algan grado de correlacidén entre ellas ni con el VEF; 0

la IgE.

Se correlacionarcn las concentraciones de las citocinas Th-1y Th-2 agrupadas; en las Th-
1 se consideraron a la IL-12p70 vy al IFN-y y en las Thl-2 primero se agruparon a la IL-10 y
a la IL-4; para el grupo fotal se obtuvo una correlacién global negativa e inversa {r = -
0.098, p = 0.295) yaque é medida de que teniamos concentraciones mayores de Th-2 las
concentracicnes de las citocinas Th-1 eran menores (figura 10a). También se
correlacionaron, como Th-2, las IL-10 e IL-13 (r = -0.259, p = 0.008} (figura 10b) vy

posteriormente a la [L-4 e IL-13 {r = -0.307, p = 0.001) {figura 11), ambos grupos se
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correlacionaron contra las citocinas Th-1. Se calculd fa razén Th-2/Th-1, en Th-2 se
incluyeron la IL-4 y ta {L-10, obteniéndose una p = 0.199. Posteriormente se integraron a
ias citocinas Th-2 a la IL-4 y a la IL-13. Se caicuid fa razdn -obteniéndose una p = 0.846.
También se calculd la razén IL-4/IFN-y para pacientes y controles sanos, por ser dos de

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

Volumen Espiratorio Forzado en el Primer Segundo (VEF;), Concentracién

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

La mediana del volumen forzado en el primer segundo (VEF,) de los pacientes asmaticos,
presentd una diferencia significativa al compararsele con la mediana de los controles

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

No encontramos diferencias significativas entre pacientes, al comparar los diferentes
grados de severidad del asma y el VEF: (p = 0.081) (figura 12b). A pesar de que la
diferencia del VEF, entre los distintos grados de severidad det asma no es significativa se
puede ebservar en la figura que el VEF; disminuye a medida aumenta fa severidad del

padecimiente en los pacientes.
El valor del VEF; no se vio influenciado por el sexo en ios controles sancs o en ios

pacientes asmaticos (p = 0.153 y p = 0.724 respectivamente} alérgicos a los acaros (figura

13 a).
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De igual forma no se encontrd gue la edad, en los distintos rangos estudiados,
influenciara de forma significativa el VEF, de los pacientes (p = 0.919) o de los controles

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

E! VEF, presento correlacion negativa con la IL-4 (r = -0.371, p = 0.013) (figura 14) y en
menor grado con la IL-10 (r = -0.25, p = 0.071) pero no presentd correlacion alguna con el

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

Se encontraron diferencias significativas entre el VEF; y el grado de obstruccion de las
vias aéreas de mediano y pequefio calibre (rango promedio y mediana significativa con p

<0.001 ambas) (figura 15).

Concentracién Plasmatica de Citocinas Th-2/Th-1 y Grados de Obstruccién de las

Vias Aéreas de Mediano y Pequefio Calibre

La obstruccion de las vias aéreas de mediano y pequefio calibre se calculd por medio de
una espirometria basal, realizada al momento del ingreso del paciente al estudio, la cual
fue interpretada y reportada por el servicio de fisiologia pulmonar del Hospital de
Cardiologia del Centro Médico Nacicnal Siglo XX!. Esta era reportada dependiendo del
grado de obstruccion calculado por el interprete y reportada como normal, leve,

moderada, importante, muy importante y grave.

Se compararon ias concentraciones de las citocinas con los diferentes grados de
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obstruccién de la via aérea de mediano calibre encontrandose que solo la IL-4 mostraba
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.007) entre los diferentes grados de

obstruccién (figura 16a).

Esta diferencia significativa entre la IL-4 y los diferentes grados de obstruccion de la via
aerea de mediano calibre se pierde al comparar la cifocina (IL-4) con la cbstruccién de las
vias aereas de pequefio calibre (figura 16b). El reste de las citocinas (IL-10, 1L-13, IL-
12p70, IFN-y v TNF-a) tampoce mostraron diferencias significativas con los diferentes

grados de obstruccion de las vias aéreas de pequefio calibre.

Correlaciones entre las Citocinas, Ila IgE y los Diferentes Grados de Obstruccién

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

diferentes grados de obstruccion de las vias aéreas de pequefios y mediano calibre,

Obtuvimos una correlacidn de moderada a buena entre la IL-13 y la IL-12p70 {r = 0.563, p
= 0.029) en pacientes con gbstruccion mederada de 1as via aéreas de pequefio calibre, no
asi entre las otras citocinas y la inmunoglobulina E. En los pacientes con obstruccion
importante no observamos correlaciones enfre ninguna de las citocinas o la
inmunoglobulina.  En los pacientes con obstruccion muy importante o grave el IFN-y
presentd una correlacién de moderada a buena con la IL-10 {(r = 0.636, p = 0.014} y con la
IL-13 (r = 649, p = 0.012), al igual que una buena a excelente correlacién con la igE {r =

0.824, p = 0.023).
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Cuando la obstruccion era importante en los pacientes con obstruceidn de l1as vias aéreas
de mediano calibre, obtuvimos correlacién buena a excelente entre la 1L-10 y el IFN-y (r =
0.816, p = 0.007) y de moderada a buena entre la 1L-4 y el IFN-y (r = 0.672, p = 0.048),
En el caso de la obstruccion muy importante existio una correlacién de buena a excelente
entre fa IL-13 y el IFN-y {r = 0.801, p = 0.031) y entre la IgE y el IFN-y ( r = 0.962, p =

0.009).

No encontramaos mayores correlaciones entre las diferentes concentraciones de citocinas,
IgE y el VEF en los distintos grados de obsfruccion, tanto de las vias aéreas de mediano

como las de pequefio calibre.

Concentracion de IgE, Severidad del Asma y Grados de Obstruccion de las Vias

Aéreas

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

No existieron diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de IgE vy los
grados de severidad del asma. A pesar de esto encontramos que todos los niveles

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

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

18a).
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No existio diferencia significativa enire los diferentes grados de obstruccion de las vias
aéreas de mediano calibre y la IgE (p = 0.282)(figura 18b) y las de pequefio calibre (p =
0.849)(figura 19). Aungue ai graficar estas variables podemos observar una tendencia a
aumentar con el grado de severidad sobretedo si no se toma en cuenta el grado grave ya

gue son pocos los pacientes que presentan este grado de severidad.
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DISCUSION

En este estudio, donde incluimos 38 pacientes asmaticos alérgicos a los acaros
(Dermatophagoides pleronissymus y D. farinae) y 19 controles sanos, se pudo observar
que la prevalencia es mayor en las mujeres; éstas representaron casi los 2/3 (65.8%) de
nuestros pacientes. La gran mayoria de los pacientes asmaticos tienen un grada de
severidad leve o moderado y solo del 5 al 10% sufre de asma severa®, en nuestro
estudio solo el 8% de los pacientes sufrian de asma severa persistente. Un

comportamiento similar al descrito en Ia literatura universal sobre el asma®®*.

Las determinaciones del TNF-o. que obtuvimos fueron menores de 7.8 pg/ml
{concentracion minima detectada por nuestro kit), hallazgos parecidos a los obtenidos por

1** en donde determinaron la concentracion sérica de TNF-o en el suero de

Tomita et a
adultos asmaticos, obteniendo valores séricos my bajos cuando se llegaban a obtener.
En este estudio se cultivd la sangre con LPS encontrandose que no habian diferencias en
las concentraciones def TNF-o entre pacientes asmaticos leves, severos y confroles
sanos, obtuvieron valores por debajo de fos 5 ng/ml. Este hallazgo lo podriamos explicar

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

produccion de TNF-c.

Al agrupar fas citocinas con pro-inflamatorias {Th-2} y anti-inflamatarias (Th-1) pudimos
constatar la existencia de correlaciones escasas o con cierto grado de correlacion. Estas

correlaciones fueron inversas (negativas) dandonos a entender de que a medida que las
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concentraciones de las citocinas Th-2 aumentan ias Th-1 disminuyen o viceversa. Este
hallazgo concuerda por lo descrito por Gajewski y Fish y Fernandez-Botran y col. en 1988

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

Existen otros estudios en donde se ha demostrado que e! nimero de células TNF-¢
positivas es mayor en biopsias bronquiales de sujetos asmaticos sintomaticos que en

810 Recordemos que todos nuestros pacientes eran

aquelios  asintomaticos
asintomaticos al momento de tomar las muestras, por lo que podria ser esta la razén de

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

No se obtuvieron diferencias significativas al comparar las concentracicnes de ia tL-4, |L-
10, 1L-12p70 & IFN-y entre los controles sanos y los pacientes. Este comportamiento en
nuestros pacientes no corrobora la tesis, mas aceptada a nivel mundial, sabre la
patogénesis del asma que se basa en el desbalance que existe entre las citocinas de tipo

Th-2 y Ta-1.

La L4 es uné de las dos citocinas, hasta el momento conocidas, que causan el cambio
de isotipo a IgE en las células B, un prerrequisito para una sintesis elevada de IgE vy por
inferencia en la patogénesis de ia atopia®™. Nuestros hallazgos no apoyan esta hipotesis
ya que los pacientes presentan niveles significativamente elevados de IgE en
comparacion a los controles y la IL-4 tiene concentraciones incluso por debajo de los
controles sanos. Como podemos ver con nuestros resultados, no se requiere

obligatoriamente del papel IL-4AgE en {a patogénesis del asma atdpica cronica.
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Es importante resaltar que nuestros datos no excluyen la posibilidad de que el asma
pueda ser exacerba de forma aguda por la liberacién de mediadores dependientes de IgE
de las células cebadas después de una exposicidén aguda a alergenos que provocarian la
liberacidn de sustancias broncoconstrictoras en una via aérea hiperreactora. Una posible
explicacion para este hallazgo es el hecho de que nuestros pacienies tienen mayores
niveles de IL-13 que los controles sanos, lo que pudiera estar causando el cambio de
isotipo a IgE, ya que la IL-4 comparte el receptor de la I1.-13 (IL-4Rw). No obtuvimos una
correlacion importante entre la [L-13 v la IgE con la cual podriamos haber reafirmado esta
hipotesis. Otra explicacién podria ser que la vida media de la IgE en suero es mas
prolongada que la vida media de cualquiera de las citocinas o bien que solo se requieren

de concentraciones minimas para lograr el cambio de isolipo en la célula B.

A la IL-4 la pudimos correlacionar con el grado de obstruccion de las vias aéreas de
mediano calibre, pero no con el grado de severidad de la enfermedad. Este hallazgo no
concuerda con lo descrito en la literatura universal en donde existen multiples estudios en
los que se involucra, a esta citocina, con la hiperreactividad de la via aérea, pero no con
el grado de obstruccidn, cuyo principal componente es la inflamacion.  El que exista
inflamacidn en la via agrea ﬁo necesariamente predispone a que ésta sea hiperreactora.
Se ha relacionado mas con la inflamacion alérgica a la IL-5 y al influjo de eosindfilos.
Algunos estudios han demostrado niveles elevados del mMRNA para IL-4 en linfocitos T
estimutados'! al comparar los resultados de los pacientes contra los conftroles sanos, los
investigadores del mencionado estudio encontraron una buena correlacion entre losr

niveles de mRNA para IL-4 con ia prueba de provocacion con adenosina y metacolina
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{(PC0AMP).  Se han estudiado ios niveles del mRNA para IL-4 en linfocitos T
estimulados'*', en biopsias bronquiales™? y en células de lavados broncoalveolares® ' y
comparado con diferentes grados de hiperreactividad. Los hallazgos varian de estudio a
estudio, en el primerc los niveles de mRNA fueron mayores en los asmaticos
encontrandose relacidn con ja hiperreactividad de_la via aérea, en el segundo vy tercero
les niveles de mRNA no fueron diferentes de forma significativa entre sanos y pacientes y
no se observd que existiera alguna diferencia con respecto a la severidad de los sintomas
y a la hiperreactividad de la via aérea. Con nuestros hallazgos no podemos confirmar o
negar esta relacién, ya que requerirtamos realizar pruebas de provocacion como la antes

mencionada para comparar las diferentes concentraciones de la interleucina con los

grados de hiperreactividad.

Al correlacionar a la IL-4 con el VEF{ encontramoes una correlacien negativa que se
traduce de la relacidn que existe entre el VEF, y el grado de obstruccion de la via agrea,

entre mayor es e! grado de obstruccién menor es el VEF;.

Debido a que nuestros pacientes no mostraron niveles de citocinas en sangre mayores
que los controles sanos,. no pudimos corroborar la hipttesis de que a pesar de que la
sintesis de las citocinas se produce a nivel local, en el caso del asma a nivel de la mucosa
bronquial y probablemente en los 6rganos linfoides regionales, si se Ilegan.a producir

grandes cantidades estas citocinas pueden gjercer una funcion endocrina.

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

ha flegado a referir a este eje IL-13/L-12 como un Yin-Yang. La IL-13 presenta
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diferencias significativas entre los diferentes grados de severidad del asma. Existen
diversos estudios en donde se ha demostrado que !a sobreproduccion de 11.-13 juega un
papel primordial como citocina efectora en fa hiperplasia de las células goblets y en la
hiperreactividad'®'*® e inflamacion de la via aérea, aunado probablemente a un defecto
en fa produccion de la IL-12. Podria ser esta relacion con la hiperreactividad, la que nos

explicara su relacion con la sintomatologia.

Entre nuestros pacientes no encontramos correlacién entre ta IL-13 y la [L-12 pero si entre
ta IL-13 y el IFN-y, esta correlacidon fue positiva, hallazgo similar a los de diferentes
estudios en donde la correlacion entre estas dos citocinas también fue positiva®™. Esta
correlacion existente entre fa IL-13 y el IFN-y, encontrada en nuestro estudio, apoya el
dato de que la IL-13 es un mediador parcial en los cambios observados en los pulmones
de los pacientes asmaticos y sobretodo en los pacientes con mayor grado de severidad,
ya gue es practicamente imposible que tengamos una respuesta Unicamente de tipo Th-2
o de Th-1. Hay trabajos en los que se ha demostrado que tanto la IL-13 como el IFN-y
inducen un tipo distinto de inflamacion y que ambas citocinas pueden preparar a los

pulmones para una respuesta aumentada a un alérgeno.

En nuestro trabajo la IL-12 no mostrd diferencias significativa entre pacientes y controles
sanos, ni entre los grados de severidad. Estos resultados concuerdan con los de otros
estudios en donde tampoco se encontraron diferencias entre sanos y pacientes y los
grados de severidad®'®®,  Estos investigadores solo demostraron diferencias

significativas ai estimular a los monocitos con LIPS, encentrando que la concentracién de
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IL-12 se enconfraba disminuida solo en los pacienies con asma severa. Tampoco la

hallamos correlacionada con los grados de obstruccion, IgE o el VEF,.

De forma similar a lo reportado por otros investigadores, no encontramos diferencias
significativas entre las concentracionss sericas de IFN-y de los controles sanos v los

pacientes® 143144,

A pesar de que en estos trabajos se determind la concenfracién de
mRNA para el IFN-y en el lavado bronquial, de pacientes asmaticos, no encontraron

diferencias al compararlos con sujetos sanos.

Tampoco encontramos que existiera alguna diferencia entre los diferentes grados de
severidad del asma y la concentracién de esta citociné. Existen algunos estudios donde
si han encontrade correlacién con hiperreactividad bronquial'!, pero no pudimos
encontrar alguno que lo correlacionara con la severidad del padecimiento de forma
directa. Cuando correfacionamos al IFN-y con ias citocinas Th-2 encontramos que las
mismas se encontraban correlacionadas de forma importante solo que esta correlacion
era positiva en vez de negativa como se esperaba en la mayoria de lo casos, de acuerdo
a otros estudios. Nosotros no encontramos correlacion entre el IFN-y v la IgE total. £n el

1.9 determinaron la correlacion del IFN-y producido por

estudio realizado por Kimura y co
monocnucieares de sangre periférica estimulados con el antigeno del acaro del poivo
casero y la produccion del IgE especifica al 4caro, hallazgo que difiere al nuestro aungue

los estudios no sean comparables ya que el de Kimura se realizo in vifro.
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Encontramos en nuestro estudio que la concentracion de la tL-10 se encuentra por debajo
de los niveles hallados en los controles sanos. Han existido diferentes reportes sobre su
produccién en pacientes asmaticos en donde, puede existir elevada en los pacientes?>'>"
'*¥ asi como puede encontrarse disminuida’®, como ocurre en nuestro estudio. Al realizar
una comparacion de ias concentraciones de la IL-10 con los diferentes grados de
severidad en nuestro estudio, se puede observar que estas concentraciones se
mantienen constantes a medida gue aumenta la severidad, a excepcion del caso de asma
severa persistente en donde solo fenemos dos pacientes y ia concentracién de IL-10
aumenta de forma importante. Las diferencias no son significativas, este hatlazgo no
difiere al encontrado por Tomita y cotaboradores® quienes no encontraron diferencias
entre las concentraciones séricas de la IL-10 en sanos, asmaticos leves y asmaticos

severos, en suero. Nosotros ne encontramaos correlacion entre la IL-10 y el FEVy, al igual

que estos investigadores. Nirelacién entre la Igk y la IL-10.

Al esfudia; la relacion de las citocinas con la edad en nuestros pacientes pudimos
observar la tendencia que existe en el ser humanoe a tener mayores niveles de citocinas
Th-2 a medida que pasamos &! promedio de edad y envejecemos y de disminuir nuestras
concentraciones de citocinas Th-1. Esto lo podemos observar en el hecho de gue con la
edad, los seres humanos tendemos a desarrollar un mayor nimero de enfermedades
autoinmunes y a sufrir enfermedades, como las infecciosas, con un mayor grado de

severidad que cuando se es joven.

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

lavados broncoalveclares, en biopsias del epitelio bronquial 0 en células de sangre
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periférica vy las citocinas se miden por medio de la determinacion de mRNA o por ia
determinacién de las concenfraciones intracelularesrde tas mismas.  Estos estudios
muestran los resultados después de estimular dichas células con antigenos de multiples
tipos. Son escasos los estudios en donde se determinaran Iés concentraciones de las

citccinas en el suero.
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CONCI.USIONES
1. No existen diferencias significativas entre las citocinas de los pacientes asmaticos
alérgicos a los acaros (Dermatophagoides pleronyssinus y farinae) y los controles

Sanos.

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

alérgica a los acaros y la {L-13.

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

y una corretacion negativa con el VEF;.

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

sea importante.

5. El VEF; se encuentra disminuido en los pacientes al compararsele con los controles

sanos y no se encuentra influenciado por la edad, el sexo o e grado de severidad.
6. La inmunoglobulina E mostré diferencia significativa entre las concentraciones de los
pacientes asmaticos atopicos y los controles sanos no atdpicos. Esta diferencia no

influy6 en los grados de obstruccién, severidad o el VEF;.

7. Laedad puede influenciar las concenfraciones de cifocinas a medida envejecemos.
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8. La posible explicacion de ia diferencia entre nuestros hallazgos y los descritos en la
literatura se puede deber a que nuestros pacientes se encontraban asintomaticos a la
hora de 1a toma de la muestra, al tamarfios de la muestra ya que a pesar de que fueron
38 pacientes y 19 controles sanos al dividirlos por los grados de severidad o por el fipe
de obstruccion se dispersan mucho por grupos, a que la técnica utilizada no haya sido
fa mas adecuada, a la gran variahilidad que observamos entre los controles sanos, a
que la vida media de las citocinas sea muy pequefia o que la afinidad de los
receptores para {as misma sea tan alta que el tiempo gue las citocinas pasan en el

plasma sea muy pequefic.
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TABLA 1

CLASIFICACION DE SEVERIDAD

Clasificacién de ta Severidad
Caracteristicas Clinicas Antes deTratamiento

Sintomas FEV; or PEF
Nocturnos

PASO 4

Severa
Persistente

PASO 3

Moderada
Persistente

PASO 2

Leve
Persistente

PASO 1
Intermitente

La presencia de una caracteristica de severidad es suficiente para clasificar al paciente
en esa categoria.

ZIS 008 |
FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 1. Concentraciones Séricas (pg/mt) de ias Citocinas en Pacientes y
Controles Sanos

SANOS PACIENTES
MEDIANA Qas Qs MEDIANA Cias Qs P

IL-4 3.83 1.72 14.09 2.76 0.00 13.08 =0.512

1L-10 36.85 163 67.23 14.83 0.60 373.95 = 0.925

IL-13 623.88 101.92 1595.82 822.50 58.00 1550.67 =0.847

IL-12p70 120.5 67.08 206.56 129.34 85.58 198.89 =0.640

IFN-y 21.4 13.1 29.77 18.00 8.32 28.42 =0.848
TNF-o <78 <7.8

Cuadro 2. Concentracion Sérica {(pg/ml) de las Citocinas, IgE y VEF, por Severidad

segun GINA
SEVERIDAD DEL ASMA . Semen| VEF1
CLASIFICACION GINAY |PG/ML| 1L10 | 1L4 | 1IL13 IFN-y -
SANGS 12P70 IGE | (%)
(UML)
Promedio| 44.57 | 8.06 | 947.91 | 139.94 | 3280 | 3517 | 106.47
SANOS
Mediana | 3685 | 3.83 | 623.88 | 12050 | 21.40 | 3350 | 10809
ALl Promedio| 41.04 | 1.83 j1533.22 | 139.94 | 23.3¢ | 783.00 | 10433
{Asma Leve Intermitente) Mediana | .00 51 149288 110.08 | 23.44 | 783.00 | 97.00
ALP Promedic] 17118 | 663 | 985.89 | 185.51 | 36.16 | 20925 | 9556
(Asma Leve Persistente) Mediana | 4185 | 664 | 50034 | 172.48 | 2292 | 259.00 | @1.00
AMP Promedio] 276.00 | 1453 | 729.25 | 137.19 | 2245 | 767.03 | 8226
(Asma Moderada Persistente) | o yona | 1070 | 222 | 53650 | 12554 | 14.87 | 496.40 | 85.85
ASP Promedio| 307.45 | 3.43 |1570.78| 78.74 | 2815 | 68267 | 73.00
(Asma Severa Persistente) |\ ona | 37131 | 342 [1581.34| 8140 | 3074 | 194.00 | 7300
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Cuadro 3. Concentracion Sérica {pg/ml) de ias Citocinas, IgE y VEF; por Grado de
Obstruccion de la Via Aérea de Mediano Calibre

NIVEL
GRADO DE SERICO 0
OBSTRUCCION IL-10 1L-4 IL-13 |IL-12P70| IFN«y IGE VEF1(%)
{uiImL)
N al Promedio 44 39 7.16 980.16 106.07 34.26 327.43 108.95
orm
Mediana 30.51 3.52 623.88 90,44 20.41 36.00 110.13
L Promedio 39.56 13.81 958.09 161.37 28.53 190.00 110.07
eve
Mediana 27.24 13.96 991.05 153.66 27.38 190.00 107.50
Promedic | 166.48 313 1043.34 130.49 18.15 394.54 05.48
Moderada -
Mediana 19.69 47 763.00 118.07 16,22 259.00 94.00
Promedio | 420.49 19.70 4058.72 189.73 50.18 1461.00 82.50
Importante —
Mediana 90,89 11.46 822.50 170.39 22.92 1387.00 81.00
Promedic | 201.36 17.95 672.25 138.33 13.48 857.20 63.81
Muy Importante -
Mediana 1.89 3.37 244,26 114.85 8.50 558.00 £83.00

Cuadro 4. Concentracion Sérica (pg/ml) de las Citocinas, IgE y VEF, por Grado de
Obstruccion de la Via Aérea de Pequeiio Calibre

NIVEL
GRADO DE SERICO o
OBSTRUCCION IL-10 IL-4 IL-13  |IL~12P70| i§FN-y IGE VEF1{%)
(UML)

Promedio 44.94 5.59 947.17 115,57 36.34 33.00 109.79

Normal -
Mediana 30.51 3.52 623.88 107.41 20.61 31.00 11013
L Promedio | 3523 16.32 1610.17 135.07 24.59 45.00 105.44

eve

Mediana 36.85 21.02 1619.26 80.40 18.38 48.00 §99.27
Promedio 90.35 4.76 965.96 137.05 20.53 601.78 100.23

Moderada -
Mediana 662 1.15 763.00 149.48 21.88 281.00 99.50
Promedic | 270.34 2.12 1118.07 147.81 21.13 886.35 87.20

Importante -
Mediana 41.85 73 1303.00 145.37 15.96 368.70 85.00
Promedio | 504.08 18.11 806.24 149.78 45.03 1005.75 76.36

Muy Importante -
Mediana 371.31 9.88 524.46 114.85 21.02 G72.50 75.00
G Promedic 17.46 28.85 711.53 173.37 11,92 287.00 62.43

rave

Mediana .00 15.69 459.60 192.27 12.28 243.00 60.00
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Grafico 1.

PORCENTAJE DE PACIENTES DE ACUERDO A LA
CLASIFICACION DE SEVERIDAD GINA
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Figura 1. Concentraciones Séricas de las Citocinas en Pacientes y Controles Sanos
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Figura 2. Concentraciones Séricas de las Citocinas en Pacientes y Controles Sanos
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Figura 3. Concentracidn de tas Citocinas por Sexo
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Figura 4.

Citocinas vs Severidad del Asma Scgiin GINA
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Figura 5. Citocinas vs Severidad del Asma Segun Gina
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Figura 6. Concentracidn Sérica de las Citocinas por Categoria de Edad
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Figura 7. Concentracidn Sérica de las Citocinas por Categorfa de Edad
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Figura 8. Correfaciones entre Citocinas TH-2 y TH-1
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Figura 9. Correlacion entre las Citocinas TH-2 y TH-1
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Figura 10. Correlaciones entre las Citocinas Th-2/TH-1
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Figura 11. Correlaciones entre las Citocinas Th-2/TH-1
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Figura 12. Comparaciones def VEF}
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Figura 13. Correlacion del VEF1, Sexo e 1i-4
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Figura 14. Correlacion entre fa IL-4 y ef VEF1
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Figura 15. Comparacién del VEF1 y el Grado de Obstruccion de las Vias Aéreas
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Figura 16. Comparacion del la IL-4 y el Grado de Obstruccidn de las Vias Aéreas
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Figura 17. Comparaciones IgE con Controles Sanos, Paciente y Severidad del Asma (GINA}
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Figura 18. Comparacion IgE, Edad y Obstruccidn de las Vias Aédreas
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Figura 19, Comparacion IgE con Obstruccion de las Vias Aéreas
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Anexo 1
HOJA DE REGISTRO DE PACIENTES

Fecha:

Nombre:

Afiliacién:

Ocupacion:
Edad:

Religidn:

Direccidn:

Delegacion:

Sexo: Femenino ]
Clinica de Procedencia:

Estacdo Civil:

Masculine [J

Teléfono:

Escolaridad:

Dx. de referencia:

Tx. recibidos:

Ul b N

Pruebas cutaneas positivas:

e

2-

3-

4-

G~

6-
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Anexo 2
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

l.ugar y Fecha:
Por medio de la presente, yo
acepto participar en el proyecto de investigacion tifulado: “Evaluacion del Perfil
Inmunolégico _Humoral _de Pacientes Asmaticos ___Alérgicos _a _ Acaros
{Dermatophagoides pteronyssinus vy D. farinae) y su Relacién con los Diferentes
Grados de Severidad Segiun GINA (Global Initiative for Asthma) v Pruebas de
Funcidn Respiratoria”

Registrado ante el comité local de Investigacion con el nimero 066/2001.

£l objetivo de este estudio es el investigar el efecto la inmunoterapia en pacientes con
asma alérgica a Acaros. '

Se me a explicado que mi participacion consistira en:

Declaro que se me ha informade ampliamente sobre los posibles riesgos e
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacidn en el estudio.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como responder a cualquier pregunta y aclarar cualquier duda acerca de
los procedimientos que se Hlevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

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

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que se deriven de este estudio y que los datos
retacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial, también se ha
comprometido a proporcionarme informacién aciualizada que se obienga durante el
estudio, aungue pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a la permanencia en el
mismo.

Nombre y Firma del paciente Nombre y Firma del Testigo

Nombre, Firma y Matricula del
Investigador Principal
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ANEXO 3 .
REFERENCIA RAPIDA DEL PROCEDIMIENTO - OptEIA Set: Human IL-4, IL-
12p70 e IFN-y e TNF-

1. Dilucién del anticuerpo de captura
+ Diluir el Ac. de Captura de la siguiente forma:
v IL-4 Diluir 48 pl. del Ac. de Captura en 11.95 mi. del Coating Buffer {buffer de
union, carbonatos pH 9.5)/por placa.
v IL-12p70 Diluir 48 . del Ac. de Captura en 11.95 ml. del Coating Buffer
(buffer de unidn, carbonatos pH 9.5)/por placa.
v IFN-y Diluir 48 pl. del Ac. de Captura en 11.95 mi. del Coating Buffer (buffer
de unidn, carbonates pH 9.5)/por placa.
v TNF-o Diluir 24 pl. del Ac. de Captura en 11.98 ml. del Coating Buffer (buffer
de unidn, carbonatos pH 9.5)/por placa
« Agregar 100 pl. del Ac, de Captura diluido a cada pozo.
« Cubrir la placa e incubar a 4 °C toda |a noche.
» Aspirar y lavar 3 veces. (PBS/TWEEN 0.05%)
2. Blogueo de la placa:
+ Agregar 200 pl. de Assay Diluent (PBS pH 7.0 + 10%SFB inactivado por calor)a
cada pozo.
« Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente,
» Aspirar y lavar 3 veces.
3. Dilucién del Estandar o de la Muestra
+ Realizar diluciones seriadas de la siguiente forma:
v" Al ler tubo agregar
< I 20 ul. + 3.98 mi. del Assay Diluent.
< [L-12p70: 20 pl. + 5.86 ml. Del Assay Diluent.
% IFN-y: 20 ul. + 3.98 ml. del Assay Diluent.
<% TNF-o: 10 pl. + 2.57 ml. del Assay Diluent.
Al 2do tubo: agregar 300 pl. del primer tubo + 300 pl. de Assay Diluent.
Al 3er tubo: agregar 300 . del segundo tubo + 300 wl. de Assay Diluent.
Al 4to tubo: agregar 300 ul. del tercer tubo + 300 pl. de Assay Diluent.
Al 5to tubo: agregar 300 pl. del cuarto tubo + 300 pl. de Assay Diluent.
Al 6to tubo: agregar 300 pl. del quinto tubo + 300 ul. de Assay Diluent.
Al 7mo tubo: agregar 300 pl. del sexto tubo + 300 pl. de Assay Diluent.
« Agregar 100 pl. de la muestra o el estdndar (de cada tubo/dilucion) a cada pozo.
« {Cubra la placa e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
« Aspirar y lavar 5 veces.
4, Dilucién det Ac. de Deteccion (Working Detector)
« Diluir el Ac. de Deteccion:
v IL-4: 48 ul. def Ac. de Deteccion en 11.90 ml. de Assay Diluent

ANENENENENEN
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v IL-12p70: 48 pl. det Ac. de Deteccidn en 11.90 ml. de Assay Difuent

v" IFN-y: 48 pl. del Ac. de Deteccion en 11.90 ml. de Assay Diluent

v TNF-a: 24 pl. del Ac. de Deteccidn en 11.93 mil. de Assay Diluent

A 11.95 ml. de la dilucién del Ac. de Deteccion agregar 48 i del Reactivo
Enzimatico

Agregar 100 pl. del Working Detector {Ac. de Deteccidn + Av.HRP) a cada pozo.
Cubrir la placa e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.

Aspirar y lavar 7 veces (cada lavado debe durar de 30 seg. a 1 min.)

. Solucion de Sustrato

Disolver una tableta de TMB de 1 mg (SIGMA T5525}) en 1 mL de DMSO (SIGMA D-
5879), mantener a temperatura ambiente antes de utilizarla

Agregar 9 mL de Buffer Fosfato-Citrato pH 5.0 (25.7 mL de Na,HPO4 0.2M + 24.3
mL de Ac. Citrico 0.1M + 50 mL de Agua desionizada, ajustar @ pH 5.0 si es
necesario) Mantener a temperatura ambiente antes de utilizarla

Inmediatamente previo al use agregar 2ul de Perdxide de Hidrégeno ( SIGMA H-
1009

Agregar 100 pl. de la Sol. de Sustrato a cada pozo.

Incubar por 30 min. en [a oscuridad a temperatura ambiente. No cubrir.

La reaccién tomara una coloracion azul.

. Agregar 50 pl. de la Sol. de Paro (H,S0O; 2N} a cada pozo, con lo que la coloracién serd
amarilla.

. Leer a 450 nm. en Lector de ELISA en los siguientes 30 min.

Sustraer a 570 nm.
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ANEXO 4
DETERMINACION DE IL-13 CON EL PROTOCOLO DE LA U.L.M EN INMUNOQUIMICA

ANTICUERPO DE CAPTURA _
1. Diluir el Ac. de captura (anticitocina-purificada a 1-4 pg/mL) en solucién de unién

kW

e SOLUCION DE UNION (preparar fo que se va a utilizar en una semana, aficvotar por

placa y dejara 4 °C)
v Diluir 14.2g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO4) en 800 mL de agua bidestilada
v Ajustar a pH 9.0 con NaH;HPO, (fosfato de sodio menobasico) 0.1 M

(Pesar 1.2 g NaH;HPO4de y aforar a 100 mL de agua bidestilada)
¥ Aforar a un litro
DILUCION DEL Ac. DE CAPTURA: .

INICIAL (KIT) DILUCION A UTILIZAR  CANTIDAD DEL Ac. POR 1 mL DE
SOL. DE UNION

IL-13 0.5 mg/mlL (ug/ul) 2 ug/mL Tomar 4 pL. de la inicial + 996 pL
S.U.

Agregar 50 pL del Ab diluido a los pozos de una placa de ELISA

Cubrir la placa con Kleen pack (evitar evaporacion).

Incubar a 37 °C por una hora

Incubar toda la noche a 4°C.

Lavar 4 veces con Agua Tween 0.05%, (eliminar la solucidn del Ab de Captura)

BLOQUEO

1.

SRR

Bloguear la union no especifica agregando:
+ Porcada 100 mL de PBS (anexo 1)

1g de leche semidescremada
100 plL Tween 20

Agregar 200 pL a cada pozo de la placa
Cubrir la placa

Incubar a 37°C por 2 horas

Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05%

ESTANDARES Y MUESTRAS

Concentracién del IL-13 Diluyente 1
estdndar '
300 pg/ml 100 pl del estandar de 3000 pg/ml 900
75 pg/ml 100 pl del estandar de 300 pg/ml 300 o
18.7 pg/mi 100 pl del estandar de 75 pg/mi 300
4.7 pg/mi 100 ui de! estandar de 18.7 pg/ml 300 al
0 pg/mi 300 ul

Colocar 100 ul por pozo de los estandares y de las muestras.
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En los pozos donde debe ir [a concentracion de 0 pg/mi no se e agrega nada

Cubrir la placa

Incubar a 37 °C por 1 hora

Y dejar toda la noche a 4°C

Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05% (por cada 1L de Agua agregar 500 pl. de Tween)

v AW

ANTICUERPO DE DETECCION
1. Preparar REGULADOR DE BLOQUEO /TWEEN (PBS-BSA 1%-TWEEN)
v 1 mlL de PBS
v" 10 pL de albdmina
v 1k Tween 20
2. Diluir el Ab de deteccidn (anticitocina biotinilada 0.5-2ug/mL) en fa Solucidn Reguladora de
Blogueo/Tween ‘
v 4 ul (2.0 pg/ml) del anticuerpc de deteccién por cada mL del Regulador de
Bloqueo/Tween
Agregar 100 ulL del Ab diluido en cada pozo
Cubrir la placa
Incubar la placa por 1 hora a temperatura ambiente
Lavar 6 veces con Agua/Tween 0.05%

o bW

ESTREPTAVIDINA-FOSFATASA ALCALINA (SA-AP)
{Cat. 19542-018 Gibco BRL)
1. Diluir la SA-AP 1:2000 en PBS-BSA 1%-TWEEN
v Por cada 1mL de REGULADOR DE BLOQUEO TWEEN + 0.5 ul. de Estreptavidina-
Fosfatasa alcalina
2. Colocar 100 ul. por pozo de fa dilucién anterior
3. Incubar 30" a temperatura ambiente
4. Lavar 6 veces con Agua/Tween

SUSTRATO

1. Para volumen final de 20 mL (preparar lo que se va a utilizar en una semana y mantenera a
4 °C):

2.0 g de Dietanolamina

100uL de MgCt2

14mL de Agua destilada

Ajustar a pH 9.8 con HCI 1M v aforar a volumen final de 20 mi

Mantener a 4°C.  PREPARAR AL MOMENTO

NENEUE RN

SOLUCION REVELADORA p-NITROFENIL FOSFATO (p NPP)

1. Pesar 80 mg de pNPP y disolver en los 20 mL del substrato (4mg/mL)., PROTEGIDO DE LA
Luz

2. Agregar 100 ul por pozo

Incubar a temperatura ambiente por 30" (EN OBSCURIBAD)

4. Leer a 405 nm en lector de ELISA.

w
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ANEXO 5
DETERMINACION DE IL-10 CON EL PROTOCOLO DE LA U.I.MEN INMUNOQUiMICA ‘]

ANTICUERPO DE CAPTURA
1. Diluir el Ac. de captura (anticitocina-purificada a 1-4 pg/mL) en solucién de unién
. SOLUCION DE UNION (preparar lo que se va a utilizar en una semana, alicuotar por
placa y dejar a 4 °C)
v Diluir 14.2g de fosfato de sodio dibasico (Na:HPQ4) en 800 mL de agua bidestilada
v Ajustar a pH 9.0 con NaH;HPO, (fosfato de sodio monobésice) 0.1 M
{Pesar 1.2 g NaH,HPOQ, de y aforar a 100 mL de agua bidestilada)
v Aforar a un litro
. DILUCION DEL Ac. DE CAPTURA:

INICIAL (KIT) DILUCION A UTILIZAR  CANTIDAD DEL Ac. POR’ 1 mLDE
SOL. DE UNION
IL-10 0.5 mg/mL {ug/ul) 2 nug/mL Tomar 4 pl. de la inicial + 996 uL
S.u.
2. Agregar 50 uL del Ab diluido a los pozos de una placa de ELISA
3. Cubrir la placa con Kleen pack {evitar evaporacion).
4, Incubar a 37 °C por una hora
5. Incubar toda la noche a 4°C.
6. Lavar 4 veces con Agua Tween 0.05%, {eliminar ia solucién del Ab de Captura)
BLOQUEO

1. Bloguear la unién no especifica agregando:
« Porcada 100 mL de PBS (anexo 1)

« 1g de leche semidescremada

« 100 plL Tween 20

Agregar 200 pb a cada pozo de la placa
Cubrir la placa

Incubar a 37°C por 2 horas _

Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05%

oW

ESTANDARES Y MUESTRAS
1. Realizar diluciones seriadas de la siguiente forma:
v Al ler tubo agregar: agregar 12 pl. + 988 ui. de REGULADOR DE BLOQUED
(2000 pg/ml).
v Al 2do tubo: agregar 500 wl. del primer tubo + 500 ul. de REGULADOR DE
BLOQUED (1000 pg/mé).
v Al 3er tubo: agregar 500 ul. def sequndo tubo + 500 pl. de REGULADOR DE
BLOQUED (500 pg/ml).
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v Al 4to tubo: agregar 500 ul. del tercer tubo + 500 wl. de REGULADOR DE
BLOQUED (250 pg/mil).
v Al 5to tubo: agregar 500 ul. del cuarto tubo + 500 pl. de REGULADOR DE
BLOQUED (125 pg/mi).
v Al 6to tubo: agregar 500 pl. del quinto tubo + 500 pl. de REGULADOR DE
BLOQUED {62.5 pg/ml).
v Al 7mo tubo: agregar 500 ul. del sexto tube + 500 ul. de REGULADOR DE
BLOQUED (31.25 pg/ml).
v Al 8vo tubo: agregar 500 pl. del séptimo tubo + 500 wl. de REGULADOR DE
BLOQUEO (15.62 pg/mt).
Colocar 100 pt por pozo de los estédndares y de las muestras.
En los pozos donde debe ir la concentracion de 0 pg/ml no se le agrega nada
Cubrir la placa
Incubar a 37 °C por 1 hora
Y dejar toda la noche a 4°C
Lavar 4 veces con Agua/Tween 0.05% {por cada 1L de Agua agregar 500 ul de Tween)

Novihkwn

ANTICUERPO DE DETECCION
1. Preparar REGULADOR DE BLOQUEOD /TWEEN (PBS-BSA 1%-TWEEN)
v 1 mL de PBS
v 10 plL de albumina
v 1 pL Tween 20
2. Diluir el Ab de deteccién {anticitocina biotinilada 0.5-2pg/mL) en la Sotucidn Reguladora de
Blogueo/Tween
v 2 ub (2.0 ng/mL) del anticuerpo de deteccion por cada mL del Regulador de
Bloqueo/Tween
Agregar 100 pL del Ab diluido en cada poze
Cubrir la placa
Incubar la placa por 1 hora a temperatura ambiente
Lavar 6 veces con Agua/Tween 0.05%

Uk

ESTREPTAVIDINA-FOSFATASA ALCALINA (SA-AP)
{Cat. 19542-018 Gibco BRL)
1. Diluir la SA-AP 1:2000 en PBS-BSA 1%-TWEEN
v Por cada 1mlL de REGULADOR DE BLOQUEQ TWEEN + 0.5 pl de Estreptavidina-
Fosfatasa alcaling
2. Colocar 100 ul por pozo de la dilucién anterior
3. Incubar 30 a temperatura ambiente
4. Lavar 6 veces con Agua/Tween

SUSTRATO

1. Para volumen final de 20 mL (preparar fo gue se va a ulifizar en una semana y manteneria a
4 °C):
v 2.0 g de Dietanolamina
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100uL de MgCl2

14mL de Agua destilada

Ajustar a pH 9.8 con HCl 1M y aforar a volumen final de 20 mL
Mantener 2 4°C.  PREPARAR AL MOMENTO

ASRNENEN

SOLUCION REVELADORA p-NITROFENIL FOSFATO (p NPP)

1, Pesar 80 mg de pNPP v disolver en los 20 mL del substrato (4mg/mL). PROTEGIDO DE LA
LUZ

2. Agregar 100 pl por pozo

3. Incubar a temperatura ambiente por 30" (EN OBSCURIDAD)

4. Leer a 405 nm en lector de ELISA.

SOLUCION PBS
1. Pesar
v NaCl 8.0g
v NaHPQ, 1.16g
v KH2P04 0.209
v KCl 0.20g
2. Disolver en 800 mL de agua destilada
3. Ajustar pH 7.0
4. Aforar a un litro
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