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RESUMEN
CITOLOGIA DE LA MUCOSA NASAL EN POBLACION PEDIATRICA CON
RINITIS ALERGICA PERSISTENTE.

OBJETIVO. Identificar las caracteristicas citolégicas de la mucosa nasal (epitelial,
inflamatoria y apoptética) y la viabilidad de las células en poblacién pediatrica con rinitis
alergica persistente, obtenida por lavado nasal.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé un estudio clinico, transversal analitico. Aceptaron
participar de forma consecutiva 12 pacientes de la consulta externa de los servicios de
Otorrinolaringologia y Alergia e Inmunologia Clinica, con diagnéstico de primera vez de
rinitis alérgica (RA) persistente de 10 a 16 afios, sin enfermedad infecciosa, inflamatoria u
obstructiva de nariz y senos paranasales, exposicion a humo de tabaco, inmunoterapia
previa, epistaxis, reflujo gastroesofagico, administracion de esteroides y antileucotrienos
cuatro semanas previas o antihistaminicos dos semanas antes del estudio, embarazo,
hipertension arterial, diabetes o alteraciones de la coagulacién; y como controles 5
sujetos sanos sin sintomatologia nasal sugestiva de RA. Se eliminé un paciente para la
deteccion de caspasa-3 activa por muestra insuficiente en la laminilla. Se identificaron las
caracteristicas demograficas y la intensidad y severidad de los sintomas nasales con
cuestionario. El lavado nasal se realiz6 para obtener células de la mucosa nasal irrigando
20 ml de solucién salina en cada fosa nasal, la muestra se conservd en frio hasta su
procesamiento, luego se someti6 a centrifugacion, eliminacion del sobrenadante,
homogeneizacion, montaje en laminillas de citocentrifuga y fijacion en acetona fria. Se
identificd la viabilidad de las células con tincion de azul de Tripan, la morfologia con
Giemsa y eosina amarillenta y de la apoptosis con deteccion de caspasa-3 activa por
inmunohistoquimica, todas las laminillas se observaron en microscopio de luz. Se utilizé
estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y dispersion de acuerdo a la
distribucion de los datos y para la variabilidad intra e interobservador se calculd el
coeficiente de correlacion r Spearman y para la diferencia entre grupos U de Mann
Whitney, se consider6 como significativa una p < 0.05. El estudio se llevo a cabo de
acuerdo a las Leyes de Investigacion en seres humanos y se consider6 de riesgo minimo
segun la ley General de Salud.

RESULTADOS: Participaron 12 estudiantes con mediana de edad de 12 afios (P10 —P+s
13.7) con alergia a acaros acaros (91.6%), hongos (33.3%), gato (33.3%), polvo casero
(25%), cucaracha (8.3%), perro (8.3%) y a alimentos (8.3%). La mediana de la intensidad
y severidad de los sintomas fue de 5.5 (P253-756.7), en los alérgicos y de 2 (Pas1--<3.5). en
los controles. La viabilidad celular fue de 72%. En pacientes con RA los eosindfilos se
encontraron de un 11 a 80% y las células epiteliales 10 a 32%. En los pacientes con
rinitis alérgica las células apoptéticas presentaron una mediana de 2.0 (P.:0.25-5:5), y en
los sanos la mediana fue de 8 (Pis6-513). La intensidad y severidad de los sintomas
nasales en relacion con la frecuencia de apoptosis mostré una correlacion de -0.29 (r de
Spearman, p=0.35). La apoptosis en la células de la mucosa nasal de los pacientes con
RA fue menor comparado con los controles sanos (U de Mann Whitney, p < 0.01).

CONCLUSION. En este estudio se demostré que en pacientes con RA persistente, el
lavado nasal es una técnica util para estudios citologicos y proporciona una adecuada
cantidad de células viables, con la cual logramos identificar un predominio de eosindfilos
(11 al 80%) y una menor cantidad de células epiteliales (10 a 32%). Ademas, en estos
pacientes la presencia de apoptosis fue significativamente menor al compararia con los
controles sanos, ésta disminucion no se relacionod con la intensidad y severidad de los
sintomas . No se encuentran estudios reportados en la literatura de deteccion de
apoptosis en pacientes con RA en muestras de lavado nasal ni de la deteccion de
caspasa-3 activa para determinar apoptosis.



ANTECEDENTES
RINITIS ALERGICA (RA)

Es una enfermedad inflamatoria de la mucosa nasal mediada por IgE,
en respuesta a uno o mas alergenos, que afecta la calidad de vida por
su asociacion con otras enfermedades del tracto respiratorio, por el
desgaste econdmico y el ausentismo escolar y laboral que conlleva *.
Se estima que afecta el 25% de la poblaciéon adulta y el 40% de la
poblacion infantil 2, ademas corresponde al 50% de las consultas del

otorrinolaringélogo y a un 2.5 % del médico general °.

La RA se ha clasificado tradicionalmente como estacional o perenne si
los sintomas aparecen ante la exposicion a alergenos propios de
determinadas estaciones o si estos ocurren como resultado de la
exposicion a alergenos con poca o nula variacion estacional,
respectivamente '. La Organizacion Mundial de la Saiud clasifica la
RA en rinitis alérgica intermitente si los sintomas se presentan a) por
menos de 4 dias a la semana y b) por menos de 4 semanas; o
persistente si los sintomas se presentan a) por mas de 4 dias a la
semana y b) mas de 4 semanas al mes. Ademas se subdivide en leve
o moderada-severa segun la afeccion de la calidad de vida del
paciente, es leve si no hay a) alteraciones del suefio, b) deterioro de
las actividades diarias, horas libres o deportes, c) deterioro en la
escuela o el trabajo y d) sintomas molestos; es moderada-severa si

estan presentes uno o mas de los sintomas anteriores e,

La respuesta inmunolégica se presenta en una fase temprana
caracterizada por prurito, rinorrea y estornudos, la cual ocurre pocos

minutos después de la exposicion al alergeno y una tardia



caracterizada por obstruccion nasal, malestar, fatiga e irritabilidad que

ocurre aproximadamente 48 horas después de la exposicion .

El diagnostico de RA se sospecha con la historia clinica y con
determinaciones de IgE sérica total o especifica, de eosinofilia en
sangre periférica y del porcentaje de eosinofilos en la citologia del
moco nasal (anexo 1), éste se hace habitualmente con hisopo, sin
embargo existen otras técnicas para la citologia reportadas en pocos
estudios *”®°_ El estandar de oro para el diagnéstico sor las pruebas
cutaneas de hipersensibilidad inmediata (PRICK) o la realizacion de
pruebas in vitro como son RAST (Radioallergobsorbent test), AlaSTAT
(Microplate  allergen-specific IgE  estandar scoring), MAST

(Inmunogquimioluminiscence Allergen System Test), entre otras >'°.

Existen diversos cuestionarios que evaluan los sintomas de la rinitis
alérgica, pero la mayoria se relacionan con la calidad de vida '"'**,
Se ha identificado un cuestionario para la evaluacion de la intensidad
y frecuencia de los sintomas en la rinitis alérgica perenne en

poblacion pediatrica mexicana (ver tabla 1) ™.

El tratamiento comprende evitar la exposicién al alérgeno, la
administracion de antihistaminicos, esteroides tépicos y sistémicos,
estabilizadores de mastocitos, vasoconstrictores a adrenérgicos,

anticolinérgicos, los antileucotrienos y la inmunoterapia "**.



CITOLOGIA DE LA MUCOSA NASAL.

El estudio citolégico de la mucosa nasal es un paso esencial para el
mejor entendimiento de los mecanismos fisiopatolégicos involucrados
en afecciones crénicas de la nariz. El desarrollo de una técnica util, no
invasiva y reproducible para obtener células es un prerrequisito para
el analisis '®. Se han reportado diversas técnicas como la utilizacion

de biopsia, hisopo, lavado, curetaje y cepillado nasal.

La biopsia nasal, es la obtencién de un fragmento de tejido del borde
inferior del cornete inferior con anestesia previa, que permite el
estudio tanto de la capa epitelial como subepitelial, sin embargo, es un
método invasivo, con riesgo de infeccion y sangrado, adernas que no
permite evaluar células de diversas areas de la mucosa nasal en una
sola toma "' La utilizacion de hisopo de algodon se emplea
utilizando movimientos de rotacion y raspado de la mucosa nasal a
nivel del cornete inferior; aunque es facil de realizar, no invasiva y
reproducible, presenta un gran acumulo de moco con células

dispersas en forma heterogénea que dificulta su identificacion '®'*%.

El curetaje se realiza mediante raspado de la mucosa nasal con una
cureta de plastico (cureta-probe) a nivel de la superficie medial del
cornete inferior en dos o tres ocasiones. Es una técnica reproducible,
obteniendo una adecuada cantidad de células con pocas molestias y
puede realizarse en nifios '. El cepillado nasal consiste en introducir
un pequefo cepillo de nylon en el interior de la fosa nasal con
movimientos de rotacién y traslacion a través de superficie mucosa en
el tercio medio y posterior del cornete inferior, previa aplicacion de

152223 No es invasivo, produce

22,23

anestésico tépico y vasoconstrictor
pocas molestias, se obtienen células de areas mas extensas



permite identificar diferentes tipos celulares y es facil de realizar en

nifios "% sin embargo, este método puede producir mayor dificultad

en la identificacion de las células al danarse por el propio raspado.

El lavado nasal se realiza con el paciente sentado, ligeramente
inclinado hacia delante y se le instruye para respirar por la boca
durante el procedimiento al intreducir cuidadosamente 5 cm de una
sonda de alimentacién numero 8 en la fosa nasal. Se instilan
lentamente 10 ml de solucién salina estéril en la nasofaringe con una
jeringa de 12 ml conectada al extremo proximal del tubo. La solucién
es inmediatamente aspirada dentro de la jeringa y luego lentamente
se re-instila y se aspira (método modificado de Greiff y Griinberg).
Otro método es instilar 5 ml de solucién en una cavidad nasal con el
paciente teniendo el cuello extendido 30 grados y permaneciendo asi
por 10 segundos, después de los cuales flexiona el cuello y expele el
contenido en un frasco contenedor (método de Nacleiro) **. El lavado
nasal es un meétodo seguro, bien tolerado y reproducible, con
adecuada conservacion de la integridad celular, que se puede usar
para examinar la via aérea superior en grandes poblaciones de
individuos %, sin embargo, estudios comparativos con cepillado nasal
han mostrado que este ultimo refleja mejor los eventos celulares que

ocurren en la capa epitelial de la mucosa nasal %

Existen pocos estudios que han determinado las caracteristicas
citologicas de la mucosa nasal. En la mucosa nasal de pacientes con
rinitis alérgica sintomaticos, se ha encontrado un incremento en el
numero de eosindfilos, basofilos, neutréfilos y células caliciformes
1282 |3 presencia de los eosindfilos es la caracteristica

predominante y se observa a los 30 minutos después de la exposicion



al alergeno '**. En pacientes con RA persistente se ha encontrado
dano en el epitelio nasal que consiste en incremento de las células
epiteliales con citoplasma vacuolado (acomparadas frecuentemente
de eosindfilos), asi como en la amplitud de los espacios intercelulares
3 Un estudio citolégico con hisopo y tincion de Giemsa, mostré la
presencia de eosinofilos positivos en un 25 % de 100 pacientes con
RA ©. En estudios realizados con biopsia e inmunohistoquimica, se
encontré tres veces mayor cantidad de mastocitos en pacientes con
rinitis alérgica perenne que en los controles sanos ’; ésta técnica
detecta la presencia de mastocitos en forma mas o menos adecuada
debido a que la presencia de degranulacion de los mismos los hace
menos sensible a las tinciones convencionales En relacién a
pacientes con RA persistente y no alérgica, en los primeros
identificaron en biopsias e inmunohistoquimica, la acumulacion de
eosinodfilos y mastocitos asi como pérdida de la integridad epitelial 8y
en otro estudio realizado con la misma técnica en pacientes con RA
estacional, se encontré acumulacion de eosinéfilos y mastocitos

después de la exposicion al alergeno °.

En estudios que compararon la respuesta de pacientes alérgicos con
pruebas de reto nasal, mediante cepillado y biopsia encontraron que si
se toman en repetidas ocasiones, estas pruebas son complementarias
para el estudio de la dinamica de los eosindfilos en la reaccion
alérgica; en el cepillado nasal la migracion de eosindfilos hacia el
epitelio de la mucosa se noté en forma mas precoz que la biopsia
debido a la rapida migracion de los mismos desde los vasos

sanguineos subepiteliales a la superficie epitelial *®.



En pacientes con RA, la obtencion de muestras de la mucosa nasal
con cureta mostré una mayor correlacion clinica con el estado de la
rinitis que con cepillado *'. En un estudio realizado en 117 nifios con
rinosinusitis aguda el cepillado nasal fue util para determinar el origen
infeccioso mediante la relacion neutréfilos/ eosindfilos y para la
obtencién de cultivos con pocas molestias tanto en nifios alérgicos

como no alérgicos *.

Se ha descrito en pacientes con rinitis alérgica disminuciéon de la
apoptosis en los eosindfilos en sangre periférica ** y pdlipos nasales
disminucién a nivel de material de biopsia **. También se ha
encontrado disminucion de la apoptosis en eosinofilos en sujetos con
dermatitis atopica **. Se ha sugerido que esto pude condicionar la
eosinofiia y el aumento de la respuesta inflamatoria de tipo
inmunoldgico. En pacientes asmaticos se ha relacionado la
disminucién de la apoptosis en eosinofilos en expectoracion y en

bronquios con la severidad de los sintomas 3738

Las células pueden morir por dos mecanismos principales: necrosis o
apoptosis. La necrosis es la muerte de células a través de dafio
extremo, liberando sus componentes alrededor del tejido lesionado y
con atraccion de células inflamatorias *°. La apoptosis 0 muerte celular
programada, es un mecanismo fisiolégico de suicidio, donde las
células mueren naturalmente para participar en la morfogénesis,
ontogenia, fisiologia y homeostasis. Las células presentan
condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacion de
cuerpos apoptéticos que se eliminan por fagocitos adyacentes sin
provocar respuesta inflamatoria 40 Es un proceso en el que participan

en cascada un grupo de cistein-proteasas, con especificidad sobre



residuos de aspartato, conocidas como caspasas, las cuales se
encuentran inactivas en el citosol en forma de dimeros y para ser
activadas requieren ser cortadas.

Existe una via extrinseca y una intrinseca por la cual la célula puede
sufrir apoptosis. La via extrinseca (tipo | o ligando de muerte) se
activa al unirse receptores citosdlicos de la familia del TNFR
(TNFR1,DR5/DR4 y Fas) a sus respectivos ligandos ( TNF, TRAIL y
Fasl) del exterior de la célula. En general los receptores citosélicos
contienen dominios de muerte (DD) que se unen a proteinas
adaptadoras FADD y estas tienen un dominio efector (DED) que se
une a su vez a las procaspasa-8 formando un “complejo inductor de la
sefalizacion de muerte” que induce el rompimiento de la procaspasa-
8 a caspasa-8 activa y alli se inicia la cascada de caspasas. La via
intrinseca (tipo |l o mitocondrial) depende de la permeabilizacion de la

“42 |nvolucra a la caspasa-9 que se

membrana mitocondrial
encuentra unida a dominios denominados CARD (death-fold caspase
recruitment domain) y APAF-1 (protease activating factor-1); el
complejo de estas proteinas forman el apoptosoma presente en el
citosol, pero que al activarse por accion del citocromo-c se activa la

caspasa-9 y consecutivamente |la cascada de las caspasas.

Las vias extriseca e intrinseca confluyen en una sola al activar la
caspasa-3 a partir de la cual el proceso de apoptosis se hace

irreversible (ver figura 1).



Figura 1. Via de caspasas para activacion de apoptosis.
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La familia de Bcl-2 regula el proceso de permeabilizacion mitocondrial
mediante proteinas antiapoptéticas y proteinas proapoptéticas. Otras
proteinas pueden promover apoptosis por mecanismo independiente a
activacion de caspasas, estas son EndoG y AIF (apoptosis inducing
factor) y Smac/DIABLO y Omi/Htra2 que interfiere con IAP (inhibitor of
apoptosis protein).

Existen diversas técnicas de laboratorio para la determinacion de
apoptosis. Inicialmente la célula apoptética se expone a fosfatidil-
serina en la superficie que puede determinarse por anexina V. La
actividad de las caspasas puede ser determinada directamente o con
anticuerpos especificos contra los productos de su protedlisis. El
rompimiento del DNA celular puede determinarse por electroforesis o
TUNEL (terminal-deoxinuceotidyl-tranferase-mediated dUTP-

digoxigenin nick end labeling).



Existen pocos estudios enfocados a la identificacion y cuantificacion
de células epiteliales, inflamatorias *?° y apoptéticas en sujetos con
enfermedades como la rinitis alérgica y debido a que el lavado nasal
se considera un método no invasivo, bien tolerado y facil de realizar y
ademas permite el estudio de una fase celular y soluble con adecuada
conservacion de la integridad celular, en el presente proyecto se
pretendi6 obtener informacién para la identificaciéon de la citologia de
la mucosa nasal (epitelial, inflamatoria y apoptética) y su viabilidad en
poblacion pediatrica con rinitis alérgica persistente obtenida por
lavado nasal, para cultivos y utilizarla como referencia para estudios
de diagnéstico o tratamiento y proponer la realizaciéon de esta técnica
en nuestro servicio en forma rutinaria y sustentar otros proyectos de

investigacion.



OBJETIVO.

Identificar las caracteristicas citolégicas de la mucosa nasal (epitelial,
inflamatoria y apoptética) en poblacion pediatrica con rinitis alérgica

persistente, obtenida por lavado nasal.

Identificar la viabilidad de las células epiteliales en poblacién

pediatrica con rinitis alérgica persistente, obtenida por lavado nasal.



MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio clinico, transversal analitico y prospectivo en 12
sujetos con mediana de edad de 12.0 afnos (P,s10 —P7513.7) de 10 a
16 anos de edad, 8 (67%) de sexo masculino y 4 (33%) de sexo
femenino, todos estudiantes, con diagnoéstico de rinitis alérgica
persistente, confirmado clinicamente (anexo 1) y por pruebas
cutaneas por el método de prick a los alergenos inhalables mas
comunes como (Dermatophagoides sp, polvo casero, capriola,
desechos de perro y gato, cucaracha y hongos). No se incluyeron
pacientes con patologia infecciosa, inflamatoria u obstructiva de nariz
o senos paranasales, patologia adenoamigdalina, epistaxis en las dos
semanas previas al estudio, asma, ingesta en las 4 semanas previas
de esteroides o antileucotrienos y de dos semanas previas de
antihistaminicos, vasconstrictores o anti-inflamatorios no esteroideos,
exposicion a humo de cigarro, inmunoterapia previa, embarazo,
hipertension arterial, diabetes o alteraciones de la coagulacion. Se
eliminé un paciente en en analisis de deteccion de caspasa-3 por
muestra insuficiente de células. Se estudiaron a 5 sujetos como
controles (residentes de los servicios de Otorrinolaringologia y
Audiologia) con mediana de edad 28 afos (P;s27-P75.28.5), de 27 a
29 anos; 4 hombres y 1 mujer, sin sintomatologia sugestiva de

enfermedad alérgica, obstructiva o infecciosa.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

Con consentimiento informado se captaron de forma consecutiva a los
pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, identificando las
caracteristicas principales de los sujetos. Se identifico la severidad de

los sintomas nasales (obstruccién nasal, prurito, rinorrea y



estornudos) mediante cuestionario a través de entrevista e
inmediatamente se realizé lavado nasal para obtencion de células de
la mucosa para la identificacion de la viabilidad, la morfologia de las
células epiteliales e inflamatorias con la tincion de Giemsa y de eosina
amarillenta y apoptéticas con inmunohistoquimica para caspasa-3

activa (ver anexo 2).

PROCEDIMIENTOS.

Evaluacion de la intensidad y severidad de los sintomas nasales.

Se aplic6 cuestionario para identificar la presencia de obstruccién
nasal, prurito, rinorrea y estornudos con una escala del 0 (ninguna), 1
(leve), 2 (moderado) y 3 (severo), obteniendo un puntaje global de 0 a
12 puntos (ver tabla 1)™.

Tabla 1. Cuestionario de sintomas nasales.

[Escala - [ o 1 [ 2 [ 3

¢Dificultad para respirar a | I ; r
través de la nanz? | Ninguna Leve Dificil Muy dificil o imposible |
| Con qué frecuencia tiene| |

comezon en la nanz? | Ninguna Ocasional Frecuente | Persistente o todo el dia
; ¢Cuanto moco escurre po.r| i |
| ta naniz? | Ninguna | Ocasional Frecuente | Persistente o todo el dia
!' <Cuantas veces en el dia| I |
| ocurren estornudos? 0 1a4 | 5a9 Igual 0 mayora 10 |

Nota: Ninguna, obstruccion nasal que permite respirar a traves de la nariz sin necesidad de abrir la
boca. Leve, aunque hay dificultad para respirar por la nariz no hay necesidad de abrir la boca.
Dificil. ocasionalmente necesita respirar con la boca abierta. Muy dificil o imposible, tiene que
respirar todo el tiempo con la boca abierta. Los estornudos que ocurren en un dia se refiere al

numero de ellos en un episodio.

TOTAL



Lavado nasal

Se realizd6 con el paciente sentado y ligeramente inclinado hacia
delante, con la cabeza flexionada, se aplicaron 20 cm de solucién
fisiologica al 0.09% con jeringa de 20 cm y el protector de plastico de
aguja de puncion (Punzocat no.16) con longitud de 1.5 cm, en cada
fosa nasal y se recolecté la muestra en tubos de falcon de 50 mL

transportandose en hielo.

Procesamiento de la muestra.

La muestra se centrifugdo a 1500 rpm durante 7 minutos, utilizando
una citocentrifuga (SORVALL SUPER T21), se retir6 el sobrenadante
dejando aproximadamente 600 uL, se homogenizd y se fracciond en
cuatro alicuotas iguales y se montaron laminillas de portaobjetos en
citocentrifuga (T-18, Sol-Bat) a 1700 rpm por 10 minutos y se fijaron
en acetona 20 min a -20°C. Antes de la preparaciéon en laminillas se
determind la viabilidad de las células con Azul de Tripan en la camara

de Neubauer.

Tincion

El colorante de Giemsa diluido en proporcion de 1:20 en buffer de
fosfatos, se coloco a la muestra por 35 minutos, se enjuagé con buffer
de fosfatos y se dejé secar a temperatura ambiente. Para la tincion de
eosina amarillenta se sumergié la laminilla en el colorante durante 20
min, después en alcohol acetona durante 60 seg y luego se introdujo
en azul de metileno durante cinco minutos y se dejo secar a

temperatura ambiente; entre cada uno de estos pasos la laminilla se
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enjuagéd con agua de la llave suavemente. Las muestras se

observaron en microscopio de luz a 100x (Olimpus,Japan).

Imunohistoquimica

Caspasa-3 activa

La actividad de peroxidasa endégena se bloqueé con una mezcla de
metanol:agua cxigenada 30% por 25 min en agitaciéon, como
recuperador de antigenos, las laminillas se sumergieron en solucion
de citrato de sodio 0.1 M pH 6 durante 25 min en bafio de Maria a
ebullicién y se usd suero normal de cabra al 10% en PBS como
bloqueador por una hora a temperatura ambiente. Las laminillas se
incubaron en camara humeda a temperatura ambiente toda la noche
con un anticuerpo anticaspasa-3 activa (p20 L18, sc-1225. Santa Cruz
Biothecnology, Inc. Santa Cruz, Cal.USA) diluido 1:250. Como
segundo anticuerpo se utilizd “kit” large volume LSAB+, peroxidase
(CAt No K0690, DAKO, Carpinteria, CA, USA) incubando 30 min a
temperatura ambiente en camara humeda. Entre incubaciones las
laminillas se lavaron tres veces por inmersion de cinco minutos en

PBS en agitacion.

Las laminillas se revelaron con DAB y agua oxigenada al 30% (DAKO
liquid DAB+, large volume substrate-chromogensolution, Cat No.
K3468, DAKO). Las laminillas se lavaron con agua destilada y se
contratiferon con hematoxilina por 45 segundos. Finalmente se
deshidrataron con etanol a concentraciones crecientes y xilol y se

montaron con resina para analizarlos con microcopio de luz.



Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y
dispersion de acuerdo a la distribucién de los datos y para la
variabilidad intra e interboservador se calculd el coeficiente de
correlaciéon r Spearman y para la diferencia entre grupos U de Mann
Whitney, considerando como significativa una p < 0.05. Para el
tamanio de la muestra se utilizé la formula para una proporcién en una
muestra considerando una proporcion del 25% con un nivel de

confianza del 95%.

Debido a que la citologia nasal es un procedimiento que se realiza
para diagnostico en forma rutinaria y la utilizacion del lavado no
presenta ningun riesgo, la investigacion presente se consideré con
riesgo minimo de acuerdo a la Ley General de Salud de los Estados

Unidos Mexicanos en materia de Investigacion para Salud.



RESULTADOS

Sujetos. Participaron 12 sujetos con diagnéstico de RA con mediana
de edad de 12.0 afios (P2510—P7513.7) de 10 a 16 afios de edad, todos
estudiantes, ocho hombres y cuatro mujeres. Se estudiaron a 5
sujetos como controles (residentes de los servicios de
Otorrinolaringologia y Audiologia) con mediana de edad 28 afios
(P2s27-P5.28.5), de 27 a 29 afos; 4 hombres y 1 mujer, sin
sintomatologia sugestiva de enfermedad alérgica, obstructiva o
infecciosa nasal. Los pacientes en las pruebas cutaneas (prick) fueron
positivos a: acaros 11 (91.6%) seguido de hongos y gato 4 cada uno
(33.3%), tres a polvo casero (25%), uno a cucaracha (8.3%), uno a
perro (8.3%) y otro con alergia alimentaria (ajo, cebolla, cerdo) (8.3%).
Siete (58.3%) presentaron positividad a alergenos estacionales (ver
tabla 2).

Intensidad y severidad de los sintomas. Los sintomas nasales en los
pacientes con rinitis alérgica persistente presentaron en total una
mediana de 5.5 (P»s3-P756.7), de 3 a 8 de calificacion. Presentaron
obstruccion nasal leve 6 (50%), moderada 2 (16.6%) y ninguna 4
(33.3%); prurito leve 5 (41.6%), moderado 5 (41.6%) y ninguno 2
(16.6%); rinorrea leve 5 (41.6%), moderada 5 (41.6%) y severa 2
(16.6%) y los estornudos fueron leves en 8 (66.6%) y moderados en 4
(33.3%). En los sujetos sanos la mediana fue de 2 (P2s51-P753.9),
rango de 1 a 4. La obstrucciéon nasal fue leve en 3 sujetos (60%) y
ninguna en 2 (40%); prurito leve en 2 (40%), ninguno en 3 (60%);
rinorrea leve en 2 (40%), moderada en uno (20%) y ninguna en dos
(40%) y los estornudos fueron leves en 2 sujetos (40%) y ninguno en
3 (60%).



Tabla 2. Resultados de pruebas cutaneas en pacientes con rinitis alérgica.

SUJETOS
ALERGENOS Numero (n) Porcentaje
(%)

Hongos 4 33.3
Acaros 1 916
Perro 1 8.3
Gato 4 333
Polvo casero 3 25

Cucaracha 1 8.3
Ajo 1 8.3
Cebolla 1 83
Cerdo 1 8.3
Polen 7 58.3
Total 30 100

Citologia de la mucosa nasal. La viabilidad se determiné en las células
obtenidas por lavado nasal en pacientes con rinitis alérgica persistente
con azul Tripan y se obtuvo en un conteo total de células de 194,000 a
200,000 celulas con una viabilidad del 72%. La identificacion y
cuantificacion de las células de la mucosa nasal se encontré de la
siguiente forma: las células epiteliales, en los pacientes con RA se
presentaron en menor porcentaje desde el 10 al 32% y en los sujetos
sanos se obtuvo un predominio de éstas células alcanzando el 98 al
100% en un total de 200 células; las ceélulas inflamatorias como los
eosinofilos en los pacientes con RA se encontraron en un mayor
porcentaje desde el 11 al 80% y en los sujetos sanos en el 1% en 200
células, los porcentajes se muestran en la tabla 3; en relacién a las
células apoptoticas los pacientes con RA presentaron una mediana de
2.0 (P250.25-P+55), rango de 0 a 14 y en los sanos la mediana fue de 8
(P2s6-P7513), rango de 4 a 16 (ver tabla 4 y figura 2). La variabilidad
inter-observador para la indentificacion y cuantificacion de células de
la mucosa nasal fue adecuada al obtener una r de Sperman de 0.90 (p
<0.05)



Tabla 3. Resultados del porcentaje obtenido de la citologia de la mucosa nasal en sujetos
con rinitis alérgica y sanos.

RINITIS ALERGICA SANOS
Porcentaje Porcentaje
CELULAS (%) (%)
Epiteliales 11a32 98 a 100
Inflamatorias 11a80 1

eosindfilos
Observacion al microscopio a 100X en un area de 200 células.

La intensidad y severidad de los sintomas nasales en relacion
frecuencia de apoptosis mostré una correlacion negativa de -0.29, sin
embargo no fue estadisticamente significativa (r de Spearman,
p=0.35). La apoptosis en la células de la mucosa nasal de los
pacientes con RA fue menor comparado con los controles sanos y fue

estadisticamente significativa (U de Mann Whitney, p =0.02).
Tabla 4 y figura 2. Resultados de pruebas de apoptosis en pacientes sanos comparados

con pacientes con rinitis alérgica.
CELULAS EN APOPTOSIS (Caspasa-3 activa)

Muestras Mediana
Sanos 8 (P256-P7513)
Pacientes 2 (P250.25-P+55)

Mediana (% de apoplosis)
=

Pacentes



DISCUSION

El propoésito de este trabajo fue identificar las caracteristicas
citologicas de la mucosa nasal tanto epitelial como inflamatoria y
apoptética e identificar la viabilidad de las células epiteliales en
pacientes pediatricos con RA persistente mediante técnica de lavado

nasal.

Sujetos. La mediana para la edad de los pacientes evaluados fue de
12.0 anos (P2s10-P;513.7) y la relacion hombre: mujer de 2:1. Los
participantes de esta investigacion se encuentran en el rango de edad
que se considera mas frecuente segun los informes nacionales e
internacionales que establecen una mayor prevalencia de la

enfermedad en pacientes escolares y adolescentes “**.

Los sintomas nasales se presentaron con mayor frecuencia en el
grupo de estudio que en el grupo control (mediana de 5.5, P,53-P756.7
vs 2, Pxs1-P;53.5), similar a lo reportado por Montafio y cols, en
poblacion similar (promedio de 7.1, DE 2 vs 1.9 DE 1.4) por lo tanto,
nuestros resultados son comparables a este estudio . Sin embargo
la frecuencia de sintomas en los pacientes con RA fue diferente en
nuestro estudio; la frecuencia de los sintomas fue la siguiente:
obstruccion nasal en 66.6%, prurito 80%, rinorrea 100% y estornudos
100% y Montafo y cols reporté 96.5%, 91.4%, 98.3% y 100%
respectivamente ™, por lo tanto fueron diferentes en relacion a la
frecuencia de obstrucciéon nasal, prurito y rinorrea y similar en los
estornudos.

Debido a que se encuentra reportado que el lavado nasal se

considera un método no invasivo, bien tolerado y facil de realizar y



ademas permite el estudio de una fase celular y soluble con adecuada
conservacion de la integridad celular, se utilizé en esta técnica al
considerarla como adecuada para la identificacion de la citologia de la
mucosa nasal (epitelial, inflamatoria y apoptética) y aunque la técnica
mas utilizada para el lavado nasal es la modificada de Greiff y
Griinberg y también la de Nacleiro ** modificamos la primera técnica
debido a que encontramos una mejor viabilidad de las células
indispensable en la evaluacion de apoptosis y una muy buena

tolerancia a la realizacion del procedimiento en estos pacientes.

El lavado nasal es una técnica que en pacientes con alergia se ha
realizado con diferentes propésitos. Lim y cols analizaron la
morfologia celular en un estudio comparativo y encontraron mayor
cantidad de células en pacientes con RA perenne que con la
estacional y a su vez en los sujetos sanos. En el primer grupo
predominaron los eosindfilos y en el segundo los neutréfilos en estado
basal y los esinéfilos posterior a reto nasal *°, similar a los resultados
encontrados en nuestro estudio considerando que encontramos un
predominio de eosindfilos y escasas células epiteliales en los
pacientes con rinitis alérgica persistente comparado con los sanos
(ver figura 3). Diversos autores han encontrado util estudiar la fase
soluble del lavado nasal para determinacion de sustancias como la
proteina cationica eosinofilica indicativa de presencia y activacion de
eosinéfilos ¢ |as proteinas 66-kDa, 26 kDa ¥ y de interleucinas

relacionadas con la RA.



Figura 2. Resultado de tincion de eosina amarillenta en paciente con rinitis alérgica.

& D

Frotis tomados de lavado nasal y sometidos a citocentrifugacion, tefidos con

eosina amarillenta, ver el detalle de los eosindfilos.
Apoptosis en células nasales
En nuestro estudio en los pacientes con RA las células apoptoéticas se
presentaron en un numero considerablemente mas bajo que los
sanos, con medianas de 2.0 (P250.25-P;s5) vs 8 (P2s6-P7513),
respectivasmente y fue estadisticamente significativo, sin embargo no

identificamos con certeza el tipo de célula que se encontraba en
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Apoptosis (ver figura 4). Son pocos los estudios en RA en relacion a la
apoptosis. Simon y cols en 17 pacientes con poliposis sinonasal e
hipersensibilidad a la aspirina (ASA) identificaron en biopsia nasal un
retardo en la apoptosis de los eosinéfilos por TUNEL, relacionada al
menos en parte con la presencia de IL-5 (49). En pacientes con
poliposis nasal con o sin hipersensibilidad a ASA, Kowalski y cols,
encontraron un menor porcentaje de apoptosis de eosindfilos
mediante TUNEL, en los pacientes del primer grupo *. Davidsson
encontro en muestras
quirdrgicas de polipos nasales, un infiltrado eosinofilico caracteristico
de la patologia, pero ademas se detecté aumento en la apoptosis de
42% (TUNEL y analisis de morfologia), que se atribuyo al uso de
corticoides (inductores de la apoptosis) previo a la cirugia *°.

En relacion a la intensidad y severidad de los sintomas nasales con la
frecuencia de apoptosis nuestro estudio mostré una correlacion
negativa pero no estadisticamente significativa (r de spearman —0.29,
p=0.35), este resultado es diferente en parte a los reportes de
estudios en pacientes con asma alérgica en los que se encuentra
disminucién de la apoptosis de eosinofilos y aumento de los
eosindfilos que se relaciona con el incremento en la severidad de los

e y con alteracion de pruebas de funcion pulmonar, lo

sintomas
cual sugiere que el incremento en el numero de eosindfilos
posiblemente es producido por la disminucién de la apoptosis y
conlleva a las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Woolley y
cols estudiaron eosinofilos apoptéticos por técnica de TUNEL en
expectoracion de pacientes durante la exacerbacion de asma y
después de dos semanas de tratamiento con corticoides y notaron
una importante disminucion del infiltrado eosindfilico y aumento

significativo de la apoptosis postratamiento, concluyendo que la



Figura 4. Determinacion de apoptosis mediante evaluacion de caspasa-3 activa por
citoinmunohistoquimicas en células provenientes de lavado nasal.

Ausencia de apoptosis

20X 40X

Presencia de Apoptosis

20X 40X

Frotis de células de lavados nasales preparadas mediante citocentrifugacion, fueron
tefiidos con un anticuerpo especifico anti-caspasa-3 activa, utilizando un sistema de
revelado con peroxidasa (color café), como se describe en la seccion de materiales y
métodos. Los resultados muestran claramente células positivas color café las cuales
se encuentran en apoptosis.



apoptosis de eosinofilos facilita la resolucién de inflamacion
eosinofilica en el asma y favorece la mejoria clinica del paciente %'. No
existen reportes de pacientes con rinitis alérgica en que se demuestre
en mucosa nasal esta asociacion. Existen un estudio que relaciona la
disminucion de la apoptosis de eosindfilos en sangre periférica
determinada mediante deteccion por ELISA de Fas (molécula que
libera una sefal para induccién de apoptosis) con la presencia de RA
y otros que compara los niveles de Fas, también por ELISA, en
pacientes con RA, con asma y sujetos sanos y detectd un nivel de Fas
menor en pacientes con rinitis alérgica y mayor en los de asma,
comparados con los sanos por lo cual sugiri6 que estas patologias

pueden representar diferentes sistemas de apoptosis *.

En nuestro estudio no se pudo establecer con claridad que tipo de
células presentaban apoptosis dado que la técnica de caspasa-3 no
admite el uso de alguna tincion diferencial y no se contaba al
momento del estudio con marcadores especificos de eosindfilos, que
permitieran identificarlos mediantes técnicas de inmunofluorescencia.
Unicamente existe un estudio de determinacion de la actividad de
caspasa-3 por inmunohistoquimica en mucosa nasal en sujetos con
epistaxis comparados con controles sanos en el que encuentran un
incremento de cinco veces la actividad de caspasa-3 a nivel de
capilares, células musculares y glandulares septales *, por lo tanto,
no se encuentran otros estudios en la literatura del uso de esta técnica

a nivel local para enfermedades alérgicas de la mucosa nasal.

No existen estudios reportados en la literatura de deteccion de
apoptosis en muestras tomadas por medio de lavado nasal, asi mismo

la deteccion de caspasa-3 activa no se halla reportada como técnica
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de estudio de apoptosis en pacientes con rinitis alérgica. Nuestro
estudio demostré que el lavado nasal es una técnica sencilla,
reproducible, que proporciona una adecuada cantidad de células
viables. Este es el primer informe acerca del uso de la determinacién
de caspasa-3 activa en pacientes con rinitis alérgica mediante la
técnica de lavado nasal. Las limitaciones en la diferenciacién de las
células pueden mejorarse en otros estudios con el uso de anticuerpos

especificos marcados con fluorescencia.

[
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CONCLUSION

En este estudio se demostré que en pacientes con rinitis alérgica
persistente, el lavado nasal es una técnica util para estudios
citolégicos debido a que es una técnica sencilla, reproducible y
proporciona una adecuada cantidad de células viables, con la cual
logramos identificar un predominio de eosinodfilos (11 al 80%) y una
menor cantidad de células epiteliales. Ademas, en estos pacientes la
disminucion de la apoptosis de las células de la mucosa nasal se
relacioné con la intensidad y severidad de los sintomas y la presencia
de apoptosis fue menor al compararia con los controles sanos. No se
encuentran estudios reportados en la literatura de deteccion de
apoptosis en pacientes con rinitis alérgica en muestras de lavado
nasal ni de la deteccion de caspasa-3 activa para determinar

apoptosis.
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ANEXO 1. PROTOCOLO PARA DIAGNOSTICO DE RINITIS
ALERGICA EN CENTRO MEDICO LA RAZA.

El diagnostico se realiza basados en los siguientes parametros, los
cuales usa el servico de Alergia e Inmunologia Clinica en forma
rutinaria:

1. Historia clinica y examen fisico sugestivo de rinitis alérgica.

2. Eosinofilia en muestra de biometria hematica mayor de 4%.

3. Porcentaje de eosinofilos mayor de 10% en citologia nasal

tomada con hisopo en al menos una de tres muestras seriadas.

4. Determinacion de IgE sérica, asi
Nifos: 0-15 Ul
Jovenes: 0-200 Ul
Adultos: 0-200 UI

5. Coproparasitoscopico en serie de 3 muestras, negativo para

helmintiasis.

6. Examen general de orina normal.

7. Serie radioldgica en 3 proyecciones o Tomografia de nariz y

senos paranasales normal.

8. Radiografia de torax normal.

9. Pruebas cutaneas intradérmicas de hipérsensibilidad positivas a

alergenos inhalables comunes.
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ANEXO 2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS
CELULAS PRESENTES EN LA MUCOSA NASAL

Epiteliales

Células ciliadas: Son altas y delgadas con nucleo ubicado en la base cuenta con
cilios y microvellocidades en la membrana apical **5*

Células caliciformes: Tienen un tallo basal angosto y una porcion superior ancha
en la que se ubican una gran cantidad de vesiculas secretorias junto a la
membrana 4%

Células basales: Son cortas basofilicas, y con forma piramidal, su ntcleo es de
ubicaci6n central. Su tamafio ocupa el tercio basal de su epitelio 5%

Inflamatorias

Eosindfilos: Diametro de 12 a 17 um , su nicleo es bilobulado y los nucleolos
estan ausentes. El citoplasma presenta grandes granulos rojo o purpura rojizo los
cuales son ovoides y se encuentran en relacion con la membrana celular %.

Basofilos: miden de 10 a 12 um, su nucleo generalmente es bilobulado aunque
pueden presentar mas segmentaciones y se tifie menos profundamente que los
neutrofilos. Contienen grandes granulos azul oscuro en el citoplasma que a veces
oscurece las caracteristicas del nucleo %,

Neutréfilos: miden de 12 a 15 ym de diametro, el ndcleo segmentado en la
mayoria se compone de dos a cinco lébulos interconectados. No se pueden ver
los nucleolos. En el citoplasma se pueden ver granulos finos que le dan un
aspecto granular color lila y otros granulos mas grandes color parpura rojizo -

Monocitos: Pueden parecerse a los linfocitos grandes. Miden de 12 a 20 um de
diametro. La forma de su nucleo puede ser variable. Puede ser desde una forma
ovoide o0 mas o menos arrifionada hasta en forma de una amplia herradura. Se
tife mas palidamente que los linfocitos. Los nucleolos generalmente no son
visibles. Su citoplasma es abundante y se tifie azul grisaceo palido *

Linfocitos: Unos miden entre 6 y 9 um (linfocitos pequerios) y otros entre 9 y 15
um (linfocitos grandes). La mayoria no tienen granulos citoplasmaticos sin
embargo el 10% tienen granulos purpura rojizos. Poseen un citoplasma escaso el
cual puede verse solo como un reborde alrededor del nicleo. Los grandes
pueden verse similares a monocitos sin embargo pueden tener un poco menos de
citoplasma y tener un nucleo mas pequeno que ellos el

Apoptéticas: En la apoptosis temprana, las células se hace mas compacta, se
forman vesiculas en las membranas, la cromatina se condensa (esto la hace
heteropicnética). En la apoptosis tardia, se forman los cuerpos apoptoticos,
debido a la fragmentacion del ADN (57). Cuando se evalué la apoptosis mediante
caspas-3 activa por citoinmunohistoquimica, las células positivas se tifien de color
café debido al substrato (DAB) que se utilizo.
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Células viables y no viables:

La célula viable presenta colorante alrededor que no penetra al citoplasma, la
célula no viable presentara colorante dentro del citoplasma debido al dafo de la
membrana celular.
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