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1. INTRODUCCION

Los aumentos dramaticos en la prevalencia de atopia y de asma se han producido
durante las ultimas décadas en los paises occidentalizados y mas recientemente en
las naciones menos desarrolladas'?. Las estimaciones sugieren que hasta 300
millones de personas estan afectadas en todo el mundo®.  Los recientes avances
tanto en inmunologia clinica y fenotipos de asma han planteado la posibilidad de que
otros mecanismos puedan desencadenar la enfermedad en algunos pacientes con
asma, o co-existir con la inflamacién de tipo Th2 en otros, tanto en el andlisis de
conglomerados de los pardmetros clinicos, patolégicos como fisiolégicos®. Los
estudios de biopsia de los pacientes con asma grave, sugirié subtipos eosinofilicos y
no eosinofilicos °.

Las células Th 17 son un subconjunto de células T recientemente descritas, derivan
de la estimulacion de TGF- e IL-6, y después por la accidn de IL-23. Estas células
producen IL-17 y estan asociadas con inflamacién neutrofilica . La IL-17 que se
produce en las células T y eosinéfilos es mayor en la via aérea asmatica ’, y en
modelos animales, la IL-17 es necesaria durante la sensibilizacion alérgica inicial,
pero reducida en la inflamacién dependiente de Th2 en la enfermedad establecida ®.
Ahora hay evidencia de una variedad de células T supresoras o reguladoras (Treg)
gue se desarrollan como parte normal del sistema inmune (T reguladoras naturales,
derivadas de timo) o en respuesta a exposicion de antigenos (T reguladoras de
adaptacion) °.

Las células T reguladoras (Treg) mejor caracterizadas, son células T CD4 que
expresan constitutivamente altos niveles de moléculas de superficie CD25 (el

receptor de la IL-2 de una cadena: las células T CD25™) °. A diferencia de las



células CD4 Th, estas células CD25" no proliferan o producen citocinas cuando se
estimula con antigeno en el laboratorio, pero activamente suprimen la proliferacion y
la produccion de citocinas de células T (denominadas efectoras, Teff). Deben su
fenotipo de supresion en gran parte a la expresion de altos niveles de factor de
transcripcion FOXP3, porque debido a la eliminacién o reduccion de FOXP3 anula

su capacidad para suprimir y agregar FOXP3 a CD25 negativas que hace a estas,

células efectoras T supresores 121314

Ya en la década de 1970, se propuso que las células T supresoras serian capaces

de la inhibicion de otras células T, y de ese modo mediar la tolerancia inmunolégica

15, 16, 17

y la discriminacion de lo propio y no propio A mitad de los 90s una nueva

subpoblacion de células supresoras fue propuesta, éstas expresaban CD4 y fueron

18

nombradas células T reg La funcion principal de las células T reg fue

originalmente definida como la prevencibn de enfermedades autoinmunes
manteniendo la auto tolerancia *°. Con los afios, varios funciones adicionales se han
sugerido y sera importante para aclarar lo que realmente hacen las células Treg en

el sistema inmune, dentro de las funciones se ha observado también supresion de la

20, 21, 22

enfermedad alérgica y entre ellas el asma , iInduccion de la tolerancia contra

23, 24, 25, 26

antigenos de la dieta , induccion de tolerancia materna al feto 2, supresion

de patégenos inducida por Inmunopatologia % 2% %

, proteccion de bacterias
comensales para eliminacién por el sistema inmune .

Cuando se estudiaron células de los pacientes con alergia atopica, los efectos
supresores de las células T CD4'CD25" sobre las células T CD4'CD25
estimuladas por alérgenos se redujeron y se redujo aun mas cuando los pacientes

tenian rinitis alérgica (RA) activa durante la temporada de polinizacion 3% 33,



Después de la estimulacion con alérgeno in vitro, la produccién de IL-10, IL -4 y el
IFN- v de células T podria ser aislado de sangre periférica de donantes de alérgica
atépica y los controles sanos **.

La produccion de IL-10 de las células T tuvo la capacidad de suprimir la produccién
de citocinas derivadas de células Th2 estimuladas por alérgeno, como la produccion
de IL-4 de células T efectoras, a través de mecanismos que incluyen produccion de
IL-10, el TGF-b, CTLA-4 y PD-1. En donantes de enfermedad alérgica la frecuencia
de produccién de IL-10 por células T reg se redujo y la produccion de IL-4 por
células aumento. La frecuencia de células Treg que producen IL 10 fue de 0,1-
0,007% de la total de linfocitos T CD4". Estos resultados sugieren que las células T
CD4" CD25", productoras de IL-10 tienen la posibilidad de suprimir la respuestas
Th2. Esta supresion puede ser defectuosa o se reemplaza en pacientes con
enfermedad alérgica *°.

Se reportd una reduccion similar de la supresion por células T CD4'CD25" de la
sangre periférica de nifios alérgicos a acaros del polvo doméstico (HDM) en
comparacién con los controles no alérgicos .

Definiriamos como paciente asmatico al paciente con enfermedad inflamatoria
cronica de las vias respiratorias, en cuya patogenia intervienen diversas células y
mediadores de la inflamacion, condicionada en parte por factores genéticos y que
cursa con hiperrespuesta bronquial y una obstruccion variable al flujo aéreo, total o
parcialmente reversible, ya sea por la accién medicamentosa o espontaneamente.®’
Entonces el diagnostico de asma se debe considerar ante sintomas y signos clinicos
caracteristicos como disnea, tos, sibilancias y opresion toracica. Estos son

habitualmente variables, de predominio nocturno o de madrugada, y estan



provocados por diferentes desencadenantes (infecciones viricas, alérgenos, humo
del tabaco, ejercicio). Las variaciones estacionales y los antecedentes familiares y
personales de atopia son aspectos importantes que hay que considerar. Ninguno de
estos sintomas y signos son especificos de asma, de ahi la necesidad de incorporar
alguna prueba objetiva diagndstica, habitualmente pruebas funcionales respiratorias.
La exploracion fisica puede ser normal, siendo las sibilancias el signo mas
caracteristico, si bien no son especificas de asma e incluso pueden estar ausentes
en las crisis graves. Las principales alteraciones funcionales del asma son la
obstruccién del flujo aéreo, su reversibilidad, la variabilidad y la hiperrespuesta
bronquial®’.

La espirometria es la prueba diagnéstica de primera eleccion, tal y como recoge el
algoritmo del proceso diagndéstico propuesto. Los principales pardmetros que hay
gue determinar son la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (FEV1). Los valores de referencia deben adecuarse a la edad y
etnia/raza de cada paciente. La obstrucciéon se define como “un cociente FEV1/FVC
por debajo del limite inferior de los valores de referencia, que arbitrariamente se sitia
en 0,7”. No obstante, este criterio puede originar una sobreestimacién de la
obstruccion en personas de edad avanzada. Un FEV1 reducido confirma la
obstruccion, ayuda a establecer su gravedad e indica un mayor riesgo de
exacerbaciones. No obstante, muchos enfermos con asma pueden tener una
espirometria con valores en el margen de referencia o incluso con un patron no

obstructivo (restrictivo) por atrapamiento aéreo®’.



Para la prueba de broncodilatacion se recomienda administrar cuatro inhalaciones
sucesivas de 100 pg de salbutamol, o su equivalente, mediante un inhalador
presurizado con camara espaciadora y repetir la espirometria a los 15 minutos. Se
considera respuesta positiva (o broncodilatacién significativa) un aumento del FEV1
del 12% o superior y de 200 ml o mas respecto al valor basal (Anexo 1). Un criterio
de broncodilatacion alternativo es un aumento del flujo espiratorio maximo (PEF)
superior a 60 I/minuto o 20%. La reversibilidad también puede ser identificada por
una mejoria del FEV1 o del PEF tras dos semanas de tratamiento con
glucocorticoides sistémicos (40 mg/dia de prednisona o equivalente) o 2-8 semanas
de glucocorticoides inhalados (1.500-2.000 mg/dia de fluticasona o equivalente).
Aunque caracteristica del asma, la reversibilidad de la obstruccién bronquial no esta
presente en todos los pacientes. La variabilidad o fluctuacién excesiva de la funcién
pulmonar a lo largo del tiempo resulta esencial para el diagndstico y control del
asma. El indice de variabilidad diaria mas recomendable es la amplitud del PEF con
respecto a la media promediada durante un minimo de 1-2 semanas Yy registrado
antes de la medicacion (tabla 2.2). Una variabilidad del PEF mayor del 20% resulta

diagndstica de asma.*’

La severidad del asma sera evaluada con la clasificacion de severidad propuesta por

guias internacionales (GEMA 2009) anexo 2.



2. JUSTIFICACION.

En México no contamos con estudios acerca de la expresion del factor de
transcripcion FOXP3 en pacientes asmaticos, donde la variacion de sus cifras
podrian asociarse al control y prondstico de estos pacientes, asi como herramienta
atil para evaluar la respuesta terapéutica y el riesgo de otras enfermedades del
sistema inmune, situaciones en las que se observa un decremento en la expresion
de esta proteina, por lo que ademas es importante ser pioneros de estudios de
investigacion que impliquen un reto a investigadores clinicos como a basicos, ya que
debemos ser una institucion lider en emanar este tipo de conocimiento al resto del

pais.



3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

¢ Cudl es la expresion de los linfocitos FOXP3" en los pacientes con asma alérgica

comparada con pacientes con rinitis alérgica?

4. HIPOTESIS.
Los pacientes con asma tendran niveles de expresion de FOXP3 significativamente

menores en comparacion con pacientes rinitis alérgica.

5. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL
Evaluar los niveles de expresion de FOXP3 en linfocitos de pacientes con asma y

compararlos con pacientes con rinitis alérgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Conocer los valores de subpoblaciones de linfocitos CD3, CD4, CD8 para ambos
grupos de pacientes.

Medir niveles séricos de IgE para el grupo de pacientes con asma y rinitis alérgica.

Conocer correlacion entre FOXP3 y subpoblaciones de linfocitos



6. MATERIALES Y METODOS.

A. Universo de trabajo.

- Pacientes con diagnéstico de asma que acudan a la consulta del servicio de
Inmunologia Clinica y Alergia del CMN 20 de Noviembre ISSSTE.

- Pacientes con el diagndéstico de rinitis alérgica que acudan a la consulta del servicio
de Inmunologia Clinica y Alergia del CMN 20 de Noviembre ISSSTE

B. Tipo de estudio.

Estudio transversal, observacional, analitico.

C. Criterios para ingresar al estudio.

C.1. Criterios de inclusion.

- Mayores de 3 afios y menores de 70.

- Ambos sexos.

- Con diagnostico de asma.

- Quienes acepten y firmen carta de consentimiento informado para participar en el
estudio.

C.2. Criterios de no inclusion.

- Pacientes que estén recibiendo tratamiento con esteroides o tratamiento
inmunomodulador (factor de transferencia, glicofosfopeptical u otros).

C.3. Criterios de exclusion.

- Pacientes de quienes no se cuente con los estudios inmunoldgicos completos.

D. Seleccion de la muestra.

Se incluyeron a todos los pacientes que reunian los criterios de inclusiébn de manera
consecutiva. A los pacientes con asma y rinitis se les realiz6 el diagnéstico en base a
cuadro clinico, examenes de laboratorio (determinacion de inmunoglobulinas,

biometria hematica), pruebas de funcidn respiratoria (espirometria) y pruebas



cutaneas a alérgenos comunes, las cuales fueron positivas por lo menos a un
alérgeno ya sea polenes, caspas de animales u hongos.

Una vez que los pacientes hayan sido informados de la naturaleza del estudio y dar
Su consentimiento por escrito, se les tomd un muestra de sangre de 5 mL en un tubo
con EDTA para determinacion de biometria hematica, marcadores celulares y otra
de 5 mL en un tubo sin anticoagulante para determinacion de marcadores

humorales.

Los marcadores celulares a determinar son CD3, CD4, CD8, y FOXP3, los cuales
se cuantificardn mediante citometria de flujo. Esta técnica de analisis celular
permite medir las caracteristicas de dispersién de luz y fluorescencia que poseen
las células conforme se las hace pasar a través de un rayo de luz. Para su andlisis
por citometria de flujo, las células deben encontrarse individualmente en
suspensién en un fluido. Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con
éste causando dispersion de la luz, basandose en la difraccion de la luz en sentido
frontal, se puede evaluar el tamafio de las células que pasan y al medir la reflexion
de la luz de manera lateral se evalta la granularidad o complejidad de estas.
Ademas de la dispersion de la luz, si previamente a su analisis se coloca a las
células en presencia de anticuerpos monoclonales marcados con moléculas
fluorescentes, se pueden evaluar que células poseen los antigenos

complementarios a los anticuerpos monoclonales usados.

Los marcadores humorales a determinar son los que habitualmente se cuantifican en

pacientes alérgicos, los cuales son IgE, 1gG, subclases de IgG, IgA e IgM, los cuales


http://es.wikipedia.org/wiki/Fluorescencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Suspensi%C3%B3n_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluido
http://es.wikipedia.org/wiki/Dispersi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Difracci%C3%B3n
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http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo_monoclonal
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mol%C3%A9cula_fluorescente&action=edit&redlink=1
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se cuantificaron mediante ELISA con equipo automatizado disponible en el

laboratorio del hospital.

E. Descripcion de variables.

Marcadores seroldgicos:

- Subpoblaciones de linfocitos: CD4 y CD8

- Niveles de expresion de FOXP3

- Cuenta diferencial de leucocitos en biometria heméatica
- Niveles de IgE

- Niveles de IgG total

F. Definicién de las variables.

F.1. Definicién conceptual.

F.2. Definicion operacional.

Severidad del asma:

DEFINICION CONCEPTUAL: Grado de obstruccion del flujo aéreo, reversibilidad,
variabilidad y la hiperrespuesta bronquial.

DEFINICION OPERACIONAL: Grado de severidad en base a la declaracion
propuesta por las guias internacionales (GEMA 2009).

ESCALA DE MEDICION: Ordinal.

UNIDADES DE MEDICION: Ver anexo 2

Volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1):

DEFINICION CONCEPTUAL: Es la cantidad de aire expulsado durante el primer
segundo de la espiracion maxima, realizada tras una inspiracion maxima.
DEFINICION OPERACIONAL: Determinacién por pruebas de funcién respiratoria

(espirometria)

10


http://es.wikipedia.org/wiki/Segundo

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua

UNIDAD DE MEDICION: Litros/segundo

Alergeno

DEFINICION CONCEPTUAL: Un alérgeno es una sustancia que puede inducir
una reaccion de hipersensibilidad (alérgica) en personas susceptibles, que han

estado en contacto previamente con el alérgeno.

DEFINICION OPERACIONAL:

ESCALA DE MEDICION: categorica

UNIDAD DE MEDICION: pélenes, caspas de animales y hongos

MARCADORES SEROLOGICOS

- Subpoblaciones de linfocitos

CDa:

DEFINICION CONCEPTUAL: Grupo de diferenciacion 3. Es un antigeno que
pertenece al grupo de proteinas de diferenciacion de las células del sistema inmune,
forma parte del receptor de células T (TCR) en linfocitos T maduros.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de este antigeno por citometria de
flujo.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua

UNIDAD DE MEDICION: Nimero de células/uL

11



CD4:

DEFINICION CONCEPTUAL: Grupo de diferenciacion 4. Es una glicoproteina
expresada en la superficie de los linfocitos T, células T reguladoras, los monocitos,
macréfagos y células dendriticas. Es miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, co-receptor que permite al receptor de células T (TCR) activar
sus células T después de la interaccion con células presentadoras de antigenos.
Interactla directamente con las moléculas MHC de clase Il en la superficie de las
células presentadoras de antigenos mediante su dominio extracelular.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de este antigeno por citometria de
flujo.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Numero de células/mL.

CDS8:

DEFINICION CONCEPTUAL: Grupo de diferenciaciéon 8. Es una glucoproteina
transmembrana que sirve como co-receptor para el receptor de células T (TCR). Al
igual que el TCR, CD8 se une al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de la
molécula pero es especifico para la proteina de MHC de clase I.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de este antigeno por citometria de
flujo.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Nimero de células/pL.

RELACION CD4/CDS:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es el cociente de los niveles de los linfocitos CD4

entre los niveles de linfocitos CDS.

12



DEFINICION OPERACIONAL: Cociente de los niveles de CD4 entre los niveles de
CDS8.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: No tiene.

FOXP3

DEFINICION CONCEPTUAL: FOXP3 (Forkhead box P3) es un gen implicado en las
respuestas del sistema inmunoldgico. Es un miembro de la familia de proteinas FOX,
funciona como regulador maestro en el desarrollo y funcion de las células T
reguladoras. El mecanismo preciso de control ain no se ha establecido, las
proteinas FOX pertenecen a la familia de reguladores transcripcionales
forkhead/winged-helix y se asume que ejercen control a través de interacciones
con un ADN similar durante la transcripcion.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de esta proteina por citometria de
flujo.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Nimero de células/pL.

Linfocitos: Estan comprendidos dentro de los agranulocitos. Son los leucocitos de
menor tamafo (entre 7 y 15 ym), y representan del 24 a 32% del total en la sangre
periférica. Los linfocitos son células de alta jerarquia en el sistema inmune,
principalmente encargadas de la inmunidad especifica o adquirida.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de estas células mediante biometria
hematica por citometria de flujo.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

13
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UNIDADES DE MEDICION: Ntimero de células/mm?.

Inmunoglobulina E:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es un tipo de anticuerpo (o inmunoglobulina "isotipo")
que solo se ha encontrado en los mamiferos. Desempefia un papel importante en la
alergia y se asocia sobre todo con el tipo 1 de hipersensibilidad. La IgE también se
ha implicado en las respuestas del sistema inmune a la mayoria de los gusanos
parasitos.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacién de esta glucoproteina mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Variables demograficas

Edad:

DEFINICION CONCEPTUAL: El naimero de afios cumplidos, referidos por el
paciente desde su nacimiento a la fecha de realizacién del estudio.

DEFINICION OPERACIONAL: El numero de afios cumplidos, referidos por el
paciente desde su nacimiento a la fecha de realizacion del estudio.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Afios.

Geénero:

DEFINICION CONCEPTUAL: Sexo de asignacion del sujeto.

DEFINICION OPERACIONAL: Sexo de asignacion del sujeto.

ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotomica.

UNIDAD DE MEDICION: Hombre o muijer.
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G. Grupos de estudio.

Dos grupos de estudio: 21 pacientes con asma y 23 pacientes con rinitis alérgica.

H. Andlisis estadistico.

Para la descripcion de las caracteristicas generales del grupo se utilizaran medidas
de resumen (promedios, mediana y porcentajes) asi como de dispersion, (desviacion
estandar, rangos). Para evaluar sin existe diferencia estadistica entre las variables
cuantitativas se utilizara la prueba U de Mann-Whitney de acuerdo a la distribucion
muestral. Para evaluar si existe diferencia estadistica entre las variables cualitativas
se utilizd la prueba de Rho de Spearman, esta prueba estadistica se emplea en el

andlisis de dos o mas grupos y dos o mas variables.

|. CONSIDERACIONES ETICAS.

Este estudio representa un riesgo mayor al minimo debido a la toma de muestras
sanguineas. Los pacientes seran incluidos en el estudio sélo después de ser
informados acerca de la naturaleza del estudio y dar su consentimiento por escrito
para la utilizacion de sus muestras sanguineas en la investigacion.

Se aplicaran las normas de seguridad necesarias de acuerdo a los principios del
Cddigo de Nuremberg, la Declaracion de Helsinki, la Enmienda de Tokio y el Informe

Belmont.
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7. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 44 pacientes, divididos en 2 grupos en base al diagnéstico,
el grupo 1 conformado por 21 casos, corresponden a pacientes con diagnostico de
asma alérgica intermitente (Anexo 2), el grupo 2 constituido por 23 casos,
considerados no asmaticos (rinitis alérgica).

Del grupo 1, fueron 8(38.1%) mujeres y 13 (61.9%) fueron hombres (Cuadro 2),
(Tabla 1 y Grafica 2). En el grupo 2, 17(73.9%) correspondieron al género femenino
y 6 (26.1%) al género masculino (Cuadro 2), cuyos rangos de edad oscilaron entre 7
y 70 afos, con media 41.52 + 19.6 afos (Tabla 1 y Gréfica 1).

En el grupo 1, la expresion de FOXP3 fue en promedio 59.91 células/ul (Gréfica 4),
que corresponde a 6.84% de la media de CD4 875 células/ul (Tabla 1), en mujeres
fue media de 61.11 células/ul, en hombres la media de 59.18 células/ul, los valores
registrados para ambos géneros fueron de 23.68 a 152.2 células/ul, con desviacion
estandar de 31.84 (Tabla 1). Para el grupo 2, la expresion de FOXP3 en promedio
fue de 78.88células/ul (Grafica 3), que corresponde a 8.9% de la media de CD4
886.04 células/ul (Tabla 1), en mujeres la media fue 67.8 células/ul y en hombres
110.29 células/ul, con valores que oscilaron entre 21 y 244.12 células/ul, con
desviacion estandar de 47.29 (Tabla 1).

Los pacientes del grupo 1, tuvieron una media de CD4 875 células/ul (Gréafica 10)
(Tabla 1), la media en mujeres fue 1004.5 células/pl y en hombres 830.07 células/pl;
en el grupo 2 la media de CD4 fue 886.04 células/ul (Gréfica 9) (Tabla 1), con media

868.58 células/pl en mujeres y 935.5 células/ul en hombres.
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En los pacientes del grupo 1 tuvieron una media de CD8 669.38 células/ul (Grafica
12) (Tabla 1), la media en mujeres fue 668.37 células/ul y en hombres 670 células/pl.
En los pacientes del grupo 2 tuvieron una media de CD8 596.69 células/ul (Gréfica
11) (Tabla 1), en mujeres la media fue 577.52 células/ul y en hombres 651 células/ul.
La relacion CD4/CD8 en los pacientes de grupo 1 (Gréfica 6), tuvieron una media de
1.47 (Tabla 1), en mujeres la media fue de 1.41, para hombres fue 1.51. En el grupo
2 esta relacion de CD4/CD8 presentd una media de 1.64 (Grafica 5) (Tabla 1) media
para mujeres de 1.6 y 1.74 para hombres.

En cuanto a los niveles séricos de IgE, los pacientes del grupo 1 tuvieron una media
de 920 Ul (Grafica 14) (Tabla 1), con media de 174.01 y 1379.18 para mujeres y
hombres respectivamente. En el grupo 2, la media de IgE sérica fue 155.72 Ul
(Gréfica 13) (Tabla 1), la media en mujeres 157.72 Ul y para hombres 150UlI.

Se aplico la prueba U de Mann-Whitney para la segmentacion del grupo 1y 2, donde
se analizan las variables de edad, FOXP3, CD3, CD4, CD8, relacion CD4/CD8 e IgE,
con una significancia estadistica de 0.78, 0.124, 0.581, 0.972, 0.581, 0.329 y 0.001
respectivamente (Cuadro 1), con lo que se rechaza la hipétesis nula solamente para
IgE.

Para ambos grupos se realiz6 prueba de correlacion Rho de Spearman con
coeficiente de relacion estadisticamente significativo (p < 0.05) en la mayoria de las

variables, excepto para la edad e IgE (Tabla 2 y 3).
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8. DISCUSION

Existe informacion importante sobre las funciones de las células T reguladoras,
dentro de estas la supresién de la respuesta alérgica, %> % % lo que motivé este
protocolo de investigacion partiendo de la hipétesis en que los pacientes con asma
presentan niveles bajos de FOXP3 en comparacion con pacientes con rinitis alérgica.
Se encontré significancia estadistica en la variable de IgE (p=.001), es decir para
los grupos de asma Y rinitis alérgica la distribucion de los niveles de IgE no fue la
misma. En el andlisis de medias el grupo 1 (asma) presento una media de IgE
mayor que grupo 2 (rinitis) y el resultado de media de FOXP3 en el grupo 1 fue
menor que grupo 2, esto ya se ha observado de forma experimental en donde
animales que presentan la mutacion en gen de FOXP3 o la deficiencia del mismo,
en los cuales se induce la hiperproduccién de IgE *® lo que tal vez explicaria este
fendbmeno. Al realizar prueba de Rho de Spearman no se demostré correlacion
significativa entre las variables de IgE. Pero si se presento correlacion significativa
de FOXP3 en ambos grupos en relacion a las variables de CD3, CD4, CD8 y
relacion entre CD4/CD8 siendo la mas importante de FOXP3 para grupo 1 con
CD3 y para grupo 2 con CD4, dado que el valor de FOXP3 se obtiene de las
cuentas totales de CD4, es posible que a esto se deba esta correlacion, para lo cual
se debié contar mayor numero de muestras, asi como controles sanos, tales
objetivos no se cumplieron. Se tienen ya cifras en porcentaje de FOXP3 como
parametros normales estos oscilan en un rango de 5 al 10% en sangre periférica’
pero estas cifras pueden tener variaciones por muchos factores externos,® por lo
gue se deberan tomar con cautela estos resultados y realizar estudios con un mayor
namero de muestra, asi como tener estandarizada la prueba de cada centro con sus

propios controles.
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9. CONCLUSIONES

Se cumplio el objetivo de analizar la expresion de FOXP3 en pacientes asmaticos,
pero no se pudo corroborar si estos pacientes presentaban niveles significativos
estadisticamente en comparacion con el grupo de rinitis, ademéas de que el método
para su cuantificacion en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre debera de
tener mejor estandarizacion de la prueba de FOXP3 asi como determinar otras
variables en el mismo momento, como seria niveles de subpoblaciones de linfocitos,
y tener una base de controles sanos para disponer de pardmetros considerados
normales, que en nuestra investigacién se tenia como objetivo y fue una de las
limitantes. Dentro del andlisis se observd una relaciéon significativa al correlacionar
variables sobre todo con subpoblaciones de linfocitos CD3, CD4 y CD8. Seria
interesante poder tener una relacion mas constante entre las subpoblaciones de
linfocitos y la expresion de FOXP3, con lo que podriamos darnos una buena idea de
como se encuentran los niveles de FOXP3, en base a como se modifiquen dichas
variables, ya que el método es mucho menos complejo que medir esta expresion de
factores nucleares, sin embargo en este momento con los resultados obtenidos,
estamos lejos de tener una herramienta clinica que pueda usarse como parte del
estudio inmunolégico basico en el paciente asmatico, aunque es un examen gque
puede utilizarse para continuar con estudios de investigacion basica en donde se
pueden controlar las distintas variables que pueden modificar su expresion y esperar
que en un futuro la tecnologia simplifigue a través de medios automatizados la
obtencion de estos resultados, convirtiendose en un método de evaluacion mas

objetivo sobre el nivel de control de la enfermedad en cada paciente.
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CUADROS

CUADRO 1

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtasi= nula Frusb= Sig. Decisidn
Frueba U de
4 La distribusién de EDAD esla b ann-urhitn ey e e 19
misma entre categarias de ASMA. para muestras ! nul:ia
independientas :
Frueba U de
5 La distibucién de FOX-P3 esla  hann-ihitney 1oa Foneenee la
misma entre categorias de AShdA. para muestras ' nul:ia
independientes .
Frueba Ul de
3 La distribucién de CD2 es la mismadann-ihitney 521 Eioréﬂtleeg: I2
entre categorias de AShiA. para muestras ! nup;a
independientes :
Frueba U de
4 La distribuczién de C0<4 es la mismavann-Whitney are Ei':'rftig'ir: la
entre zategarias de AShiA. para muestras ! nul:ia
independientas :
Frueba U de
5 La distribucign de CDE es la mismawann-Whitney 524 Ei':'rftig'ir: la
entre categorias de AShiA. para muestras ' nul:ia
independientes :
Frueba U de
g La distibucién de REL 4/ esla  hann-hitney son rieere la
misma entre categorias de AShA. para muestras ' nup;a
independientes ’
Frueba U de
= La distribuczién de I'3E es la mismahdann-ihitney oo Ei'&%'::;: =
entre categorias de AShiA. para muestras ! nul:ia
independientes .

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de 05,

CUADRO 2 SEXO POR GRUPO

GRUPOS Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Rinitis Vdlidos Fem 17 73.9 73.9 73.9
Masc 6 26.1 26.1 100.0
Total 23 100.0 100.0
Asma Vdlidos Fem 8 38.1 38.1 38.1
Masc 13 61.9 61.9 100.0
Total 21 100.0 100.0
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TABLAS

TABLA 1

G RU PO Rango Minimo | Méximo Suma Media Desv. Std Varianza

2 EDAD 23 63 7 70 955 41.52 19.600 384.170
FOX-P3 23| 223.12 21.00| 244.12 1814.39 78.8865 47.29082 2236.421
REL 4/8 23 2.58 .53 311 37.80 1.6435 65717 432
CD3 23| 1838.00 701.00 | 2539.00 35503.00 1543.6087 534.65671 285857.794
CD4 23| 1138.00 362.00 | 1500.00 20379.00 886.0435 334.67087 112004.589
CD8 23 844.00 234.00 | 1078.00 13724.00 596.6957 258.54759 66846.858
IGE 23| 1064.21 5.79 | 1070.00 3581.69 155.7257 237.51111 56411.526
N valido (segin 23
lista)

1 EDAD 21 61 4 65 668 31.81 18.057 326.062
FOX-P3 21| 128.52 23.68| 152.20 1258.25 59.9167 31.84067 1013.828
REL 4/8 21 2.52 .70 3.22 30.97 1.4748 62234 .387
CD3 21| 2671.00 409.00 | 3080.00 34555.00 1645.4762 622.82458 387910.462
CD4 21| 1799.00 281.00 | 2080.00 18827.00 896.5238 358.29047 128372.062
CD8 21| 1561.00 113.00 | 1674.00 14057.00 669.3810 362.72089 131566.448
IGE 21| 2973.60 16.40 | 2990.00 19321.50 920.0714 1033.50721 1068137.153
N vélido (segin 21
lista)
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TABLAS 2

CORRELACION DE SPEARMAN (GRUPO ASMATICOS)

FOXP3 | REL 4/8 CD3 CD4 CDS8
FOXP3 COEFICIENTE CORRELACION 1 -.073 526 518 .283
SIG. (BILATERAL 752 .016 214
( ) 014
NUMERO 21 21 21 21
21

REL 4/8 COEFICIENTE CORRELACION -.073 1 -.444 -.022 -.691
SIG. (BILATERAL) 752 044 924 001

NUMERO 21 21 21 21 21
CD3 COEFICIENTE CORRELACION 526 -.444 1 .845 .873
SIG. (BILATERAL .044 .000 .000

( ) 014
NUMERO 21 21 21 21
21

CD4 COEFICIENTE CORRELACION 518 -.022 .845 1 .568
SIG. (BILATERAL) .016 924 .000 .007

NUMERO 21 21 21 21 21

CD8 COEFICIENTE CORRELACION .283 -.691 873 .568 1

SIG. (BILATERAL) 241 .001 .000 .007
NUMERO 21 21 21 21 21
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TABLAS 3 CORRELACION DE SPEARMAN (GRUPO RINITIS ALERGICA)
FOXP3 | REL 4/8 CD3 CD4 CDS8
FOXP3 | COEFICIENTE CORRELACION 1 434 509 620 179
SIG. (BILATERAL .039 .013 414
( ) 002
NUMERO 23 23 23 23
23
REL 4/8 COEFICIENTE CORRELACION 434 1 -.149 252 -.621
SIG. (BlLATERAL) .039 497 247 .002
NUMERO 23 23 23 23 23
CD3 COEFICIENTE CORRELACION 509 -.149 1 .895 .841
SIG. (BILATERAL) .013 497 .000 .000
NUMERO 23 23 23 23 23
CD4
COEFICIENTE CORRELACION 620 252 .895 1 558
SIG. (BILATERAL 247 .000 .006
( ) 002
NUMERO 23 23 23 23
23
CD8 COEFICIENTE CORRELACION 179 -.621 814 558 1
SIG. (BILATERAL) 414 .002 .000 .006
NUMERO 23 23 23 23 23
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Anexos
Anexo 1

Tabla 2.2 Criterios de reversibilidad y variabilidad diaria

recomendados para el diagndstico de asma

Reversibilidad FEV, post-Bd — FEV, pre-Bd = 200 ml

FEV, post-Bd — FEV, pre-Bd
x 100 =212%

FEV, pre-Bd

Variabilidad diaria

)

PEF maximo - PEF minimo )

PEF maximo + PEF minimo /2
> 20%

n.° de dias

FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; PEF: flujo espiratorioc méaximo; Bd: broncodilatacion.

Anexo 2

Tabla 2.5 Clasificacion de la gravedad del asma en adultos

Intermitente

Persistente

Persistente

Persistente

leve moderada grave
Sintomas diurnos No (2 dias o Mas de dos Sintomas Sintomas
menos a la dias a la a diario continuos (varias
semana) semana veces al dia)
Medicacién de alivio No Mas de dos dias | Todos los dias Varias veces al dia
(agonista B, adrenérgico | (dos dias o a la semana pero
de accion corta) menos/semana) | no a diario
Sintomas nocturnos No mas de dos Mas de dos veces | Mas de una vez | Frecuentes
veces al mes al mes a la semana
Limitacién Ninguna Algo Bastante Mucha
de la actividad
Funcion pulmonar > 80% > 80% > 60% - < 80% < 60%
(FEV, o PEF) % tedrico
Exacerbaciones Ninguna Una o ninguna Dos 0 mas al afio| Dos o mas al afo

al afio

FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; PEF: flujo espiratorio maximo.
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