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RESUMEN

EXPRESION DE CD25 Y FOX-P3 EN LINFOCITOS DE PACIENTES CON RINITIS
ALERGICA

INTRODUCCION: La rinitis alérgica es una de las enfermedades alérgicas mas comunes.
Afecta hasta el 25% de la poblacion mundial. Muestra un alto impacto en la calidad de vida
de los pacientes que la padecen ya que interfiere con las actividades de la vida cotidiana
afectando la esfera laboral y escolar. De no ser tratada puede desencadenar otras
enfermedades como asma, otitis 0 sinusitis entre otras. Recientemente se ha descrito que la
expresion de la proteina FOX-P3 esté involucrada en la fisiopatogenia de la rinitis alérgica ya
que sus niveles de expresion se encuentran bajos en los padecimientos alérgicos pero
pueden incrementar con la inmunoterapia especifica.

OBJETIVO: Comparar los niveles de expresién de CD4+CD25+Fox-P3+ en linfocitos de
pacientes con rinitis alérgica sin inmunoterapia con los de pacientes con inmunoterapia
especifica (ITE).

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron 59 pacientes con rinitis alérgica, 29 con ITE y 30
sin dicho tratamiento. Con edades comprendidas entre los 18 a 60 afos. Se determind
mediante citometria de flujo la proteina FOX-P3, asi como subpoblaciones linfocitarias. Se
determin6é mediante nefelometria el perfil de inmunoglobulinas séricas, biometria hematica
completa y citologia nasal. Se realizaron pruebas intradérmicas para identificar los alérgenos
responsables de la rinitis alérgica. Se obtuvo el promedio y la desviacién estdndar de las
variables comentadas. Se calcul6 la U de Mann-Whitney para evaluar la diferencia entre los
grupos. Todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito para participar en el
estudio.

RESULTADOS: En el grupo de pacientes con rinitis alérgica con ITE el 27.5% eran hombres
y el 72.5% mujeres, con edad promedio de 36.4 afos. En el grupo sin ITE el 36.6% eran
hombres y el 63.4% mujeres, con una edad promedio de 40.4 afios. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IgA, IgM, IgG total e IgE. Se
observaron niveles mayores de IgG4 en el grupo de pacientes con ITE pero estos valores no
mostraron significancia estadistica (82.1 Vs 72.4 p=0.67). En cuanto al nivel de expresiéon de
FOX-P3, se encontré con niveles mayores en los pacientes sin ITE en comparacién con el
grupo de pacientes con ITE pero los valores no mostraron significancia estadistica (8.2. Vs
7.9 p=0.57).

CONCLUSIONES: Los pacientes con rinitis alérgica que no han recibido inmunoterapia
especifica no muestran diferencia en los niveles de expresion de FOX-P3 en comparacién a
los pacientes que han recibido este tratamiento por mas de un ano. La IgG4 es mayor en los
pacientes con rinitis alérgica que han recibido inmunoterapia especifica. Los pacientes con
rinitis alérgica tienen riesgo de presentar comorbilidades propias de alteraciones en la
regulacién de la respuesta inmune como son autoinmunidad y cancer.



1. INTRODUCCION

RINITIS ALERGICA

Epidemiologia

La rinitis alérgica clinicamente se define como un trastorno sintomatico de la nariz
que es debido a una inflamaciéon mediada por inmunoglobulina E (IgE) después de la
exposicion de las membranas que recubren la nariz a un alérgeno. Los sintomas de
rinitis incluyen rinorrea, obstruccion nasal, prurito nasal y estornudos que son
reversibles espontaneamente o bajo tratamiento apropiado .

La rinitis alérgica representa un problema global de salud. Es una enfermedad
extremadamente comun, afectando del 10-25% de la poblacién a nivel mundial’. Sin
embargo, en ocasiones se subestiman los sintomas, lo cual hace que una proporcién
importante sea subdiagnosticada. La rinitis alérgica no es una enfermedad severa
pero altera de manera significativa la vida social de los pacientes, la actividad escolar
asi como la productividad laboral 2°.

Los costos causados por esta enfermedad son altos. Ademas, se asocia con otras

comorbilidades como asma, sinusitis, otitis media, poliposis nasal, infeccién del tracto

respiratorio inferior y alteraciones de la oclusién dental .

Clasificacion

Previamente, la rinitis alérgica se dividid, basada en el tiempo de exposicién, en
estacional, perenne y ocupacional. La rinitis alérgica perenne es causada mas
frecuentemente por alérgenos intradomiciliarios como son polvo, insectos, moho y
caspas de animales. La rinitis alérgica estacional se relaciona con una amplia
variedad de alérgenos extradomiciliarios como los pélenes o mohos >°’. Sin

embargo, esta clasificacion no es satisfactoria debido a:



» Hay algunos lugares donde los pélenes y mohos son alérgenos perenes (pasto).

* Los sintomas de alergia perenne no siempre estan presentes a lo largo de todo el
ano.

» La mayoria de los pacientes estan sensibilizados a muchos alérgenos diferentes y
por lo tanto presentan sintomas a lo largo del afno. En muchos pacientes, los
sintomas perennes estan presentes y presentan exacerbaciones estacionales
cuando se exponen a pélenes 0 mohos.

* Muchos pacientes con alergia al polen también son alérgicos a los hongos por lo
que es dificil definir la época estacional.

La Organizacion Mundial de la Salud emiti6 una clasificacién que hace mencion
especial en la coexistencia que presenta la rinitis alérgica con asma, pudiendo esta
ultima presentar exacerbaciones cuando se presenta actividad de la rinitis alérgica,
por lo que se debe investigar la presencia de ambas entidades en los pacientes con
enfermedad alérgica de la via respiratoria. Ademas, propone que la severidad de la
rinitis alérgica sea en base a la frecuencia de presentacion de los sintomas asi como
su interferencia con las actividades de la vida cotidiana, lo cual, muestra el impacto
que puede tener esta condicion y no Unicamente si se trata de un proceso estacional
o perenne. Asi la divide en leve (no interfiere con actividades de la vida cotidiana) o
moderada/severa (interfiere con el suefo, ejercicio, actividades laborales y
escolares), intermitente (menos de 4 dias a la semana o0 menos de 4 semanas) o
persistente (mas de 4 dias a la semana o0 mas de 4 semanas), pudiendo combinarse

estas categorias .



Patogénesis

La IgE es un anticuerpo producido por las células plasmaticas que se encuentran en
las superficies mucosas de los 0jos, las vias respiratorias superiores e inferiores y el
intestino similar a la distribucion de la IgA. La IgE se une a receptores especificos de
alta afinidad en los basoéfilos y células cebadas designados FceRI. La unién de un
alérgeno a dos moléculas especificas de IgE en la superficie celular es suficiente
para causar activacion de estas células, lo cual ocasiona liberacién de mediadores
vasoactivos como histamina, triptasa, leucotrienos, prostaglandinas y varias citocinas
y quimiocinas . Los sintomas de la reaccién alérgica inmediata (fase temprana)
estornudos, prurito, rinorrea y congestién nasal son debidos a dichos mediadores.
Los factores quimiotacticos ocasionan la migracion de células inflamatorias como
basoéfilos, eosindéfilos y leucocitos polimorfonucleares. El reclutamiento de estas
células se acompana de liberacion de sustancias vasoactivas, lo que culmina en la
reaccion retardada (fase tardia) con una recrudescencia de los sintomas. Con una
exposicidén Unica a un alérgeno, las fases temprana y tardia son faciles de reconocer,
esta Ultima ocurre 4 a 6 horas de la reaccién inicial °. Con la exposicién persistente,
como con los alérgenos intradomiciliarios como el polvo o las caspas de animales, el
proceso inflamatorio de fase tardia es continuo lo que da lugar a sintomas croénicos.
Esté bien descrito que con los alérgenos extradomiciliarios como el polen, posterior a
la exposicion previa, la persistencia de la inflamacion resulta en mayor sensibilidad a
las exposiciones subsecuentes, con menores cantidades de polen necesarias para
desencadenar los sintomas, los cuales suelen ser mas intensos.

La produccion de un anticuerpo del tipo IgE es secundaria a un cambio en la
produccién de citocinas de las células Th hacia un perfil Th2. Son tres las citocinas

centrales en la participacion de este fenotipo alérgico, IL-4, IL-13 e IL-5, las primeras



dos causan un cambio de isotipo de las células B hacia la produccion de IgE. La IL-5
es crucial para la activacion y supervivencia de los eosinéfilos. Una vez que este
cambio hacia un perfil Th2 ocurre tiende a perpetuarse. Las personas atbépicas
probablemente se encuentren genéticamente predispuestas al fenotipo Th2 8.

La sensibilizacién que ocurre en la rinitis alérgica es casi siempre debida a factores
transportados en el aire que son inhalados. Estos aeroalergenos pueden emanar de
fuentes intra o extradomiciliarias y pueden ser perennes, relativamente constantes o
tener picos estacionales. Las fuentes extradomiciliarias son casi invariablemente de
origen vegetal o fungico, usualmente, granos de polen o esporas de hongos;
frecuentemente ocasionan picos estacionales, lo cual ayuda a identificar al
aeroalergeno desencadenante’®. Los alérgenos intradomiciliarios con mayor
frecuencia provienen de origen animal: acaro del polvo, cucarachas o caspas de
animales. Con menor frecuencia, pero posible, los sintomas son debidos a esporas
de hongos, especialmente cuando existe humedad. A pesar de que las exposiciones
a este tipo de alérgenos son de naturaleza perenne, también se presentan picos
estacionales: al acaro del polvo en el final del verano o a principios del otofio, a

caspas de gatos y perros al final del invierno y a la cucaracha en verano .

Linfocitos CD4+CD25+FOXP3+

Recientemente se ha identificado una variedad de células T supresoras o reguladoras (Treg) que se desarrollan como parte
normal del sistema inmune (T reguladoras naturales) o en respuesta a exposiciéon de antigenos (T reguladoras de Adaptacion)
12

Las células T reguladoras 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 CD25hi) ', A diferencia de las células Th CD4, estas



células CD25hi NO proliferan o producen citocinas cuando se estimulan con un antigeno en el laboratorio, pero suprimen

activamente la proliferacién y la produccién de citocinas de células T (denominadas efectoras). Deben su fenotipo de supresién

en gran parte a la expresién de altos niveles de factor de transcripcion Foxp3.

Desde la década de 1970, se propuso que las células T supresoras son capaces de

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

14,15, 16

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

subpoblacién de células supresoras fue propuesta, las cuales expresaban CD4 y
fueron nombradas células T reguladoras '’. La funcién principal de las células T

reguladoras fue originalmente definida como la prevencion de enfermedades

18

autoinmunes manteniendo la autotolerancia Con los anos, varias funciones

adicionales se han sugerido y sera de gran importancia aclarar el papel que

realmente poseen las células Treg en el sistema inmune. Una de las funciones que

19, 20, 21

recientemente se ha observado es la regulacion de la alergia , induccion de la

22, 23, 24, 25

tolerancia contra antigenos de la dieta , induccién de tolerancia materna al

feto 2, proteccion de bacterias comensales para eliminacién por el sistema inmune

27

La produccién de IL-10 de las células T tiene la capacidad de suprimir la produccion de citocinas derivadas de células Th2
estimuladas por alérgeno, como la produccién de IL-4 de células T efectoras, a través de mecanismos que incluyen produccién
de IL-10, el TGF-B, CTLA-4 y PD-1. Se ha observado que en pacientes atdpicos la produccién de IL-10 por células T
reguladoras estd reducida y la produccién de IL-4 aumenta. Esto sugiere que las células T CD4+CD25+ que producen la IL-10
tienen la posibilidad de suprimir la respuestas patégena Th2 y que esta supresion puede ser defectuosa o se reemplaza en

pacientes con enfermedad alérgica .

Se han reportado pocos estudios acerca los niveles de linfocitos T
CD4+CD25+FoxP3+ y su asociacion con procesos alérgicos. Se han observado
resultados contradictorios en los niveles de células Treg en pacientes con rinitis
alérgica ya que al compararlos con sujetos sanos se han identificado niveles

29,30,31

disminuidos, normales o aumentados , esto ha sido debido a que Unicamente



se ha determinado la presencia de células Treg en base a CD25, el cual, por si solo,
es un marcador inespecifico de activacion de linfocitos T, por lo que es necesario
determinar los niveles de expresién de Fox-P3 para evaluar de manera mas precisa

los niveles de células Treg.

Diagnéstico

El diagnéstico se realiza en base al cuadro clinico: la presencia de prurito nasal y
estornudos, la severidad y progresion de los sintomas, el predominio estacional, los
factores desencadenantes, la exposicion ambiental, el uso de medicamentos vy
factores que disminuyen la sintomatologia. La historia familiar de enfermedad atopica
sugiere rinitis alérgica. A la exploracion fisica se puede encontrar una coloracion
azulada por debajo de los ojos, “ojeras alérgicas” y el signo de Dennie-Morgan, los
cuales son secundarios a edema. La linea transversa en el dorso de la nariz se ve en
ninos que empujan sus palmas bajo de la nariz de manera cronica en respuesta al
prurito o a la rinorrea. Los cornetes se observan edematosas, congestivas y
eritematosas. Se puede observar hiperplasia linfoide en la faringe posterior. Se
puede presentar respiracion oral secundaria a la obstruccion nasal que puede causar
la llamada “facies alérgica” *.

Se puede realizar determinacién de anticuerpos IgE especificos tanto en secrecion
nasal como en suero. Pero el diagnostico con mayor sensibilidad y costo efectividad
lo tienen las pruebas cuténeas, ya sea por prick o mediante pruebas intradérmicas *.
Otra herramienta diagnéstica son la citologia en moco nasal y la determinaciéon de
oxido nitrico, este Ultimo aun no se encuentra disponible en la mayoria de los

centros'.



Tratamiento

Una vez que se ha realizado el diagnéstico de rinitis alérgica y va a iniciarse el
tratamiento debe tomarse en cuenta que los objetivos son disminuir la frecuencia y
severidad de los sintomas que afectan el suefio y las actividades de la vida cotidiana
con los minimos efectos adversos.

Los medicamentos generalmente son administrados via oral o intranasal, la eficacia
de los medicamentos varia entre los pacientes. Una vez que los farmacos ya no son
administrados su eficacia se detiene y generalmente hay recaida de los sintomas,
por lo que deben mantenerse por largos periodos en la rinitis alérgica persistente’.
Los antihistaminicos de primera y segunda generacién disminuyen los sintomas, se
prefieren los de segunda generacién por sus menores efectos adversos. Los
glucocorticoides intranasales son los medicamentos mas eficaces disponibles para el
tratamiento de la rinitis alérgica, mejoran todos los sintomas y dado que su absorcién
sistémica es minima son bajos los efectos adversos. La maxima eficacia se alcanza
a las 2 semanas de iniciar el farmaco®.

Otros medicamentos que se encuentran disponibles son los antagonistas del
receptor de leucotrienos, los cuales han demostrado superiores al placebo para el

control de la rinitis alérgica’.

Inmunoterapia Especifica

La terapia de desensibilizacién consiste en inyecciones, y mas recientemente, la
ingestion de extractos de alérgenos, funciona como un modificador inmunitario
especifico de antigeno, aunado a la farmacoterapia sintomatica es eficaz. Esta
indicado cuando a pesar de los medicamentos no existe mejoria de los sintomas

alérgicos y cuando no es posible evitar la exposicion del alérgeno. Estudios clinicos



controlados han demostrado la eficacia de la inmunoterapia especifica en la rinitis
alérgica, asi como otras enfermedades como asma y anafilaxia por veneno de
himendpteros. Se inyectan por via subcutanea o se ingieren por via oral cantidades
mayores de proteinas alergénicas una o dos veces por semana, hasta una dosis
maxima tolerada (por lo general 100 000 veces la dosis inicial, equivalente a 2 a 100
ug del alérgeno principal. Los beneficios clinicos prolongados parecen continuar
después de interrumpir la inmunoterapia luego de 3-4 afios de tratamiento®.

La inmunoterapia con alérgenos se individualiza en base a la historia clinica y
pruebas especificas para alérgenos. Como la mayoria de pacientes atdpicos son
alérgicos a multiples alérgenos, el tratamiento por lo general consiste en mezclas de
éstos™>.

La inmunoterapia con alérgenos a diferencia del tratamiento farmacolégico y el
tratamiento de prevencion pueden mejorar el curso natural de la enfermedad
alérgica. En individuos alérgicos la interrupcién de la farmacoterapia produce
recurrencia de los sintomas al repetir la exposicion al alérgeno. Como la
inmunoterapia altera la respuesta inmunitaria especifica subyacente, su efecto
persiste mucho después de que se ha interrumpido y puede provocar la cura para
algunos individuos®®.

El objetivo de la inmunoterapia especifica es incrementar la conversiéon de una
respuesta inmunitaria especifica para un alérgeno de tipo patolégico en una
protectora. Se ha descrito que se induce la produccion de anticuerpos IgG
especificos contra el alérgeno, especialmente anticuerpos del tipo 1gG4, los cuales
poseen una funciéon “bloqueadora” porque inhibe la union de la IgE al alérgeno.
También pueden detectarse anticuerpos bloqueadores de isotipos IgA. Durante el

tratamiento de mantenimiento estos anticuerpos persisten pero disminuyen



gradualmente hasta que se interrumpe el tratamiento. También se ha observado
incremento en citocinas como IL-10 y TGF-B, las cuales suprimen la funcién de las
células Th2, Th1, células cebadas, eosindfilos y regulan la produccion de isotipos de
inmunoglobulinas por las células B, disminuyendo los niveles de IgE®’.

Aun se desconocen muchos de los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la
inmunoterapia especifica, por lo que el conocimiento de estos mecanismos de accion

permitira el desarrollo de nuevas inmunoterapias y mas eficaces.



2. JUSTIFICACION.

Conocer los procesos inmunol6gicos que participan en la generacion o en mantener
los procesos alérgicos ayudaria a describir los mecanismos fisiopatolégicos de la
rinitis alérgica y podria ser de utilidad en el seguimiento de la respuesta al
tratamiento asi como para proponer blancos terapéuticos.

Recientemente, se ha propuesto que la participacién de los linfocitos CD4+CD25+
FOXP3+ podria jugar un papel preponderante en la patogenia de las enfermedades
alérgicas, por lo que identificar si existe diferencia en los niveles de expresién de
estas células en pacientes con rinitis alérgica entre quienes han recibido
inmunoterapia comparado con los que no seria de utilidad en el diagndstico,

seguimiento y prondstico de estos pacientes.



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢ Es diferente la expresion de los linfocitos CD4+CD25+FOX-P3+ en pacientes con

rinitis alérgica sin inmunoterapia especifica comparada con pacientes que han

recibido inmunoterapia especifica?



4. HIPOTESIS.
Los pacientes con rinitis alérgica que no han recibido inmunoterapia tendran niveles
de expresién de CD4+CD25+Fox-P3+ significativamente menores en comparacion

con los pacientes que han recibido inmunoterapia.



5. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles de expresion de CD4+CD25+Fox-P3+ en linfocitos de
pacientes con rinitis alérgica sin inmunoterapia con los de pacientes con

inmunoterapia especifica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar el numero de linfocitos CD4+CD25+Fox-P3+ de pacientes con rinitis
alérgica con y sin inmunoterapia.

Cuantificar los niveles de inmunoglobulinas, eosinéfilos en secrecidn nasal,
leucocitos y su diferencial y subpoblaciones linfocitarias de pacientes con rinitis

alérgica y compararlos entre ambos grupos.



6. MATERIALES Y METODOS.
A. Universo de trabajo.
- Pacientes con el diagnéstico de rinitis alérgica tratados en la consulta del servicio

de Inmunologia Clinica y Alergia del CMN 20 de Noviembre ISSSTE.

B. Seleccién de la muestra.

Se incluyeron a todos los pacientes que reunian los criterios de inclusién de manera
consecutiva. 30 pacientes con el diagnéstico de rinitis alérgica sin inmunoterapia y 30
pacientes con inmunoterapia especifica. Se realiz6 muestreo no probabilistico de

casos consecutivos.

C. Tipo de estudio.

Estudio transversal, observacional, analitico.

D. Criterios para ingresar al estudio.

D.1. Criterios de inclusién.

- Mayores de 18 afos y menores de 60.

- Ambos sexos.

- Con diagnédstico de rinitis alérgica: historia clinica compatible confirmada por
exploracion clinica, pruebas cutaneas intradérmicas positivas a alérgenos
ambientales comunes o estudios de laboratorio (eosindéfilos en moco nasal y niveles
de IgE).

- Pacientes con y sin inmunoterapia especifica.

- Quienes aceptaron y firmaron carta de consentimiento informado para participar en

el estudio.



D.2. Criterios de exclusién.
- Pacientes de quienes no se contaba con los estudios inmunoldgicos completos.

-Que no aceptaron participar en el estudio

E. Descripcion de variables.

Severidad de la rinitis alérgica:

DEFINICION CONCEPTUAL: Frecuencia de presentacién de los sintomas de rinitis
alérgica y su interferencia con las actividades de la vida cotidiana.

DEFINICION OPERACIONAL: Grado de severidad en base a la declaracion
propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud en base a ARIA (allergic rhinitis
and its impact on asthma).

ESCALA DE MEDICION: Ordinal.

UNIDADES DE MEDICION: Leve (no interfiere con actividades de la vida cotidiana) o
moderada/severa (interfiere con el suefo, ejercicio, actividades laborales y
escolares), intermitente (menos de 4 dias a la semana o0 menos de 4 semanas) o

persistente (mas de 4 dias a la semana 0 mas de 4 semanas).

Alérgeno:

DEFINICION CONCEPTUAL: Sustancia que puede inducir una reaccion de
hipersensibilidad (alérgica) en personas susceptibles, que han estado en contacto
previamente con el alérgeno.

DEFINICION OPERACIONAL: Sustancias volatiles que pueden desencadenar una
reaccion de hipersensibilidad tipo | en individuos susceptibles.

ESCALA DE MEDICION: Categoérica.

UNIDAD DE MEDICION: Pélenes, caspas de animales y hongos.



MARCADORES SEROLOGICOS

- Subpoblaciones de linfocitos

CD3:

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

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

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua

UNIDAD DE MEDICION: Numero de células/mL

CD4:

DEFINICION CONCEPTUAL: Grupo de diferenciacion 4. Es una glicoproteina
expresada en la superficie de los linfocitos T, células T reguladoras, los monocitos,
macrofagos 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 interaccidbn con células presentadoras de antigenos.
Interactua directamente con las moléculas MHC de clase Il en la superficie de las
células presentadoras de antigenos mediante su dominio extracelular.

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

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Numero de células/mL.

CDS8:



DEFINICION CONCEPTUAL: Grupo de diferenciacion 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 |.

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

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Nimero de células/mL.

RELACION CD4/CD8:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es el cociente de los niveles de los linfocitos CD4 entre
los niveles de linfocitos CDS8.

DEFINICION OPERACIONAL: Cociente de los niveles de CD4 entre los niveles de
CDs8.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: No tiene.

Proteina FOX-P3

DEFINICION CONCEPTUAL: FOXP3 (Forkhead box P3) es un gen implicado en las
respuestas del sistema inmunolégico. 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 aun 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: Porcentaje de células T CD4+que lo expresan.

Eosinofilos en secrecion nasal:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es la presencia de eosinéfilos en el moco nasal como
consecuencia de la IL-5 que favorece su migracion y supervivencia en este sitio, se
produce en estados de rinitis alérgica y procesos inflamatorios.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de eosinofilos en moco nasal extraido
mediante hisopo con tincion de Wrigt.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDAD DE MEDICION: Porcentaje

Cuenta diferencial de leucocitos en biometria hematica:

DEFINICION CONCEPTUAL: Los leucocitos son un conjunto heterogéneo de células
sanguineas que son los efectores celulares de la respuesta inmune, asi intervienen
en la defensa del organismo contra sustancias extrafias o agentes infecciosos
(antigenos).

Neutrdfilos: Los neutréfilos, denominados también polimorfonucleares (PMN), son

glébulos blancos de tipo granulocito. Miden de 12 a 18 um y es el tipo de leucocito

mas abundante de la sangre en el ser humano. Se presenta del 60 al 75%.

Eosindfilos: Leucocito granulocito pequefio, posee granulos citoplasmicos; estas

proteinas granulares son responsables de muchas funciones proinflamatorias,

principalmente en la patogénesis de las enfermedades alérgicas, como célula

efectora de hipersensibilidad inmediata, asi como en la muerte de parasitos.




Linfocitos: Estan comprendidos dentro de los agranulocitos. Son los leucocitos de
menor tamano (entre 7 y 15 um), 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.

UNIDADES DE MEDICION: Numero de células/mma3.

Inmunoglobulina E:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es un tipo de anticuerpo (o inmunoglobulina "isotipo")
gue sélo se ha encontrado en los mamiferos. Desempefa 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: Determinacion de esta glucoproteina mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Inmunoglobulina G:
DEFINICION CONCEPTUAL: Los anticuerpos IgG estan involucrados
predominantemente en la respuesta inmune secundaria. Es la inmunoglobulina mas

abundante y esta distribuida en partes aproximadamente iguales en la sangre y los



liquidos de los tejidos, constituye el 75% de las inmunoglobulinas séricas en los
seres humanos.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de esta glucoproteina mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Subclases de la inmunoglobulina G:

DEFINICION CONCEPTUAL: Existen cuatro subclases de 1gG (IgG1, 2, 3y 4) en los
seres humanos, las cuales se nombran de acuerdo a su porcentaje de de su
abundancia en el suero (la IgG1 es la mas abundante 66%, 1gG2 23%, 1gG3 7%,
IgG4 4%). Presentan diferencias en cuanto a su paso a través de la placenta, la
activacién de la cascada de complemento y su unién al receptor Fc en las células
fagociticas.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacién de estas glucoproteinas mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Inmunoglobulina A:

DEFINICION CONCEPTUAL: Es un anticuerpo que desempefia un papel critico en la
inmunidad de las mucosas. La mayoria de la IgA se produce en el revestimiento de
las mucosas en una proporcion mayor que el resto de los demas tipos de anticuerpos

combinados. Se encuentra en las lagrimas, saliva, calostro y secreciones del tracto



genitourinario, gastrointestinal, prostata y epitelio respiratorio. También se encuentra
en pequenas cantidades en la sangre.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de esta glucoproteina mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Inmunoglobulina M:

DEFINICION: CONCEPTUAL: Es un anticuerpo que esta presente en las células B.
La IgM forma polimeros en los que multiples inmunoglobulinas estan unidas
covalentemente con puentes disulfuro. Los anticuerpos IgM aparecen temprano en
el curso de una infeccion y por lo general vuelven a aparecer, en menor medida,
después de una exposicion subsecuente.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion de esta glucoproteina mediante
nefelometria.

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.

UNIDADES DE MEDICION: Unidades Internacionales/mL.

Variables demograficas

Edad:

DEFINICION CONCEPTUAL: El nimero de afnos cumplidos, referidos por el paciente
desde su nacimiento a la fecha de realizacion del estudio.

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

ESCALA DE MEDICION: Cuantitativa continua.



UNIDAD DE MEDICION: Afos.

Género:

DEFINICION CONCEPTUAL: Sexo de asignacién del sujeto.
DEFINICION OPERACIONAL: Sexo de asignacién del sujeto.
ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotémica.

UNIDAD DE MEDICION: Hombre o mujer.

F. Procedimiento.

Los pacientes con rinitis alérgica fueron diagnosticados en base a cuadro clinico,
examenes de laboratorio (eosinéfilos en secrecidbn nasal, determinacién de
inmunoglobulinas, biometria hematica) y pruebas cutaneas a alérgenos comunes, las
cuales deberan haber resultado positivas por lo menos a un alérgeno ya sea pélenes,
caspas de animales u hongos.

Una vez que los pacientes fueron informados de la naturaleza del estudio y dar su
consentimiento por escrito, se les tomé una 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 determinacién de marcadores humorales.
Los marcadores celulares determinados fueron CD3, CD4, CD8 y FOX-P3, los cuales
se cuantificaron mediante citometria de flujo. Esta técnica de analisis celular permite
medir las caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las células
conforme se las hace pasar a través de un rayo de luz. Para su analisis 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 tamano de las células que pasan y al medir la reflexion de la luz de



manera lateral se evalla 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 determinados son los que habitualmente se cuantifican
en pacientes alérgicos, los cuales son IgE, 1gG, subclases de 1gG, IgA e IgM, los
cuales se cuantificaron mediante ELISA con equipo automatizado disponible en el

laboratorio del hospital.

G. Analisis estadistico.

Para la descripcion de las caracteristicas generales del grupo se utilizaron medidas
de resumen (promedios, mediana y porcentajes) asi como de dispersion, (desviacion
estandar). Para evaluar diferencia estadistica entre las variables cuantitativas se

utilizara la prueba U de Mann—-Whitney de acuerdo a la distribucion muestral.



7. CONSIDERACIONES ETICAS.

El trabajo de investigacion fue aprobado por el Comité Local Investigacién de la
institucion.

Este estudio representa un riesgo menor al minimo. Las muestras sanguineas son
las mismas que se requieren para el diagnostico y seguimiento de los pacientes. Los
pacientes fueron incluidos so6lo después de ser informados acerca de la naturaleza
del estudio y dar su consentimiento por escrito para la utilizacién de sus muestras
sanguineas en la investigacion.

Se aplicaron las normas de seguridad necesarias de acuerdo a los principios del
Cédigo de Nuremberg, la Declaracién de Helsinki, la Enmienda de Tokio y el Informe

Belmont.



8. RESULTADOS

Se incluyeron 59 pacientes con rinitis alérgica de enero a julio de 2010, 29 pacientes
se encontraban bajo inmunoterapia especifica (ITE) y 30 pacientes adn no iniciaban
dicho tratamiento. Todos los pacientes incluidos presentaban rinitis alérgica leve
intermitente. Los pacientes en el grupo de ITE se habian mantenido bajo
tratamiento de hiposensibilizacion por lo menos durante un afo. Las caracteristicas

demograficas se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de pacientes con rinitis alérgica

Pacientes con ITE Pacientes sin ITE

Numero 29 30

Edad (afios) 36.4 (18-58) 40.4 (18-60)
Hombres 8 (27.5%) 11 (36.6%)
Mujeres

21 (72.5%) 19 (63.4%)




El alérgeno mas comun en ambos grupos fue el polvo, seguido por el &caro y
diversos pédlenes. La grafica numero 1 muestra la distribucién de los distintos

alérgenos tanto en el grupo que recibia inmunoterapia como en el que no.

Grafica 1. Distribucidn de los distintos alérgenos entre ambos grupos de pacientes.
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Con respecto a los polenes, tanto los pacientes con ITE como los que se
encontraban sin ITE mostraron mayor reactividad a los pastos y malezas
(Amaranthus y Artemisia) y a éarboles (Fraxinus, Alamo y Encino). La gréfica 2

muestra la distribucion de la reactividad a los distintos polenes.

Grafica 2. Reactividad a los distintos pélenes entre los pacientes con rinitis alérgica.
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Se observd que en ambos grupos de tratamiento los pacientes con rinitis alérgica
muestran distintas comorbilidades, las mas frecuentes, son padecimientos alérgicos
como asma pero una alta proporcidon muestran autoinmunidad e inmunodeficiencia.
Con respecto a las enfermedades autoinmunes el 17.2% presentaba tiroiditis
autoinmune (5 pacientes), el 6.8% vitiligo (2 pacientes) y el 3.4% uveitis (1 paciente)

en el grupo de ITE; en el grupo de pacientes sin ITE el 13.3% presentaba tiroiditis



NUMERO DE CASOS

autoinmune (4 pacientes) y el 3.3% psoriasis (1 paciente). También, la frecuencia de
inmunodeficiencias fue distinta entre los grupos, en el grupo de pacientes con ITE el
20.6% presentaba deficiencia de linfocitos T CD4 (6 pacientes), el 3.4% deficiencia
de linfocitos T CD8 (1 paciente) y el 3.4% deficiencia de IgA (un paciente); en el
grupo sin ITE el 6.6% presentaba deficiencia de linfocitos T CD4 (2 pacientes) asi
como el 6.6% presentaba deficiencia de linfocitos T CD8 (2 pacientes). En ambos
grupos el 6.6% presentaba cancer de mama (dos pacientes). La grafica 3 sefala las

distintas enfermedades que presentaron los pacientes con rinitis alérgica.

Gréfica 3. Tipo de comorbilidades de los pacientes con rinitis alérgica.
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Se realizaron determinaciones de leucocitos y su diferencial sin encontrarse
diferencia estadistica entre los grupos. Tampoco se observaron diferencias
estadisticas entre las subpoblaciones de linfocitos, IgM, IgA, IgG y las subclases de
IgG. El isotipo IgG4 mostré concentraciones mayores en el grupo de ITE pero no
presento significancia estadistica. La grafica 4 muestra la distribucion de este isotipo

de inmunoglobulina entre los grupos.

Graéfica 4. Distribucién de la IgG4 entre los grupos de pacientes con rinitis alérgica.
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Los niveles de IgE fueron similares entre ambos grupos sin presentar diferencia
estadistica. La tabla 2 muestra la distribucién de estos pardmetros entre los grupos.

La grafica 5 muestra la distribucion de la IgE entre los grupos.

Grafica 5. Distribucién de la IgE entre los grupos de pacientes con rinitis alérgica.
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Con respecto al nivel de expresion de la proteina FOXP3, ésta se encontré mas baja
en los pacientes con rinitis alérgica con ITE, sin embargo, no se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los pacientes sin ITE. Ver tabla 2,

grafica 6.

Gréfica 6. Distribucidn de los valores de expresion de FOXP3 entre los grupos.
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Tabla 2. Comparacibn de niveles de proteina FOX-P3, leucocitos
inmunoglobulinas.
. Desviacién o
Media estandar IC 95% P
SINITE 8.24 3.0
FOXP3 > i e e -1.46 2.06 57
SIN ITE 387.45 696.26 -
IgE CONITE | 460.83 767.32 458.37597 | °11.61102 | .37
SIN ITE 131.81 46.40
IgM T Ty o -33.03366 | 27.65344 | 73
SIN ITE 257.94 109.54
IgA ST Y o -18.49201 | 86.39937 | 34
SINITE | 1243.10 319.04 -
lgG CONITE | 128583 315.93 208.30422 | 122-84905 | .46
SIN ITE 795.23 202.93 -
lgG1 CONITE | 795.70 299.09 149.75595 | 14881749 | .88
SIN ITE 319.65 140.85
lgG2 T T e ee -02.86447 | 88.43099 | 77
SIN ITE 29.45 17.17
IgG3 SN TTE = et -26.89324 | 10.76601 | .80
SIN ITE 72.46 75.91
0G4 oon e e o 5755110 | 38.18369 | .67
Eosindfilos | sIN ITE 24.14 33.19
en moco -21.09236 | 14.77563 | 58
Linfocitos SIN ITE 1571.37 496.86 -
CD3 CONITE | 1565.38 568.84 072.18332 | 284.15803 | .63
Linfocitos SIN ITE 922.30 296.03 -
CD4 CONITE | 878.48 366.69 129.63799 | 21727248 | .34
Linfocitos SIN ITE 576.97 267.14 -
CD8 CONITE | 64455 285.86 21177214 | 76-60202 | .29
Relacién | SINITE 1.76 62
linfocitos T -.10408 .59096 .09
cD4/cD8 | CONITE 1.52 71
Loucocitos |_SINTTE | 724333 1682.23 - 1544.8865 |
CONITE | 6602.76 1786.34 | 263.73710 2 :
- SINITE | 2194.70 697.42 -

Linfocitos =S TE | 2305.86 715.72 47956785 | 227-24371 | .77
» SINITE | 410067 1516.08 14225548
Neutréfilos CONTTE 3397 93 190403 -17.08356 5 .06

e SINITE 261.73 223.20 -
Eosindfilos —=5 7 rE 262.41 293.62 136.35872 | 13499780 | .46

Prueba U de Mann-Whitney

e



9. DISCUSION

Se ha comprobado desde hace un siglo la efectividad de la inmunoterapia especifica
favoreciendo la hipo o desensibilizacién de los pacientes alérgicos'. Diversos
estudios clinicos controlados han demostrado la mejoria clinica a largo plazo®.
Recientemente, se han dilucidado algunos de los mecanismos inmunol6gicos
responsables de dicha eficacia.

Una molécula, la proteina FOX-P3 ha sido asociada a la regulacién de la respuesta
inmune'®'. Se ha descrito implicada en la evitacién de enfermedades alérgicas y
autoinmunes ya que se expresa en las células Treg, las cuales han sido propuestas
como uno de los mecanismos que favorecen la hiposensibilizacion a largo plazo
inducida por la inmunoterapia especifica®’.

Se ha observado que los pacientes con rinitis alérgica tratados con ITE a polen de
pasto muestran aumento en la expresién de FOXPS3, lo cual favorece la supresion de
la proliferacién de las células T efectoras, y la produccién de INF-g*2.

Recientemente, O’Hehir RE et al demostraron en un ensayo clinico controlado con
placebo con pacientes con rinitis alérgica sometidos a ITE con polvo casero que las
células Treg CD4+CD25+FOXP3+ incrementan en los pacientes bajo tratamiento lo
cual correlaciona positivamente con la calidad de vida y disminucién de los sintomas.
Ademas, los niveles de IL-10 y TGF-B aumentaron

Induciendo la supresién de las células T CD4 efectoras®.

En nuestro estudio no encontramos diferencia estadisticamente significativa entre los
pacientes con rinitis alérgica que habian recibido ITE durante mas de un afo en
comparacién con los pacientes que aun no iniciaban este tratamiento. Observamos
que los niveles de expresion de la proteina FOX-P3 fueron mayores en el grupo sin

ITE. Lo anterior puede ser debido a que un alto porcentaje de pacientes en el grupo



de ITE (27.4%) mostraban otras alteraciones en la regulacién del sistema inmune
como enfermedades autoinmunes en comparacion con el grupo sin ITE (16.6%), que
no pudieron favorecer el incremento de las células Treg como lo reportado por otros
autores, ademas, de que no todos los pacientes habian recibido la ITE durante el
mismo tiempo. Otra de las causas que podria haber influido en los resultados es que
en nuestro servicio de inmunologia y alergia no se utilizan alérgenos estandarizados

que son los que han demostrado mayor eficacia en el tratamiento™.



10. CONCLUSIONES

Los pacientes con rinitis alérgica que no han recibido inmunoterapia especifica no
muestran diferencia en los niveles de expresiéon de FOX-P3 en comparacion a los
pacientes que han recibido este tratamiento por mas de un afno.

La IgG4 es mayor en los pacientes con rinitis alérgica que han recibido
inmunoterapia especifica.

Los pacientes con rinitis alérgica tienen riesgo de presentar comorbilidades propias
de alteraciones en la regulacion de la respuesta inmune como son autoinmunidad y
cancer.

Una proporcidon importante de pacientes con inmunodeficiencia desarrolla

manifestaciones alérgicas como la rinitis alérgica.
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12. ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
México DF a de de 2010.

Por medio de la presente se me invita a participar en el protocolo de investigacién: “LINFOCITOS T
REGULADORES CD4+CD25+FOX-P3+ EN PACIENTES CON RINITIS ALERGICA” el cual fue
aprobado por la comisién cientifica del ISSSTE. La Dra. Erika Coria Ramirez, Residente del servicio
de Inmunologia Clinica y Alergia del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre se encuentra
realizando la especialidad de Inmunologia Clinica y Alergia y realizara este estudio para presentarlo
como tesis de especialidad. El objetivo del estudio es: Conocer si existen diferencias en unas
moléculas que se llaman CD25 y FOX-P3 en los linfocitos (globulos blancos) de pacientes con
rinitis alérgica comparados con pacientes sin esta enfermedad, ya que se ha observado que
los niveles alterados de estas moléculas pudieran favorecer el desarrollo de las enfermedades
alérgicas. Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Otorgar una muestra de 10 militros
de sangre venosa (aproximadamente 3 cucharadas de café) mediante un piquete en alguno de mis
brazos. Ademas, deberé responder preguntas para evaluar mi estado de salud.

Los posibles riesgos son los siguientes: Dolor en el sitio de puncidén (extraccion de la muestra),
equimosis transitoria (moreton) en el sitio de puncién. Para reducir las molestias al minimo se
garantizara que la persona encargada de la toma de la muestra tenga experiencia y asi lo haga con el
mayor cuidado.

Se me explicd que no obtendré ningun beneficio inmediato de los resultados del presente trabajo, pero
que la informacién que se obtenga ayudara al mejor conocimiento de la enfermedad que se estudia.
Se me ha informado que en caso de no aceptar no hay problema por no participar pues continuaré
recibiendo la atencién médica de la misma manera. Podré hacer cualquier pregunta y aclarar cualquier
duda que le plantee de los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacién
o de la enfermedad que se estudia. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en
cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo
en el Instituto. El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en
las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad seran manejados en forma confidencial. Se me explicé que los resultados no se me
entregaran, pero puedo conocerlos, y que no seran utilizados para tomar decisiones acerca de mi
enfermedad.

Nombre, firma y direccion del otorgante

Nombre, firma y direccién del testigo Nombre, firma y direccién del testigo

Investigadores responsables: Dra. Erika Coria Ramirez Residente de Inmunologia Clinica y Alergia

Dra. Maria Eugenia Vargas Camano. Médico adscrito al servicio de
Inmunologia Clinica y Alergia
Servicio de Inmunologia Clinica y Alergia Tel 52005003ext 14526

Presidente del Comité de Etica: Dr. Abel Archundia Garcia CMN 20 de Noviembre ISSSTE
Tel 52005003. Comité de Etica ext. 14629

Av. Félix cuevas 540 Col. Del Valle, Delegacion Benito Juarez C.P. 03229 Tel 52005003 ext. 14629



ANEXO 2

ABREVIATURAS

CD Grupo de diferenciacion (del inglés “cluster of differentiation”)

Fc Fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas

FceRI Receptor de alta afinidad

FOX-P3 Gen que codifica para la proteina que lleva su nombre (del inglés
“Forkhead box P3”)

Ig Inmunoglobulina

IL Interleucina

ITE Inmunoterapia especifica

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

TCR Receptor de célula T

Th Células T cooperadoras (del inglés “T helper”)

Células T reguladoras
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