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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la celularidad y marcadores de inflamacion en muestras de esputo inducido y suero, en

una poblacion infantil con diagndstico de asma alérgica.

Objetivos Especificos

e Evaluar los niveles de histamina, proteina catiénica del eosindfilo, triptasa e IL-5, tanto
en suero como en esputo y su posible relacion con el proceso inflamatorio caracteristico
del asma.

e Determinar la correlacion entre los marcadores de inflamacion y la citologia en esputo.



RESUMEN

El asma es una enfermedad de gran importancia social, de evolucién crénica y distribucién
universal. Existen varios intentos en definir el asma en términos de su impacto en la funcion
pulmonar, tales como; limitacion del flujo de aire, reversibilidad e hiperreactividad de las vias
respiratorias. Globalmente se atribuyen al asma unas 250.000 muertes al afio y su prevalencia
en el mundo va en aumento. En México son frecuentes los errores en el diagnostico del asma.
En los Ultimos afios se ha despertado un gran interés en la posibilidad de monitorear la
severidad del asma y la respuesta al tratamiento antiinflamatorio, mediante técnicas no
invasivas. Dos técnicas que han recibido cada vez méas atencion son el analisis de esputo

inducido (El) y la evaluacion de marcadores en aire exhalado.

Debido al efecto de este padecimiento en la calidad de vida de los pacientes, desde el
punto de vista del laboratorio clinico, es de suma importancia idear técnicas que guien al clinico
en el seguimiento de la enfermedad y a su posterior tratamiento. Por lo cual en el presente
trabajo se estudiaron 103 casos de nifios con diagnéstico de asma alérgica, a los cuales se les
indujo al esputo y toma de muestra sanguinea, para la determinacion de Histamina, Triptasa, IL-
5 y Proteina Catiénica del Eosindfilo, utilizando las técnicas de ELISA y Fluoroinmunoensayo
Enzimatico, ademas se estudio la citologia presente en muestras de esputo. Se realiz6 la
determinacién de los parametros tanto en sangre como en esputo, para observar si existia una

correlacion significativa (r= 0.75) entre ellos.

Los niveles de ECP e histamina en suero, se encontraban incrementados en el 45.6% y
62.1% de las muestras analizadas respectivamente. Mientras que en esputo el 94.1% de los
pacientes presentaron niveles de histamina mayor de lo normal, asi como un incremento en los
niveles de ECP en el 65.6%. Solo el 0.97% de los pacientes presentaron concentraciones
elevadas de triptasa en muestras de suero y expectoracion, al igual que los niveles de IL-5 en

suero.

Si bien no se observd, una correlacion significativa entre los diversos parametros
evaluados, el 100% de los pacientes presenté un incremento significativo en el porcentaje de

eosindfilos y linfocitos. Lo que indica un proceso inflamatorio activo en vias respiratorias.



INTRODUCCION

En la actualidad uno de los problemas generados debido al avance y desarrollo de nuestra
sociedad es la contaminacibn ambiental. Los contaminantes inhalables como polvos y
sustancias quimicas ambientales pueden desencadenar o agravar enfermedades de las vias
respiratorias, entre las cuales el asma es una de las mas importantes por su repercusion en la

calidad de vida del paciente.

El asma es una enfermedad de gran importancia social, de evolucién crénica y
distribucién universal. Existen varios intentos en definir el asma en términos de su impacto en la
funcién pulmonar, tales como; limitacién del flujo de aire, reversibilidad e hiperreactividad de las
vias respiratorias. Sin embargo, estos intentos se han viso frustrados por la falta de compresion
de los mecanismos involucrados en el asma (NIH, 2002). Hoy en dia el asma es considerada,
una enfermedad crénica inflamatoria que se caracteriza por una inflamacion preferentemente
eosinofilica, hipersecrecibn de moco e hiperrespuesta bronquial, sus principales hallazgos
distintivos son la inflamacion y el remodelado de la pared bronquial, unido a la obstruccion

reversible, parcial o total al flujo aéreo (Carrillo y col., 2006).

El costo global del asma excede el costo combinado del virus de la inmunodeficiencia
humana y la tuberculosis, siendo en Europa de aproximadamente 17,7 billones de euros al
afos. El despliegue tecnolégico acelerado esta propulsando todos los campos de investigacion
biomédica lo cual ha facilitado avances importantes en el conocimiento de los mecanismos
patogénicos del asma y ha dado lugar a avances en el manejo y control de la enfermedad. Sin
embargo, el nUmero de asmaticos continia aumentando. Globalmente se atribuyen al asma
unas 250.000 muertes al afio. Aunque la distribucion geografica de los fallecimientos por asma
muestra variaciones regionales en el mundo, factores como el tratamiento inadecuado, la
pobreza y las limitaciones en la accesibilidad a servicios de salud apropiados explican solo

parcialmente la mortalidad por asma (Ramos, 2007).

Esta enfermedad se presenta en cualquier sexo, edad o nivel socioeconémico.
Afectando mayormente a infantes, sobre todo a los varones. Existe la creencia que el asma se
cura espontaneamente en la adolescencia, un concepto erréneo, puesto que en dos tercios de
los nifios asmaticos la enfermedad persiste o reaparece en la edad adulta, periodo en que la

razon entre sexos se invierte, haciéndose mas frecuente en las mujeres (CMA, 2005).
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Se estima que 300 millones de personas alrededor del mundo sufren de asma (Masoli y
col.,2004). Se ha observado que la prevalencia de esta afeccion va en aumento, sin que se
conozca la causa precisa, aunque se ha asociado con ello la conversién de zonas rurales en
urbanas, las modificaciones en el medio ambiente intradomiciliario (construcciones, materiales
sintéticos, poca ventilacion, etc.) la mayor presencia de acaros de polvo, asi como factores
socioecondmicos y hereditarios (Sienra y col., 1999). En México, segun la informacion
preliminar de la fase lll del International Study of Asthma and Allergy in Childhood (ISAAC), la
prevalencia varia de 4.5 al 12 % con un promedio de 8%.(Barraza y col., 2001). Mientras que
en Hermosillo, Sonora, Mendoza y col, encontraron una prevalencia del 9.5% en nifios de

ambos sexos con edad de 9.1 £1.8 (Mendoza y col., 2000).

ANTECEDENTES

El asma se clasifica segun su presentacion como extrinseca, intrinseca, inducida por ejercicio,

ocupacional e inducida por aspirina.

Asma extrinseca, también llamada asma bronquial alérgica (ABA) mediada por
inmunoglobulina E (IgE). Generalmente se caracteriza por tener ABA aquellos sujetos que
experimentan predeciblemente sintomas después de ser expuestos a alérgenos especificos
como polenes vegetales, esporas de hongos, caspa de animales y polvos domésticos. El 90%

de los nifios asmaticos presentan este tipo de asma (Bochner y col., 1994).

Asma intrinseca. Aqui se encuentran individuos asmaticos por lo regular adultos, sin
antecedentes de enfermedad atépica con reacciones negativas para las pruebas cutaneas y
niveles normales de IgE séricas (Bochner y col.,, 1994). En este tipo de pacientes esta
enfermedad suele ser desencadenada por infecciones, especialmente respiratorias virales o
sinusitis. Ademéas pueden llevar al desarrollo del asma intrinseca el estrés emocional, la
contaminacioén del aire, el humo del tabaco y los extremos de calor, frio y humedad. En general

tienen una mayor hiperreactividad y su enfermedad es mas severa, incapacitante y progresiva.

Desde la primera descripcion del asma intrinseca, se ha debatido sobre la relacion de
esta variante de la enfermedad con la atopia. Una sugerencia es que el asma intrinseca

representa una forma de autoinmunidad desencadenada por alguna infeccién. Otros han
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sugerido que las personas con asma intrinseca son simplemente sensibilizadas con un antigeno
aun indetectable (Humbert y col., 1999). Si bien el asma intrinseca tiene un perfil clinico
diferente al asma atdpica, si presentan el mismo perfil inmunopatoldgico. Estudios de tejidos de
las vias respiratorias de autopsias de sujetos con asma intrinseca, muestran un perfil de
citocinas Th2 vy células inflamatorias, al igual que en los asmaticos atopicos (Umibe y col.,
2000).

Inflamacién de Vias Respiratorias en el Asma

Como se sefiala en la definicion del asma, la inflamacion de la via aérea implica la interaccion
de diversas células, mediadores y el epitelio respiratorio. Lo que resulta en los aspectos
fisiopatol6gicos caracteristicos de la enfermedad: inflamacién bronquial y limitaciéon del flujo

aéreo que da lugar a episodios recurrentes de tos y sibilancias (Holgen, 2008; NAEPP, 2007).

El factor clave en la homeostasis inmunolégica de las vias respiratorias depende de la
capacidad del sistema inmune para discriminar entre antigenos intrinsecos inofensivos y los
asociados a microorganismos patdégenos. En infantes el asma es particularmente compleja ya
gue varios elementos del sistema inmunitario, como la presentacion antigénica, la funcion de los
linfocitos T y la produccién de anticuerpos son inmaduros, lo que facilita las respuestas atépicas
(Bacharie y col., 2008).

La respuesta asmatica se divide: En inmediata (RI) y tardia (RT) la primera es de inicio
rapido, se presenta minutos después de la exposicion al desencadenante y alcanza su pico
maximo a los 15 minutos, con una duracion de 1 a 2 horas. Su caracteristica principal es que
depende del espasmo del musculo liso bronquial. La RT, inicia de 2 a 4 horas después del
estimulo; su maxima accion se presenta entre 5y 12 horas después, puede llegar a durar varios
dias. Los broncodilatadores tienen poco efecto, por lo que se considera que la

broncoconstriccion, en esta etapa no es tan importante como la inflamacion.

Como se puede observar en la figura 1 los linfocitos T poseen un papel central en la
inmunopatologia del asma. Se han identificado dos tipos de linfocitos T CD4" segun el perfil
de citocinas que produzcan: los linfocitos Thl y Th2, este Gltimo subtipo esta implicado en los

mecanismos inmunitarios del asma, segregando numerosas citocinas, destacandose entre ellas
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la (IL-4), causando el cambio de isotipo en las células B hacia la produccion de IgE. La
respuesta Th2 tiene como consecuencia el incremento en la produccién de moco, edema de
mucosa, obstruccion reversible de las vias aéreas, hiperrespuesta bronquial, restructuracion

tisular y sintomas clinicos de asma.

Mastocito

Cambios Loy e

Epiteliales mm
|

1 |

Células Dendriticas
la+

La Presentacion|

!
|
del Antigeno : |
| !
| |
v B '
Linfocito T PAF, etc
Virgen - Mastocito

Eosinéfilos

Activacion de
los Mastocitos

Linfocito T
Activado
ILa

Figura 1. Proceso Inflamatorio en el Asma. Fuente: Cantani, 2008.

Linfocitos T

El componente central del asma alérgica es la produccion de inmunoglobulina E (IgE). Los

alérgenos inhalados son procesados por las células dendriticas y posteriormente presentados a
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los linfocitos T CD4" nativos, mediante el complejo principal de histocompatibilidad de clase I1.
Las células dendriticas controlan la naturaleza de la respuesta inmune mediante la
diferenciacién de linfocitos T CD4" nativos, en linfocitos cooperadores (Th por sus siglas en
inglés) ya sea Thl o Th2. La estimulacion de un tipo de respuesta frente a la otra se basa en la
naturaleza de los mediadores producidos por las células dendriticas, que a su vez, estan
influenciadas por productos del epitelio de las vias respiratorias entre los que se encuentran

factor estimulante de colonias granulocitos y monocitos (GM-CSF), TSLP e IL-25.

Como se puede ver en la figura 2 la Linfopoyetina del estroma timico (TSLP), induce
importantes cambios en las células dendriticas. La captacién del antigeno y el efecto de la
TSLP provocan la maduracion de las células dendriticas (DC), asi como su migracién a los
ganglios linfaticos del mediastino. Cuando las células dendriticas entran a los ganglios
linfaticos, inducen la activacion y polarizacion de los linfocitos Th nativos. Este proceso
involucra la interaccion entre las moléculas coestimuladoras OX40 (CD134) presentes en la
membrana de los linfocitos T nativos y el ligando OX40L (CD134L) en las membranas de las
células dendriticas. Dichas interacciones dan como resultado la liberacién de IL-4 por parte de
las células T, citocina que induce la polarizacion de células T al subgrupo Th2 (Buc y col.,
2009).

iteli : iratori o® o0
Epitelio de las vias respiratorias o
Alérgeno

s
TSLP / 1L-4
N oxn - @
—@——C?

|IL-4, IL-5, IL-13, TNF|

Figura 2. Polarizacion de Células T Virgenes, hacia el Subconjunto Th2 Fuente: Bucy
col., 2009.
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Los linfocitos Th2 diferenciados estimulan el cambio en la sintesis de IgE, mediante la
secrecion de IL-4 e IL-13. Por otro lado la IL-13 tiene un claro papel en los cambios
estructurales de las vias respiratorias como lo son la produccion de moco y la proliferacion

celular en el musculo liso bronquial.

Otra citocina secretada por el subgrupo Th2 es la IL-5 que participa en la tanto en la
diferenciacién de los eosindfilos como en su supervivencia. De esta manera las citocinas
secretadas por los linfocitos Th2 modulan las respuestas fisiologicas caracteristicas del asma

alérgica incluyendo la inflamacidn, hiperactividad y remodelacion de las vias respiratorias.

Se ha postulado que las poblaciones Thl y Th2 se equilibran entre si, con la liberacion
de citocinas Thl se suprime la diferenciacion y proliferacion de células Th2 y viceversa, sin
embargo este modelo no es observado en el asma. Por lo cual el IFN-y secretado por las
células Thl no suprimen las reacciones inflamatorias mediadas por Th2 en los modelos
animales con asma, sino mas bien causan inflamacion neutrofilica grave, ademas de la
inflamacién eosinofilica impulsada por Th2. Ambas reacciones inflamatorias Thl y Th2 son

suprimidas por IL-10, sin embargo en individuos asmaticos existe un nivel bajo de IL-10.

Mastocitos

Como se puede observar en la figura 3 los mastocitos desempefian un papel clave en el asma.
Estas células se concentran en los tejidos de las mucosas y reclutados hacia la superficie de
las vias respiratorias. Las células del musculo liso bronquial liberan IL-8 e IL-10, que participan
en el reclutamiento de células cebadas mediante la interaccion con sus respectivos receptores
CXCR2 y CXCR3 (Buc y col., 2009). El entrecruzamiento entre IgE- FceRI en la superficie de
las células cebadas, conduce en pocos minutos a la llamada fase inicial de la reaccion alérgica,
la cual implica la desgranulacion y liberaciéon de mediadores preformados como; histamina,
triptasa, heparina y algunas citoquinas, asi como eicosanoides recién formados; leucotrieno C,
(LTC,) leucotrieno D4 (LTD,), leucotrieno E4 (LTE,), prostaglandina G, (PG.) y tromboxano A,
(TXA,). Estos mediadores son potentes agentes contractiles del musculo liso que ademas

aumentan la permeabilidad micro vascular (Vestralen y col., 2008).
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Los mastocitos infiltran el epitelio bronquial en el asma. Teniendo un importante rol en la
patogénesis del asma por dos razones, en primer lugar estas células se sitian en el portal de
entrada de estimulos nocivos, proporcionandole una funcion efectora en la respuesta
inmunoldgica (presentacion de antigeno, diferenciacion de células Th2 y sintesis de IgE). En
segundo lugar es probable que la degranulacion de mastocitos tenga efecto en la funcion
epitelial. Ejemplo, La triptasa estimula el epitelio de las vias respiratorias para la liberacion de

IL-8 que regular positivamente la expresion de moléculas de adhesién (Bradding y col.,2006).

La histamina es una amina basica generada por los baséfilos y mastocitos, su bajo peso
molecular le permite difundirse muy rapidamente dentro de los tejidos. Este mediador se
encuentra en grandes cantidades en fluidos de lavados bronquioalveolares (LBA) de asmaticos,
sobre todo al cabo de minutos o incluso después de horas de llevada a cabo la provocacion
antigénica. (Bochner y col., 1994) La histamina actGa uniéndose a sus respectivos receptores
(H1, Ho, H3) presentes en diversas células. Sus acciones son de corta duracion, ya que los
sistemas de transporte especificos de las aminas la eliminan con rapidez del medio extracelular.
Este mediador induce vasodilatacién, permeabilidad vascular y contraccion de musculo liso a
través de los receptores de histamina. Los antagonistas del receptor H;, por lo general bloquean
los efectos de la histamina, sin embargo en el asma, los antihistaminicos no bloquean la
reacciéon con la eficacia suficiente. Ademas se ha observado que la broncoconstriccibn que se
observa en el asma es mas prolongada que los efectos de la histamina, lo que indica la

participacion de otros mediadores.

El boqueo de los receptores H; tiene como resultado la disminucioén del factor nuclear
kB, un factor de transcripcidon importante en la regulaciéon de citocinas y la expresion de
moléculas de adhesion. También se ha observado que la histamina juega un papel importante
en la migracién, acumulacién y activacion de células inflamatorias como eosindfilos, neutréfilos
y basdfilos (Bakker y col., 2001).
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Figura 3. Rol de los Mastocitos y sus Mediadores en la Patogénesis del Asma. Fuente: Brown J
y col., 2007.

Todos los mastocitos contienen triptasa, su sintesis no se ha detectado en ningan otro
tipo de célula. Por lo tanto la presencia de triptasa en los liquidos biolégicos humanos es un
marcador de la activacion de los mastocitos. Actualmente no se conocen efectos in vivo de esta
enzima, sin embargo, varios estudios in vitro indican, que la triptasa es capaz de degradar el
fibrinbgeno y activar la colagenasa, causando lesiones histicas. Diversos estudios han

demostrado que la triptasa induce la liberacion de histamina, por parte de los mastocitos.

17



Eosinofilos

Los eosindfilos son granulocitos circulantes producidos en médula 6sea, representan del 1 al 3
% de leucocitos totales en el torrente sanguineo. Como se observa en la figura 4, su desarrollo
en médula ésea es estimulado por diversos factores como; GM-CSF, IL-5 e IL-3 los cuales
favorecen tanto su desarrollo, maduracién y reclutamiento al sitio de inflamacién. Estas células
tienen un rol primordial en la patogénesis del asma debido a la producciéon de diversos
mediadores toxicos y proinflamatorios, almacenados en granulos. Estudios
inmunohistoquimicos en células obtenidas mediante lavado bronquioalveolar (LBA) demuestra

la movilizacién de eosindfilos 30 minutos después de la provocacion antigénica.

La atraccién de eosindfilos y su infiltracion de los tejidos dependen de la quimiocina
eotoxina (CCL11), que es sintetizada por las células endoteliales en los focos de reaccién
alérgica y se una al receptor de quimiocina CCR3, que se expresa constitutivamente en los
eosinofilos. Por otro lado diversos mediadores liberados por los mastocitos como lo son el
factor de activacion plaquetaria (PAF), prostaglandinas y leucotrienos (LTC,) actian como

guimiotacticos de eosindfilos, contribuyendo al proceso inflamatorio.
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Figura 4. Reclutamiento de Eosindfilos en el Asma. Fuente: Possa y col., 2013.
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Existen diversos mecanismos que permiten al eosindfilo modular la intensidad de la
inflamacién pulmonar. Mediante sintesis de citocinas, intermediarios de oxigeno (perdxido de
hidrogeno y radicales hidroxi), asi como la produccién de lipidos mediadores de inflamacion,
como lo son derivados de leucotrienos cisteinilicos (PGE, y PAF) y mediante la secrecion de

enzimas, como la elastasa, colagenasa y ribonucleasas que afectan la estructura pulmonar.

Los granulos de los eosindéfilos tiene hidrolasas lisosbmicas similares a las de otros
granulocitos y proteinas especificas de los eosindfilos que son especialmente toxicas para los
helmintos, como la proteina principal basica y proteina catiénica del eosinéfilo. Estos dos
polipéptidos catidénicos no tienen actividad enzimatica conocida, pero son téxicos para los
helmintos, bacterias y el tejido normal. Ademas los granulos de los eosindfilos contienen
también peroxidasa del eosindfilo, que cataliza la sintesis de los acidos hipocloroso e
hipobromoso, productos que son igualmente téxicos para helmintos y células huésped. Ademas
poseen la capacidad de generar factor de crecimiento transformante beta (TGF-(),
contribuyendo a la proliferacién y maduracion de fibroblastos (Buc y col., 2009).

Mediadores involucrados en la acumulacién de eosinéfilos. Los mediadores
lipidicos FAP y LTB, liberados de los mastocitos inducen la activacion de eosindfilos y
neutrdfilos in vitro y acumulacién in vivo en cobayos, pero no esta claro aun el sitio de accién de

estos quimioatrayentes (Norsharg, 1993).

La IL-1 no actla directamente sobre estos leucocitos pero si sobre las células
endoteliales, a las cuales las vuelen adhesivas para este tipo de leucocito, se ha visto que el
TNF tiene la misma funcién. Se ha demostrado en estudios in vivo con cobayos que la IL-1 esta

implicada en la acumulacién de eosindfilos antigeno-inducida.

Las citocinas IL-3, IL-5 y GM-CSF promueve la estimulacién de eosindfilos por
diferenciacion eosinofilica, aunque la IL-5 es quimiotéctica in vitro para eosindfilos, su funciéon
principal in vivo parece ser la estimulacion de especifica del desarrollo y diferenciacion de

eosindfilos en la médula 6sea (Norsharg, 1993).

Por otra parte la citocina RANTES en conjunto con IL-5 y GM-CSF promueve la migracion

trasendotelial de eosindfilos pero no de neutrdfilos in vitro; los eosindfilos de fluidos de LBA de
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pacientes asméaticos después de 19 horas de la provocacion endobronquial muestran una
migracion trasendotelial semejante a aquella observada después del tratamiento con RANTES,
IL-5 0 GM-CSF in vitro.

Macréfagos

La mayoria de los macrdfagos activados derivan de monocitos circulantes. El macrofago
alveolar es la principal célula fagocitica del espacio alveolar. Aunque estos se incrementan
significativamente en los asmaticos su proliferacion en las vias respiratorias es generalmente
despreciable, lo que lleva a subestimar su contribucién en la inflamacion. Estas células se
encuentran equipadas con moléculas de CMH de clase Il siendo capaces de procesar y
presentar antigenos a las células T CD4, sin embargo el macréfago alveolar tienen poco efecto
como CPA (Buc y col., 2009).

Como células efectoras se encargan de la liquidacién de microorganismos y de restos
celulares, debido a que poseen la capacidad de migrar a los sitios de inflamacion liberando
diversos productos, como lipidos bioactivos, radicales libres de oxigeno y nitritos. Los
macrofagos participan en la regulacién de la inflamacién mediante la liberacién de ciertas
interleucinas y factores de crecimiento. Asi como en la activacién de mastocitos y eosindfilos.
Todos estos efectos estimulan la liberaciébn de mediadores vaso activos capaces de provocar
broncocontriccion y secrecidbn de moco. Existe evidencia que indica que los macréfagos
alveolares tienen el potencial de inhibir la afluencia de células inflamatorias en los pulmones
mediante la liberaciéon de factores que promueven la polarizacién a una respuesta Thl, como
los son IFN-y, IL-12, IL-18 (Vestralen y col., 2008).

Neutrofilos

Los neutrdéfilos son leucocitos polimorfonucleares, representan la primera linea de defensa
contra las infecciones por bacterias y hongos. Hasta hace poco solo su papel en el proceso

inflamatorio estaba restringido a su capacidad de fagocitosis, liberacion de enzimas y agentes
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citotoxicos. En la actualidad se sabe que estas células tienen la capacidad de liberar diversos
mediadores que pueden tener efecto en las vias aéreas de los pacientes asméaticos. Entre los
gue se incluyen las metaloproteinasas, que destruyen la matriz extracelular, o los radicales de
oxigeno toxicos, que catalizan la produccion de acido hipocloroso. Los neutrofilos también son
una fuente importante de TNF-a, IL-1, IL-6, e IL-8 (Catrrillo y col., 2006).

Epitelio Respiratorio en el Asma

Anteriormente se pensaba que la funcion del epitelio respiratorio solo consistia en ser una
barrera y un medio para la trasferencia de gases, en la actualidad se le reconoce un rol
importante en la respuesta inflamatoria. El epitelio respiratorio funciona como una interfaz entre
el ambiente externo y el anfitrion, el cual estd expuesto a numerosos estimulos; alergenos,
agentes infecciosos, contaminacién y oxidantes. Esta primera linea de defensa del organismo
es una parte integral de la inmunidad innata y la respuesta inflamatoria, siendo capaz de

producir numerosos mediadores que pueden activar diversos mecanismos del sistema inmune.

Diversos componentes microbianos, incluyendo &cidos nucleicos y glicoproteinas, pueden
unirse a los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), como los receptores tipo Toll
(TLRs), y estimular la produccién de citocinas y quimiocinas. Ciertos contaminantes y oxidantes
pueden alterar la estructura y actividad de proteinas, lipidos y acidos nucleicos, afectando las
vias de sefializaciéon o incluso lesionar a las células. Algunos alérgenos se encuentran dotados
de proteasas, activando la sefial inmune, mediante los receptores activados por proteasas
(PAR). Estos estimulos modulan la funcién de epitelio de las vias respiratorias, e induce la
produccién de mediadores con poder quimiotactico de leucocitos, aumentando el desarrollo de

una respuesta alérgica.

Cuando el epitelio de las vias respiratorias se encuentra dafiado, existen mecanismos por
los cuales es reparado. Sin embargo, el proceso de reparacion en el asma se ve comprometido,
resultando en la produccién de una variedad de citocinas y factores de crecimiento. Como los
son el factor de crecimiento epidérmico, GM-CSF, factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) asi como la movilizacién de distintas
células del sistema inmune. Dando como resultado los cambios morfolégicos en las vias

respiratorias tan caracteristicos del asma.
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Fisiopatologia del Asma

En estudios de tejidos de vias respiratorias de autopsias y caracterizaciones histologicas de
pacientes que mueren por asma, se ha visto una extensa descamacion del epitelio, hiperplasia
de las células caliciformes y muasculo liso, engrosamiento subepitelial con edema y acumulacion
abundante de moco, eosindfilos y proteinas derivadas de ellos, células mononucleares
especificamente linfocitos dentro de la mucosa, submucosa y lumen de las vias generalmente
obstruido (Bochner y col., 1994).

En la actualidad se cree que las manifestaciones clinicas del asma se deben al resultado
de tres eventos fisiopatolégicos basicos dentro de las vias respiratorias: obstruccion reversible,

hiperreactividad bronquial e inflamacion.

Los problemas basicos de la obstruccion del flujo y la hiperreactividad se deben
probablemente a procesos patoldgicos coexistentes. El lumen de las vias respiratorias
disminuye al engrosarse la pared del conducto respiratorio debido al edema, infiltracion de
leucocitos, contraccién del masculo liso e hipertrofia. La producciéon aumentada o estimulada de
moco de las células caliciformes de las vias respiratorias da como resultado la formacion de
tapones en los bronquios y la inhabilidad para su desalojo mucociliar; con todo esto al haber
cambios pequefios en el didmetro del conducto resulta en un descenso marcado en el flujo del

aire y un aumento de la resistencia de las vias respiratorias (Shimura y col., 1996).

El estrechamiento excesivo de las vias respiratorias es el evento fisiolégico mas
relevante de esta enfermedad. Los mecanismos responsables de esta reactividad exagerada o
“hiperreactividad” no se conocen, pero se han propuesto muchos mecanismos como son:
consecuencias de la inflamacién, infecciones virales, factores genéticos, ambientales o
anormalidades intrinsecas del musculo liso y de la funcién nerviosa autosémica (Solway y col.,
1997).

La inflamacién es una respuesta homeostéatica del cuerpo al haber un dafio de tejido,
esta respuesta pretende detener la destruccion del tejido, remover el organismo invasor si lo
hay y restituir la funcion normal, vemos entonces que es una respuesta benéfica y normal. Pero
puede haber condiciones alteradas donde la inflamacién se vuelve crénica y causa dafio. En el
asma la inflamacion puede deberse en parte a una consecuencia de la irritacion crénica. En el

tejido se puede ver la presencia continua de células inflamatorias como linfocitos, monocitos y
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granulocitos, que liberan potentes enzimas destructivas y otros compuestos de accion
farmacologica, recientemente se ha demostrado que células estructurales como fibroblastos,
células epiteliales y endoteliales son capaces de liberar muchas de estas mismas citocinas y

mediadores, que probablemente contribuyan a la respuesta de inflamacion cronica.

Con este proceso de inflamacion se da la alteracion del equilibrio dindmico de fluidez de
la microvasculatura bronquial, este equilibrio existe entre la presion hidrostatica que empuja el
fluido fuera del vaso capilar y la fuerza de oposicion provocada por la presion osmotica coloidal
de las proteinas plasmaticas; con la perdida de este equilibrio se favorece el paso del plasma
de las vénulas postcapilares y como el asma siempre va acompafiada de inflamacién se
observa frecuentemente la exudacién plasmatica en las vias respiratorias, también se ha
propuesto que contribuye directamente al proceso de la enfermedad; sugerido por el hecho de
gue algunas drogas efectivas contra el asma como corticosteroides, agonistas beta
adrenérgicos, cromoglicato de sodio y metilxantinas son inhibidores muy efectivos de la

exudacion plasmatica.

Diagndstico y Control del Asma

En México son frecuentes los errores en el diagnostico del asma. Existen muchos asmaticos no
diagnosticados o con diagnéstico equivocado, esto suele ocurrir debido a que existen
enfermedades que producen los mismos sintomas bronquiales caracteristicos del asma, como
bronquitis crénica, fibrosis quistica, reflujo gastroesofagico y otras. El diagnéstico del asma es
facil cuando el paciente ha tenido episodios de sintomas importantes y frecuentes, pero en

sujetos con sintomas esporadicos y leves puede ser menos obvio (Bacharier y col., 2007).

La espirometria es la prueba mas efectiva para confirmar el diagndstico de asma. Con
ella es posible valorar objetivamente la funcion de las vias aéreas y el volumen pulmonar,
mostrando el grado de obstruccion de los bronquios al medir el volumen de aire expulsado de
bronquios y pulmones. También permite saber si aumenta la obstruccion ante un estimulo

(hiperreactividad) o disminuye al aplicar un medicamento (reversibilidad). (CMA, 2005)
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El asma es una enfermedad cronica, que puede controlarse pero no curarse. Su
tratamiento puede compararse con el de otras enfermedades cronicas como la diabetes o
hipertension arterial, en las que aun cuando la glucemia o las mediciones de la tension sean
normales, el control médico, el tratamiento preventivo y medicamentoso deben mantenerse, por

lo que su manejo es de por vida.

Como se puede ver en la tabla 1, el grado de control del asma, se relaciona con el
paciente en tratamiento y lo clasifica en asma controlada, parcialmente controlada y no
controlada. Los tres resultados se definen tomando en cuenta los sintomas diurnos, limitaciones
de actividades, sintomas nocturnos o despertares, necesidad de uso de medicamentos de
rescate, modificaciones en las pruebas de funciéon pulmonar (PEF y VEF;) y la existencia de

exacerbaciones.

Tabla 1. Clasificacion GINA del Asma

Clasificacion Sintomas Respiratorios Funcién Pulmonar
Nivel 1 < Una vez por semana exacerbaciones FEV1 o PEF >80% de lo predicho
Asma intermitente breves y sintomas nocturnos <2 veces
al mes.
Nivel 2 > Una vez por semana pero < una vez FEV1 o PEF >80% de lo predicho
Asma persistente leve al dia Variabilidad del 20 a 30%

Las exacerbaciones pueden afectar el

suefio
Nivel 3 Diariamente FEV1 o PEF >60-80% de lo
Asma persistente moderada Las exacerbaciones pueden afectar la predicho

actividad fisica y el suefio (2 agonista Variabilidad del >30%

diario
Nivel 4 Diarios y Exacerbaciones frecuentes FEV1 o PEF <60% de lo predicho
Asma persistente severa Sintomas nocturnos frecuentes

Afectacion del suefio y actividad fisica Variabilidad del >30%

con uso de 32 agonista diario.

FEV1 O PEF : Volumen Forzado en el 1° segundo o Pico de Flujo Espiratorio Fuente: Salas y
col., 2009
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En los dltimos 15 afios se ha visto un cambio dramético en el manejo del asma.
Anteriormente la obstruccién del flujo aéreo era relacionada con espasmos del musculo liso de
las vias respiratorias y era tratado con broncodilatadores, actualmente el asma es considera
una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, controlada con el uso de medicamentos
antiinflamatorios, principalmente corticosteroides inhalados. Por otro lado, el diagnostico y
manejo del asma todavia se basa en la historia clinica del paciente y en pruebas de funcion
pulmonar que demuestran la variabilidad del flujo aéreo ya sea por tratamiento o espontaneo,
sin evaluar aun el proceso inflamatorio caracteristico de esta afeccion. Diversos estudios han
demostrado, que al evaluar ciertos marcadores de inflamacion presente en las vias
respiratorias, es posible agrupar a pacientes con diferente grado de severidad y control, por

otro lado monitorear la respuesta al tratamiento antiinflamatorio.

Técnicas como el lavado bronquial y biopsia bronquial han proporcionado informacién
importante sobre el proceso inflamatorio presente en las vias respiratorias de los asmaticos.
Datos de LBA de pacientes asmaticos sugieren un incremento en el numero de eosindfilos,
macrofagos, y monocitos en comparacion con los controles sanos. Por otro lado el examen
histol6gico de muestras de tejido bronquial, muestra la infiltracién de una variedad de células
inflamatorias pero principalmente eosindfilos. Si bien estas técnicas no solo ayudan a definir la
poblacion celular presentes en las vias respiratorias, sino también la presencia de mediadores
inflamatorios y citoquinas, tienen la desventaja de ser métodos invasivos con efectos adversos y
molestias para el paciente por lo tanto no son apropiados para observar la respuesta al

tratamiento, son mas bien utilizados para fines de investigacion.

En los dltimos afios se ha despertado un gran interés en la posibilidad de monitorear la
severidad del asma y la respuesta al tratamiento antiinflamatorio, mediante técnicas no
invasivas. Dos técnicas que han recibido cada vez mas atencién son el analisis de esputo
inducido (El) y la evaluacién de marcadores en aire exhalado. En 1992, Pin y col describieron
un método para obtener especimenes de esputo, incluso en individuos que no presentaban
expectoracion de manera espontanea, basada en la inhalacion de solucién salina hiperténica. El
esputo inducido es una muestra de secrecién de origen bronquial, compuesto de células que se
encuentran inmersas en un complejo de glicoproteinas, donde ademas se encuentran retenidas
diversas sustancias. Esta técnica ha sido adoptada por varios centros de investigacion, debido a
gue brinda un respaldo cientifico a las investigaciones empiricas de las enfermedades

inflamatorias bronquiales entre ellas el asma.
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En pacientes con asma dificil de controlar, el andlisis del esputo inducido, representa una
herramienta Util, para determinar la respuesta al tratamiento y seguir el curso de la enfermedad.
La presencia de eosindfilos en muestras de esputo inducido, aun cuando existe un tratamiento
con corticosteroides inhalados, sugiere la exposicion a algun alergeno ocupacional, la
administracion del corticosteroide inadecuado e incluso incumplimiento del tratamiento .Por otra
parte la presencia de neutrdfilos, es indicativo de un mal diagnostico o resistencia a los
corticosteroides. En cambio si el paciente ya esta en tratamiento, estos hallazgos plantearian la
posibilidad de reducir la dosis del medicamento o adicionar algun otro, como pudiera ser un
agonistas 3, de larga duracién (Parameswaran y Hargreave, 2001). Los agonistas 3, de larga
duracién, mejoran significativamente los sintomas y la funcién pulmonar, pero no reducen la
eosinofilia en el esputo, e incluso pueden enmascararla. Sin embargo, cuando el paciente tiene
un recuento celular normal y persisten los sintomas, los agonistas B, de larga duracion

ayudarian a controlar la enfermedad.

Esputo Inducido

Desde que se introdujo el analisis de esputo inducido en nifios asmaticos en 1992, se han
reportado mas de 20 estudios que demuestran, el éxito y seguridad de esta técnica en nifios
asmaticos. El esputo puede ser inducido en nifios, utilizando solucion salina hiperténica,
suministrada a través de un nebulizador ultrasénico (Pin y col.,1992). Se ha observado que la
inhalacién de solucién salina hipertonica pudiera causar estrechamiento de las vias
respiratorias, esto puede evitarse utilizando B;-agonista, antes de la inhalacion de solucion
salina, sin alterar el numero de células presentes en el esputo inducido (Cianchetti y col.,1999).
La tasa de éxito en la induccién al esputo, en nifios es de 68-100%. Diversos factores
relacionados con el paciente, el método utilizado y la habilidad del técnico encargado de la

recoleccion de la muestra, contribuyen al éxito de esta metodologia (Gibson y col., 2000).

El esputo es una mezcla de secreciones del arbol traqueo-bronquial, saliva y solucion
salina hiperténica. La saliva es un contaminante que puede influir en la interpretaciéon de los
resultados. Esto puede ser minimizado, seleccionando la porcion viscosa de la muestra, para su

futuro analisis. Un componente importante en el andlisis de las muestras, es el uso de
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ditiotriterol (DTT), un agente reductor que ayuda disolver el moco, liberando asi las células y

mediadores presentes en este (Uribe y col., 2003).

En 1997 Efthimiadis vy col, evaluaron el efecto del DTT en células y marcadores de
inflamacién (ECP, IL-5, IL-8 y fibrinbgeno), presentes en especimenes de esputo inducido
procedentes de 20 pacientes asmaticos. Las muestras tratadas con DTT presentaban menos
células viables en comparacion con las muestras tratadas con PBS (mediana 66 vs 74%,
P=0.003). Por lo contrario, las células tratadas con DTT presentaron mayor numero de células
totales, y de niveles de ECP (mediana ECP 1340 vs 584 mg/L, p <0.001). Mientras que no se
observaron diferencias significativas entre los niveles de IL-5 e IL-8. Llegando a la conclusion
que el DTT facilita la dispersion de las células atrapadas en el complejo de glicoproteinas que
conforman el moco. Ademas que el tratamiento del esputo con DTT al 0.1% durante 15 minutos,
seguido de PBS, no afecta negativamente el recuento de células o niveles de proteina catidnica

del eosindfilos, fibrinbgeno e IL-5.

Recuento Celular en Esputo inducido

En el 2003 Uribe y col, evaluaron el porcentaje de células en muestras de esputo inducido, de
tres distintos grupos; asmaticos, fumadores y controles sanos, lograron demostrar la
reproducibilidad y seguridad de la técnica del esputo inducido, en diferentes grupos de
pacientes. Asi como el predominio de eosindfilos en pacientes asmaticos en comparacion a los
voluntarios sanos y fumadores (10.6% vs. 0.37% y 1.25%, respectivamente p < 0.0001). Por
otro lado en el 2004, Rytia y col, determinaron el porcentaje de células en esputo y sangre, de
60 niflos asméticos y 17 controles sanos, teniendo un éxito de induccién al esputo del 82%.
Ademas, comparado con los controles, los pacientes asmaticos presentan un mayor nimero de
eosindfilos tanto en sangre como en esputo, como lo podemos observar en la tabla 2. Asi como
la correlacion entre la eosinofilia tanto en sangre como esputo y la hiperreactividad bronquial
(r=-0.42, P =0.002 en sangre, r=-0.58, P=0.002 en esputo).
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Tabla 2. Mediciones en sangre y esputo al inicio del estudio

Niflos asmaticos (n=60) Niflos sanos (n= 17)
Eosindfilos en sangre (x10%/ 1) 0.26 (0.13-1.38) 0.18(0.03-0.36)
Esputo
Linfocitos (%) 0.3 (0-2.5) 0.0(0-1.3)
Eosindfilos (%) 1.1 (0-39) 0.0 (0-0.4)
Neutrofilos (%) 19.2 (0-87) 26.0 (12-88)
Macréfagos (%) 73.6 (11-98) 72.3(12-86)
Células epiteliales (%) 0.0 (0-4.0) 0.3 (0-3.3)

Fuente: Rytia y col., 2004.

En 2006, Jayaram y col, publicaron un estudio en el cual durante dos afios el tratamiento
de 117 adultos asmaéticos, fue administrado mediante dos estrategias; la estrategia clinica (EC)
y la estrategia por esputo (EE). En el grupo dirigido mediante por la estrategia clinica el
medicamento era administrado segun los sintomas clinicos y parametros tradicionales como
espirometria e historial clinico, mientras que en el segundo grupo el tratamiento con
corticosteroides era ajustado para mantener un porcentaje de eosinéfilos menor a 2% en
muestras de esputo inducido. Observaron que de 126 exacerbaciones asmaticas 79(62.7%) de
ellas provenian de personas controladas mediante la EC y solo 47(37.3%) de ellas provenian
de pacientes evaluados mediante EE. Otro hallazgo importante fue el tiempo que transcurria en
ocurrir la primera exacerbacion, el cual fue mas largo en los pacientes tratados mediante EE
(213 dias). Concluyen que al monitorear el nimero de células presentes en esputo, influye en la

calidad de vida de los pacientes con asma moderada a severa.

Por otro lado, en el 2002 Green y col, realizaron un estudio en donde se reclutaron 74
pacientes con asma moderada a severa, asignados aleatoriamente en dos grupos, el manejo y
control del asma del primer grupo se llevo a cabo siguiendo los lineamientos de British Thoracic
Society (BTS), mientras que el segundo grupo se basé en la reduccion de eosindfilos presentes
en muestras de esputo. Encontrando que el grupo gestionado mediante el recuento celular,

presentaron significativamente menos exacerbaciones asmaticas, que los pacientes tratados
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mediantes las directrices internacionales (35 vs 109), asi como menos ingresos hospitalarios (1
vs 6 p=0.047), como se puede observar en la figura 5. Concluyendo que un tratamiento dirigido
a la normalizacion en el numero de eosindfilos en muestras de esputo, reduce las

exacerbaciones asmaticas e ingresos hospitalarios.

120

— BTS
=== Esputo
100+
B0+
G0

Exacerbacion

9 10 11 12

Tiempo (Meses)

Numero de exacerbaciones

BTS 0o 12 19 26 35 59 75 93 109
Esputo 1 4 ¥ 12 17 21 30 35

Figura 5. Exacerbaciones del Grupo Gestionado Mediante Esputo y BTS Fuente: Green
y col., 2002.

Marcadores de Inflamacion en Esputo Inducidoy Sangre

En comparacion con los controles o individuos sanos, los pacientes asmaticos muestran un
incremento en el nimero de células presentes en muestras de esputo, principalmente
eosindfilos, células metacromaticas y neutréfilos. Como se observa en la tabla 3, el
sobrenadante del esputo puede ser procesado para medir marcadores moleculares que reflejan
determinados aspecto de la inflamacién de las vias respiratorias, incluyendo reclutamiento y
activacion de eosindfilos (ECP), activacion de mastocitos (triptasa, histamina), produccion de

citocinas (IL-5) y permeabilidad microvascular (albumina, fibrinégeno) (Pavord y col.,1997).
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Tabla 3. Principales Marcadores de Fase Liquida en el Esputo

Marcador Expresa

EPC Activacion eosinofilica
EDN Activacion eosinofilica
MBP Activacion eosinofilica
Triptasa Activacién eosinofilica
Albumina Permeabilidad Vascular
Fibrinégeno Permeabilidad Vascular

Fuente: Pizzichini y col., 1996.

Proteina Catidnica del Eosindfilo

La ECP es una potente molécula citotoxica con capacidad de aniquilar diferentes poblaciones
celulares, también le son atribuidas otras funciones asociadas a alteraciones en el
funcionamiento de diferentes sistemas de 6rganos y numerosos tejidos en el organismo (Venge
y col., 1999). Como se muestra en la tabla 4, la ECP presenta distintos efectos no citotéxicos in
vitro, entre ellos puede incluirse la inhibicion de la proliferacion de la respuesta de células T
frente a los antigenos, la interferencia con la sintesis de inmunoglobulinas por células B y la
liberacion de histaminas y triptasa por los mastocitos. Se ha observado que en células
epiteliales, la ECP incrementa la expresion de varios receptores y ligandos como la molécula de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1) (Yamaguchi K y col., 2004). Estas evidencias permiten afirmar
que los eosindfilos pudieran ejercer un efecto inmunomodulador en el organismo a través de la

secrecion de ECP.

En progenitores eosinofilicos obtenidos a partir de médula 6sea humana, la ECP se
encuentra uniformemente distribuida en granulos primarios grandes, redondos,
caracterizandose por ser organelos densamente homogéneos (Venge y col., 1999). Existen

diversos estimulos que inducen la secrecion de ECP; el entrecruzamiento de eosindfilos con
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IgE, proteinas de la cascada del complemento como C5a y C3a y PAF. Existe evidencia
experimental que demuestra la accién reguladora de diferentes citocinas sobre la
desgranulacion eosinofilica tales como la IL-3, IL-5 y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Lampinen y col., 1999) .

Tabla 4. Propiedades Funcionales de la ECP

EFECTOS CITITOXICOS EFECTOS NO CITOTOXICOS
Aniquilamiento de parasitos y células tumorales  Inhibicion de la proliferacion de linfocitos T
Neurotoxicidad Liberacion de histamina por los basofilos
Dafio respiratorio epitelial Alteracion de la produccion de proteoglicanos

por los fibroblastos
Actividad antibacteriana

Estimulacién de la secrecién de los mucus en
Actividad antiviral las vias aéreas

Induccién de moléculas de adhesion y factores
de crecimiento en las células epiteliales

Fuente: Alvarez y col., 2005.

Los niveles de ECP han sido determinados en numerosas y diferentes condiciones
patoldgicas, que refleja una marcada activacion eosinofilica tales como el asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD), conjuntivitis, enfermedades inflamatorias intestinales,
rinitis alérgica entre otras. La determinaciéon de ECP en suero, es mucho mas consistente que
en el plasma debido a que en el recipiente en donde se toma la muestra se sigue liberando
extracelularmente la ECP (Alvarez y col., 2005). Al trabajar con el suero debe existir una estricta
estandarizacion del procesamiento y manipulacibn de muestras sanguineas para evitar
variaciones de los niveles de ECP. Se recomienda que las muestras de sangre sean tomadas
en tubos en presencia de un gel separador y que la coagulacién sea llevada a cabo por espacio

de una hora a 22 °C antes de la centrifugacion y posterior separacion del suero.
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En el 2009 Louis y col, estudiaron la relacion entre la inflamacién de las vias
respiratorias y la gravedad de la enfermedad, en 74 pacientes asméticos, con distintos grados
de control de la enfermedad y 22 sujetos control. El fue analizado para el recuento total y
diferencial de células asi como la determinacion de albumina, proteina cationica de eosinofilo,
mieloperoxidasa y triptasa, marcadores que reflejan la activacion de eosindfilos, neutréfilos y
mastocitos. Observando un incremento en el nimero de eosindéfilos y concentraciones de ECP,

en los distintos grados de control de asma en comparacién con los sujetos normales, como se

puede ver en la figura 6.
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Figura 6. Niveles de ECP en muestras de esputo inducido, de sujetos asmaticos y

controles sanos. Fuente: Louis y col., 2009.

Otros Marcadores de Inflamacién en Esputo inducido y Sangre

Si bien la ECP es el marcado de inflamacién mas estudiado, existe la posibilidad de evaluar
diversas biomoléculas implicadas en la patogénesis del asma. Como lo son la histamina,
triptasa e IL-5. En 1999, Sulakvelidze y col., demostraron que la inhalacién repetida de

pequefias dosis de alérgeno, causaba aumento de eosinofilos e IL-5, asociado con la
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hiperreactividad de las vias respiratorias y deterioro en el control del asma. Por otro lado Louis
y col., en el 2009, demostraron que en comparacién con los sujetos sanos, las concentraciones
de triptasa en muestras de esputo se encontraban significativamente elevadas solo en los

pacientes con asma leve a moderada, ver tabla 5.

Tabla 5. Mediadores de Inflamaciéon en Esputo Inducido

Asmaticos
Grupo
control Intermitente Leve a moderada Severa Valorde P 1
ECP ng/ml & (0-187) 20 (0-57) 73 (0-2,640) 180 (17-3,500) < 0.0001
Triptasa  ng/ml 0(0-6.7) 2.2 (0-8.7) 2.6 (0-100) 2 (0-18.5) 0.003
MPO ng/ml 305 (45-439) 215 (32-1,000) 195 (32-1,000) 500 (169-956) 0.4937
Albumina pg/mi 112 (22-187) 201 (19-576) 268 (15-2,639) 346 (26-1,438) 0.0006

Valores expresados en medianas
! Calculado por metodo Kruskal-Wallis

Fuente: Louis y col., 2009.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio y Criterios de Seleccidn

La seleccion de la poblacién y la induccion al esputo se llevd a cabo en el Hospital de
Ginecopediatria del Instituto mexicano del Seguro Social (IMSS) en Hermosillo Sonora, dentro
del subproceso de atencién denominado Clinica de Asma, donde son referidos los pacientes
con este diagnostico o se sospeche el mismo. Se realiz6é un listado exhaustivo de los escolares
de 6 a 14 afos con diagnostico de asma, identificando aquellos que cumplian con los criterios
de inclusién y de exclusién, se invitd a participar aquellos pacientes que deseaban colaborar

voluntariamente en el estudio.

Los pacientes formaron parte del ensayo clinico “Terapia homeopatica complementaria
con TRAMEEL S°, en el cual cada paciente fue expuesto al tratamiento con TRAMEEL S® o
placebo durante un periodo de tres meses y cuatro veces por semana independientemente de
la terapia convencional la cual se modifico de acuerdo a los criterios establecidos por GINA en
la revision del 2006 y definidos en base al control de la enfermedad. Sin embargo en este
trabajo solo se evaluaron los parametros de inflamacién presentes en muestras de esputo

inducido y suero de 103 pacientes antes de recibir el tratamiento asignado.

Criterios de Inclusién

Escolares 6 a 14 afos de edad, de ambos sexos y con diagndstico de asma bronquial, poco o
nada controlada. Antecedentes familiares positivos de atopia, Historia clinica de episodios de
sibilancias en forma recurrente, antecedentes de estancia en urgencias o en hospitalizacion por
este motivo y que manifiesten sintomas diurnos, nocturnos y relacionados al ejercicio y
utilizacion de B, adrenérgicos, esteroides inhalados, modificadores de leucotrienos. Pruebas de

fisiologia pulmonar, relacionadas a la resistencia de la via aérea compatibles con patron
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obstructivo reversible, utilizando espirémetro que cumpla con lo establecido por la sociedad

americana de térax y las de la Comunidad Econdmica Europea.

Pruebas clinicas de laboratorio que sugieran el origen alérgico de la enfermedad, como son
conteo celular en moco nasal, sangre periférica, determinacién de IgE hacia alérgenos aéreos
comunes para diferenciar al paciente alérgico de no alérgico, examen general de orina,

copropariasitoscopicos, rayos “X” y senos paranasales.

Criterios de Exclusién

Escolares de 6 a 14 afios de edad con diagnéstico de asma de origen no alérgica o bien asma
alérgica controlada completamente por un periodo de mas de 3 meses, asma intermitente sin
tratamiento, tabaquismo activo o pasivo positivos y con cualquier otro padecimiento cronico de
tipo congénito o adquirido que sea capaz modificar la historia natural de la enfermedad,
incapacidad para realizar las pruebas de funcién pulmonar o la obtencién de esputo inducido.

Criterios de Eliminacién

Abandono del tratamiento, cambio de domicilio a otra ciudad, deseo de salir del estudio. Uso de
otras terapéuticas no consideradas por la GINA o terapia homeopdtica, reacciones adversas a

la terapia convencional, muestra de esputo inadecuada (< 1ml).

Induccién al Esputo y Procesamiento

Se llevd a cabo, la induccién de esputo mediante el método descrito por Piny cols., en 1992,
y modificado por Pizzichini y col., en 1996, en escolares de ambos sexos, de entre 6 a 14 afios
de edad y con diagndstico de asma. Los pacientes recibieron tratamiento previo con 200 pg de
Salbutamol antes de comenzar con la inhalacién de solucion salina. En seguida se sometié a
inhalaciones progresivas de solucién salina, con concentraciones del 3%, 4% y 5% durante 7

minutos cada una, por un maximo de 21 minutos mediante un nebulizador electrénico. Después
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de cada inhalacién los sujetos fueron instruidos para soplar con fuerza por la nariz, enjuagarse
la boca y deglutir el agua para disminuir el goteo posnasal y la contaminacion por células

escamosas, posteriormente se intentd la expectoracion en un contenedor estéril.

El moco obtenido de esta manera fue separado de la saliva usando una cucharilla y
posteriormente mediamos su volumen y agregabamos un volumen igual de ditiotriterol
(sputolysin; Calbiochem Corp; la Jolla Cal, USA), dicha mezcla era agitada durante 15
minutos. La reaccién era detenida por la adicion de un volumen igual de solucién salina
amortiguadora de fosfato de Dubbeco (D-PBS) 1 x (Invitrogen, Burlington; Ontario; Canad4a). La
suspension celular fue centrifugada a 800 g durante 4 minutos, se separ6 el sobrenadante y fue
congelado a -80° C para su futuro analisis. El sedimento se utilizé para elaborar frotis (slides),
los cuales fueron tefiidos con tincién de Wright-Giemsa y eosina, para la cuenta de neutrdfilos,
eosinofilos, macrofagos, linfocitos y basofilos.

Muestra sanguinea

Ademas de la muestra de esputo a cada paciente se le extrajo una muestra de sangre por
venopuncién, utilizando del sistema Vacutainer®, los especimenes fueron recolectados en tubos

con separador de suero de la marca Vacutainer® SST™.

Andlisis de Esputo Inducido y Suero

Comprende la determinacion de varios marcadores de inflamacion: celularidad, ECP, Triptasa e
histamina. El equipo que se utilizdé para determinar triptasa y proteina catiénica del eosinéfilo
tanto en suero como en esputo fue: immunoCAP 100 Numero de serie: 60-0002-00. Las
concentraciones de histamina e IL-5, se determinaron mediante la técnica de ELISA de la casa
comercial ALPCO.

Andlisis estadistico

Se calcul6 la mediana de los datos obtenidos, para compararlos con los valores de referencia

proporcionados por el fabricante. Ademas los datos obtenidos tanto en suero como en esputo
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fueron correlacionados mediante la prueba de Spearman, utilizando el software Stata 11.1®

Statistics Data Analysis. Un valor de p < 0.05 se considerd significativo.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

La induccion al esputo fue exitosa en el 100% de los casos, sin embargo solo se obtuvieron 102
muestras aceptables para su andlisis, de los 103 pacientes incluidos en este estudio. Los

resultados obtenidos son expresados en medianas y rango intercuartilico.

En comparacion con los valores de referencia se observé, que tanto en sangre como en
esputo, los niveles de ECP e histamina en suero, se encontraban incrementados en el 45.6% y
62.1% de las muestras analizadas respectivamente. Mientras que en esputo el 94.1% de los
pacientes presentaban niveles elevados de histamina, asi como un incremento en los niveles de
ECP en el 65.6% de las muestras.

Tabla 6. Mediciones en Suero y Esputo

Marcadores Datos obtenidos Valores de Minimo Maximo
referencia

Valores en suero
ECP 16.05 (9.2,25-5) 0.0-18 pg/L 3.27 188
Triptasa 3.4(2.0,4.7) 0.0-11.4 ug/L .05 19.8
IL-5 1.0 (0.43,1.2) 0.00- 5.0 ng/mL .01 32.39
Histamina 2.1(0.74,7.9) 0.0-1.40 ng/mL 0 48
Valores en esputo
ECP 128 (45.7, 220) 7.1-70.0 pg/L 4.9 250
Triptasa 0.79 (0.6, 0.9) 0.0-11.4 pg/L 3 8.57
IL-5 1.0 (0.3,1.3) Valor bajo escrutinio 0.1 13.65
Histamina 10.1 (3.0,17.6) 0.0-0.67 ng/mL 0 51.45
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Solo el 0.97% de los pacientes presentaron concentraciones elevadas de triptasa en

muestras de suero y expectoracion, al igual que los niveles de IL-5 en suero.

En comparacién con los valores de reportados por Rytia y col, en el 2004. En nuestro
estudio el 100% de los pacientes presentaron un incremento significativo en el porcentaje de
eosindfilos y linfocitos. Mientras el 87% de las muestras, presentaron gran cantidad de células
epiteliales.

Tabla 7. Células Presentes en Esputo

Nifios asmaticos

(n=102)

Células epiteliales (células / uL) 8.0(4.9,12.3)
Leucocitos totales (células /uL) 517.5(285.0, 1162.5)
Linfocitos (%) 20.0(13.0, 30)
Eosindfilos (%) 8.0 (4.0,16)
Neutrofilos (%) 50(38.0, 63)
Macréfagos (%) 11.5(8.0,18.0)
Basdfilos (%) 1.0 (1.0, 2.0)

Se buscd la correlacién entre los distintos parametros, mediante la prueba de Spearman,
observandose que los niveles de histamina tanto en sangre como en esputo, presentaban una
correlacion significativa (p <0.0002, r=-0.36), al igual que el numero de células epiteliales con
los niveles de ECP en esputo (p<0.0005, r=-0.34).
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Figura 7. Correlacion Entre los Niveles de Histamina en Suero y Esputo
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Discusiones

El esputo inducido es una técnica reproducible y valida para el estudio de la inflamacion en vias
aéreas, ofrece ventaja de ser poco invasiva, de modo que se puede utilizar en nifios, pacientes
graves o descompensados. En el presente estudio se logré inducir la expectoracion 103
infantes de entre los 6 a 14 afios de edad, con asma poco o0 nada controlada, mediante la
técnica de esputo inducido, reportada por Pin y col en 1992. No obstante se descarté una
muestra debido a la poca cantidad de moco que presentaba (< 1mL). Comparando diversos
estudios se ha observado que la tasa de éxito de induccion al esputo en nifios es, de 68-100%
y que diversos factores relacionados con el paciente, la metodologia utilizada y habilidad del
técnico encargado de la recoleccion de la muestra, contribuyen al éxito de esta metodologia.
(Gibson y col., 2000)

Si bien los mecanismos de produccién de esputo después del desafio con solucion
salina hiperténica aun no estan establecidos, se ha observado reduccién en la viscosidad del
moco tragueobronquial, incremento en aclaramiento mucociliar, incremento en la produccion de
moco o aumento en el volumen en las secreciones de las vias respiratorias, lo que al parecer

mejoraria la produccién de esputo. (Umeno y col., 1990)

En nuestro estudio se identific6 un niamero anormal de células presentes en esputo.
Mostrando en particular un aumento de eosindfilos, linfocitos y células epiteliales. La presencia
de estas células, refleja en si un proceso inflamatorio que ocurre en las vias respiratorias, ligado

a la patogénesis del asma y los sintomas clinicos de ésta.

Al igual que otros estudios, (Pin y col., 1992; Pizzichini y col., 1996; Gibson y col., 2000)
observamos un marcado incremento en el porcentaje de eosindfilos, en comparacion con los
valores normales reportados. La eosinofilia en esputo puede indicar al clinico de un asma poco
0 nada controlada, incumplimiento del tratamiento asignado, o la exposiciébn a un alérgeno
ocupacional. (Gibson y col., 2000) La evaluacion del porcentaje de eosindfilos presentes en
muestras de esputo inducido discrimina de mejor manera entre personas sanas y asmaticas,
gue la determinacién de eosindfilos en sangre periférica. Estas observaciones tienen
implicaciones en la identificacion y seguimiento de la inflamacion de las vias respiratorias.
(Pizzichini y col., 1996)
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Diversos estudios han observado que la terapia guiada por el monitoreo del porcentaje
de eosindfilos en muestras de esputo inducido, reduce el riesgo de exacerbaciones en un 49%,
asi como un periodo mas prolongado entre una exacerbacion y otra. Estos beneficios se han
observado en pacientes con asma moderada a severa. (Jayaram y col., 2006) Por lo cual los
resultados de esta investigacion pueden ser utilizados, para gestionar de una mejor manera el

tratamiento farmacoldgico.

Ademas de la inflamacion eosinofilica, la proporcién de células epiteliales en esputo de
niflos asmatico, fue mayor que lo reportado como valor normal. En el asma la pérdida del
epitelio se produce cuando se rompen las conexiones entre las células basales y columnares.
Lo cual puede ser inducido por las proteinas presentes en los granulos de los eosindfilos.
(Montefort y col., 1992)

En el presente estudio, se evaluaron diversas moléculas relacionadas con la
inmunopatogénesis del asma, entre ellas se encuentran; Histamina, Triptasa, IL-5 y la proteina
catiénica del eosindfilo. La gran mayoria de las muestras de suero y esputo, mostraron un
incremento significativo en los niveles de ECP e histamina. Se sabe que la ECP tiene diversos
efectos que contribuyen a la gravedad de la enfermedad, como la activacion de fibroblastos,
afectando la integridad del epitelio respiratorio. (Cantani, 2008)

La evaluacion de eosindfilos y marcadores de activacion como ECP, es relevante
debido a que estan involucrados en la patogénesis del asma Se sabe bien que los eosindfilos
se derivan de medula 6seay son transportados al sitio de inflamacion, en el caso del asma la
pared bronquial. Por lo cual no es de sorprenderse que los niveles de EPC en suero sean
indicadores débiles y menos especificos de los eventos inflamatorios que suceden en las vias

respiratorias. (Pizzichini y col., 1996)

Se ha propuesto que los niveles de ECP en suero y esputo pueden ser utilizados, para
evaluar la respuesta del tratamiento en nifios asmaticos. En 1997 Sorva y col., observaron que
los niveles de ECP en expectoracion disminuian con la administracion del medicamento,
mientras que los niveles en suero permanecian iguales. Los niveles de ECP son capaces de
discriminar entre los distintos grados de severidad y control de la enfermedad (Louis y col.,
2009).

En este estudio, el 94.1% de las muestras de esputo presentaban niveles de histamina

fuera de lo normal. Si bien la histamina esta implicada con broncoespasmos y otros sintomas
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clinicos en el asma, hasta la fecha no existen estudios que demuestren su importancia como

biomarcador para la respuesta al tratamiento o seguimiento de la enfermedad.

Todos los mastocitos contienen triptasa, que sin embargo, esta no se encuentra en
ningan otro tipo de célula. Por lo tanto la presencia de triptasa en los liquidos biol6gicos
humanos es un marcador de la activacion de los mastocitos. En este estudio no se encontraron

alteraciones significativas en los niveles de triptasa en muestras de esputo y suero.

La triptasa solo fue detectada en 18% de las muestras sin presentar un valor clinico
significativo, al igual que el estudio realizado en el 2000 por Alvares y col., en el cual la triptasa
solo se encontrd en el 24% de las muestras analizadas. Por otro lado se observdé que en
comparacion con los controles sanos, las concentraciones de triptasa en esputo, se entraban

significativamente elevadas solo personas con asma leve a moderada (Louis y col., 2009).

Se ha encontrado que los niveles de IL-5 se encuentran elevados en las vias
respiratorias de personas asmaticas, esta citocina juega un papel importante en la movilizacién,
diferenciacion y mantenimiento de eosindéfilos. En el 2000, Shaid El-Radhi y col, detectaron IL-5
en el suero de 20 nifios asmaticos, pero no en los controles sanos. Ademas observaron una
significativa reduccion en los niveles de IL-5 en respuesta al tratamiento con Prednisolona. No

obstante en nuestros resultados solo el 0.97% presentaban alteraciones en los niveles de IL-5.

Un punto importante en nuestro estudio, fue determinar la correlacién entre los distintos
marcadores de inflamacién, para observar si habia una correlacion significativa entre los
parametros medidos en suero y esputo. Si existiera una correlacion entre los marcadores
utilizados, la respuesta del tratamiento pudiera observarse utilizando tanto muestras de esputo

CcoOmo suero.

1996 Pizzichini y col., demostraron una fuerte correlacion entre eosinéfilos y ECP en
muestras de esputo de adultos asmaticos. Sin embargo en este estudio no se observo

correlacion entre los niveles de ECP tanto en suero como en esputo y los eosindfilos en esputo..

Hasta la fecha no existe evidencia de la correlacion entre los niveles de histamina,
triptasa e IL-5, en muestras de suero y esputo. En este estudio solo se observé una correlacion
significativa para los niveles de histamina. Si bien la histamina tiene implicaciones en la
patogénesis del asma, hasta la fecha no existen estudios que indiquen su utlidad como
marcador a la respuesta del tratamiento. Otra de las correlaciones mas significativas

observadas en nuestra investigacion fue la encontrada entre los niveles de ECP y células

42



epiteliales en expectoraciéon. Algo similar observado por Gibson y col, en el 2003, lo cual indica

el dafio permanente que sucede en las vias respiratorias de los pacientes asméticos.

CONCLUSIONES

Se analizaron 102 muestras de esputo, determinando los niveles de histamina, triptasa, ECP e
IL-5, asi como el porcentaje de células en cada uno de los especimenes, por otro lado se logré
analizar 103 muestras de suero de los mismos sujetos a estudio, determinando los mismos
marcadores de inflamacién que en esputo. Observamos que los pacientes presentaban niveles
elevados de histamina (esputo 94.1%; suero 62.1%) en comparacion con los valores de
referencia, al igual que los niveles de ECP (esputo 45.6%; suero 65.6 %). Por otro lado en la
gran mayoria de las muestras de esputo se observaba una prevalencia significante de

eosindfilos, linfocitos y células epiteliales.

Si bien en este estudio no se obtuvo alguna correlacién entre los niveles de ECP y la

eosinofilia en esputo, la literatura sugiere lo contrario.
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ANEXO

Reactivos para la Determinacion de Triptasa

Anti-Triptasa conjugada Marca ImmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: A3CC8

Triptasa curva de control Marca: ImmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: AYUAR

Triptasa calibradores Marca: ImmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: DMW8

Anti- Triptasa Marca: InmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: A1CBH
Fundamento de la Técnica para la Determinacién de Triptasa

El anticuerpo Anti-Triptasa unido covalentemente a la matriz solida del ImmunoCAP, reacciona
con la triptasa presente en la muestra del paciente. Luego se lava y se afiaden anticuerpos para
triptasa marcados con enzima formando un complejo. Posterior a la incubacion, los anticuerpos
marcados con enzima que no se unen se lavan, y el complejo unido es incubado con un agente
gue desarrolla color. Después de detener la reaccién, se mide la fluorescencia de la elucion. La
fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion de Triptasa contenida en la

muestra del paciente.

Reactivos para la Determinacién de Proteina Catidnica del Eosindfilo

e Anti-ECP conjugada Marca InmmunoCAP Fabricante: Phadia Lote:969B8
e ECP curva control Marca InmmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: AVVBD
e ECP calibradores Marca InmmunoCAP Fabricante: Phadia Lote: DSEP

e Anti-ECP Marca InmmunoCAP Fabricante: Phadia Lote:778BH

Fundamento de la Técnica para la Determinacion de Proteina Catidnica del Eosindfilo
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El anticuerpo Anti-ECP unido covalentemente a la matriz solida del ImmunoCAP, reacciona con
la ECP presente en la muestra del paciente. Luego se lava y se afiaden anticuerpos para ECP
marcados con enzima formando un complejo. Posterior a la incubacion, los anticuerpos
marcados con enzima que no se unen se lavan, y el complejo unido es incubado con un agente
que desarrolla color. Después de detener la reaccion, se mide la fluorescencia de la elucion. La
fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion de ECP contenida en la muestra

del paciente.
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