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Andlisis in silico de lipocalinas de
perro, gato, caballo, vaca, hamster y
gallina. Posible efecto en el estudio
de las enfermedades alérgicas

Andrés Sanchez'3, Ricardo Cardona3, Jorge Sanchez*

Resumen

ANTECEDENTES: las lipocalinas parecen explicar la reactividad cru-
zada entre animales como gato y perro, pero poco se ha estudiado
acerca de su papel en la reactividad cruzada con otros animales y
su efecto clinico.

OBJETIVOS: analizar por técnicas bioinformaticas la identidad entre
lipocalinas de diferentes especies y explorar la utilidad de estas técnicas
en el estudio de las alergias.

MATERIAL Y METODO: estudio in silico en el que se buscaron las se-
cuencias de lipocalinas utilizando el programa BLAST. Las secuencias
de proteinas se alinearon con el programa CLUSTAL Omega version
1.2.1 de UniProt. Las secuencias base de los alineamientos fueron las
lipocalinas de perros y gatos. La identidad entre las lipocalinas se com-
paré con la frecuencia de sensibilizacion a animales en una poblacion
de 284 pacientes alérgicos.

RESULTADOS: las secuencias mostraron identidades entre 10 y 70%.
Los valores mas altos se encontraron entre Can f 6-Fel d 4 (68%) y Fel d
4-Equ c 1 (68%). La identidad mds baja fue con las lipocalinas purpurina
y proteina de unién al retinol del gallo (menor de 20%). Observamos
una relacién entre el patrén de sensibilizacién y el grado de identidad
entre las especies estudiadas.

CONCLUSIONES: a partir de los estudios bioinforméticos y los patrones
de sensibilizacién encontrados se propone que Fel d 4 y Equ ¢ 1 son
posibles alergenos mayores para gato y caballo en la poblacién del
trépico y comparten alta reactividad cruzada con Can f 6. Debido a que
estos resultados provienen de modelos predictivos, deben confirmarse
con estudios in vitro e in vivo.

PALABRAS CLAVE: alergia, aves, bioinformatica, caballo, gato, gallina,
identidad, lipocalinas, mascotas, sensibilizacion.
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In silico analysis of the identity of
lipocalin of dog, cat, horse, cow, hamster
and hen. Possible role in allergic diseases.

Andrés Sanchez'3, Ricardo Cardona3, Jorge Sanchez*

Abstract

BACKGROUND: Lipocalins seem to explain the cross-reactivity
between some pets such as cat and dog. However, its role in other
animals and its possible clinical impact in allergy diseases have been
scarcely studied.

OBJECTIVE: To analyze by bioinformatics techniques, the identity
between lipocalin of some animals and to explore the clinical impact
on allergic diseases.

MATERIAL AND METHOD: An in silico study was done to search for
lipocalin sequences using the BLAST program of NCBI Database. The
protein sequences were aligned with CLUSTAL Omega UniProt ver-
sion 1.2.1 software. The base sequences for alignments were lipocalins
dogs and cats. The defined percentage identity was compared with the
frequency of sensitization to animals exposed in a population of 284
patients with suspected allergic diseases.

RESULTS: Identities between sequences were 10% to 70%. The high-
est values were found with Can f 6-Fel d 4 (68%) and Fel d 4-Equ c 1
(68%). The lower identity was found with lipocalin porpurin and retinol
binding (<20%). We observed a relationship between sensitization and
the percent identity between the species studied.

CONCLUSIONS: Lipocalins as Can f 6, Fel de 4 and Equ c 1 seem
to play an important role in the cross-reactivity to cat, horse and dog
but not for the co-sensitization to hamster, cow or birds. Fel de 4 and
Equ c 1 could be a prevalent allergen for horse and cat. These results
come from predictive analysis and must be confirmed by in vitro and
in vivo studies.

KEYWORDS: allergy; birds; bioinformatics; horse; cat; hen; identity;
lipocalin; pets; sensitization
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2016 enero-marzo;63(1)

*Universidad de Magdalena, Departamento
de Medicina, Santa Marta, Colombia.

2 Corporacion Universitaria Rafael Nufiez,
Programa de Medicina, Cartagena, Colombia.
3 Grupo de Alergologia Clinica y Experi-
mental. IPS Universitaria, Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia.

4 Grupo de Alergologia Experimental e In-
munogenética, Instituto de Investigaciones
Inmunoldgicas, Universidad de Cartagena,
Cartagena, Colombia.

Correspondence
Dr. Jorge Sanchez
jotamsc@yahoo.com

Entre las principales fuentes de alergenos estan

las mascotas; existe un nimero creciente de

La frecuencia de atopia y enfermedades alér-
gicas, como asma, rinitis y conjuntivitis es alta
y parece que la incidencia estd aumentando
especialmente en los paises industrializados."

familias en Latinoamérica con mascotas en sus
casas. Si la exposicion prolongada a mascotas es
un factor de riesgo de, o protector contra, la apa-
ricion de alergias es un tema adin en discusién;
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sin embargo, entre los pacientes con sospecha de
alergias, las guias médicas recomiendan realizar
las medidas de evitacion,? pero por diferentes
motivos, entre ellos emocionales, la mayoria de
los pacientes tiene dificultades para conseguir
este objetivo; ademads, la efectividad clinica de
esta recomendacion no es clara.’?

Un problema adicional para lograr las medidas
de evitacion es la reactividad cruzada entre
algunas mascotas, especialmente entre gatos y
perros, que son las mascotas que con mas fre-
cuencia generan alergias en Europa.* En estudios
previos observamos que la sensibilizacién a mas-
cotas también es prevalente en algunas ciudades
de Latinoamérica.’ Las lipocalinas son proteinas
que transportan pequenas moléculas, como
esteroides, retinoides y lipidos. Esta familia de
proteinas estd presente en la mayor parte de los
mamiferos, al igual que en bacterias, nematodos
e insectos, y son alergenos importantes como
causa de la reactividad cruzada entre caballo,
gato y perro. Sin embargo, poco se sabe acerca
del papel de las lipocalinas en la sensibilizacién
a otras fuentes comunes en Latinoamérica.

Los analisis bioinformaticos, entre los que se
incluyen los analisis in silico (simulacién por
computadoras), son una herramienta Gtil para el
modelamiento y la prediccién de la estructura de
las proteinas. Estas herramientas pueden ayudar
a predecir alergenos mayores potenciales y pue-
den explicar la reactividad cruzada entre dos o
mas fuentes de alergenos. Si en una poblacién
la frecuencia de sensibilizacién a varias fuentes
es conocida, los andlisis de alineamiento y la
identidad entre las proteinas pueden ser el primer
paso para identificar los alergenos principales
que explican los patrones de sensibilizacién y
cosensibilizacion entre las especies. Posterior-
mente, es necesario demostrar si los alergenos
identificados como probables son realmente
alergenos mayores mediante estudios in vivo. En
este estudio exploramos por medio de técnicas
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bioinformaticas la identidad entre las lipocalinas
de perro, gato, caballo, vaca, hamster y gallina
y su posible papel en las alergias a animales en
la poblacién del trépico.

MATERIAL Y METODO
Secuencias de lipocalinas

Estudio in silico en el que se buscaron lipoca-
linas utilizando el programa BLAST de la base
NCBI, con las secuencias validadas hasta el 20
de noviembre de 2014. Sélo se incluyeron las
proteinas alergénicas con una identificacién
completa de la secuencia de ARN mensajero de
perro, gato, caballo, hdmster y vaca. Ademas, se
incluyeron dos lipocalinas de gallina no identifi-
cadas como alergénicas (Purpurina y proteina de
union a retinol: RBP) para tener secuencias com-
parativas de este grupo taxonémico. Las entradas
de secuencias parciales o cortes alternativos se
excluyeron. Algunas lipocalinas potencialmente
alergénicas, como Equ c 2, no se incluyeron en
este estudio debido a que la secuencia reportada
en la base NCBI es incompleta.

Las secuencias proteicas se alinearon usando el
programa CRUSTAL Omega, Version 1.2.1. de
UniProt. Las secuencias base para los alineamien-
tos fueron las lipocalinas de perro y gato, debido
a que son las mascotas mds comunes en las casas.

Analisis filogenéticos

Los andlisis filogenéticos basados en las secuen-
cias de ARN (11 secuencias de nucledtidos) se
realizaron mediante el método de reconstruccién
de Neighbor-Joining con el programa MEGA
(molecular evolutionary genetics analysis) version
6, usando el método bootstrap como prueba de
filogenia con 500 replicaciones. Para determinar
la distancia filogenética utilizamos el método de
la maxima probabilidad compuesta, teniendo
en cuenta el nimero de sustituciones de base
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por cada sitio. Todas las posiciones con espacios
vacios se eliminaron (deleciones completas).
Para todos los cruces, las posiciones de codon
incluidas para los analisis fueron primero+segun
do-+tercero+secuencias no codificantes. Debido
al nimero de secuencias de lipocalinas utilizadas
no realizamos subanalisis filogenéticos.

Seleccién de la poblaciéon

Usamos una cohorte de pacientes previamente
reportada® y agregamos pacientes nuevos re-
clutados durante el periodo de junio de 2012 a
marzo de 2014. Recolectamos 284 pacientes con
diagndstico de asma, rinitis o dermatitis atpica
que asistieron al servicio de Alergologia Clinica
de la Universidad de Antioquia (Medellin, Co-
lombia) y requirieron una prueba cutdnea con
alergenos para identificar los posibles alergenos
ambientales. Durante la cita para la prueba se
interrogo a los pacientes acerca de los detonan-
tes sospechosos y la existencia de mascotas en
casa o la exposicién indirecta a animales. Luego
de la prueba cuténea, los pacientes recibieron
informacién de manera verbal y por escrito
acerca de las medidas de control ambiental para
las fuentes a las que estuvieron sensibilizados.

Como un criterio de inclusién, a todos los pa-
cientes se les evalué la sensibilizacién a Blomia
tropicalis, Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, epitelio de gato
y perro. Incluimos extractos adicionales de
animales en los pacientes con contacto o con
sospecha de sintomas por otros animales (por
ejemplo, caballo, hamster, pajaros, gallinas,
etc.). El diagnéstico se establecié de acuerdo con
las guias GINA de asma (www.ginasthma.org),
ARIA de rinitis,® el Consenso Latinoamericano de
Conjuntivitis” y los criterios de Hanifin y Rajka
de dermatitis atopica.®

Para la prueba cutanea intraepidérmica usamos
los extractos estandarizados de los laboratorios

2016 enero-marzo;63(1)

Leti e Inmunotek (Madrid, Espafia) y las recomen-
daciones internacionales para su lectura (habén
3 mm mayor que el control negativo).** Todos
los pacientes suspendieron la administraciéon
de antihistaminicos u otros farmacos el tiempo
requerido antes de la prueba.

Consideraciones éticas

Para la revision de las historias clinicas y los
datos de los pacientes se obtuvo la aprobacion
del comité de ética de la institucion hospita-
laria. Las secuencias se tomaron de la base
de datos de NCBI, por lo que son de acceso
abierto.

Analisis estadisticos

Los analisis se realizaron con el programa IBM
SPSS versién 21 para Windows. Los resultados
se expresaron como porcentajes de frecuencia
y en nimeros absolutos. Se usaron analisis de
correlacion, prueba de x? o regresiones logisticas
multivariables para medir las diferencias entre
los grupos.

RESULTADOS
Identidad de las lipocalinas

Las lipocalinas seleccionadas se muestran en
el Cuadro 1. Se realizaron 38 alineamientos
entre las lipocalinas incluidas. Las secuencias
bases utilizadas fueron las lipocalinas de perro
y gato (Cuadro 2). Las secuencias mostraron
una gran variabilidad entre las identidades (10
a 70%). La mayor identidad se encontré entre
los alineamientos de Can f 6-Fel d 4 con valores
de 68% vy Fel d 4-Equ c 1 con 68%, seguido por
Canf1-Feld7 con61%y Canf6-Equc 1 con
58% (Figura 1). La menor identidad se encontré
entre los alineamientos para porpurina y RBP
con las otras especies, que fue menor de 20%
(Cuadro 3y 4).
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Cuadro 1. Lipocalinas seleccionadas para los alineamientos
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Lipocalina Codigo Base de datos Entrada Nimero de
(secuencia ARNm) (Swissprot) aminoacidos
Perro (Canis familiaris)
Canf 1 ALLT_CANFA AF027177 0.18873 174
Canf2 ALL2_CANFA AF027178 0.18874 180
Canf4 D7PBH4_CANFA GU132996 D7PBH4 174
Canfé6 H2B3G5_CANFA HE653774 H2B3G5 190
Gato (Felis domesticus o catus)
Fel d 4 ALL4_FELCA AY497902 Q5VFH6 186
Fel d 7 E5D27Z5_FELCA GuU108332 E5D275 180
Bovine (Bos taurus)
Bos d 2 ALL2_BOVIN L42867 Q28133 172
Caballo (Equus caballus)
Equc 1 ALLT_HORSE U70823 Q95182 187
Gallina/gallo (Gallus gallus o domesticus)
Purpurina PURP_CHICK M17538 P08938 196
RBP RET4_CHICK X77960 P41263 196
Hamster (Phodopus sungorus)
Pho s 21 kDa S57YD3_PHOSU KF148615 S57ZYD3 151

Lipocalinas seleccionadas de diferentes animales para andlisis bioinformaticos.

RBP: proteina de unidn al retinol (retinol binding proteins).

Cuadro 2. Identidad entre las lipocalinas de perro y gato

Alineamiento  Identidad Nam. de Nam. de
(%) aminodcidos aminodacidos
idénticos similares
Perro-gato
Canf 1-Fel d 4 23 43 61
Canf1-Feld 7 61 110 46
Can f2-Fel d 4 25 48 68
Canf2-Feld7 24 45 64
Can f 4-Fel d 4 25 48 66
Can f 4-Fel d 7 19 37 50
Can f 6-Fel d 4 68 130 38
Canf6-Feld7 23 43 62

Con la lipocalina de hamster (Pho s 21 kDa), la
identidad con otras especies también fue baja:
Can f 4-Pho s 21 kDa: 25%. Fel d 7-Pho s 21
kDa: 17%. La lipocalina de la vaca Bos d 2 mos-
tr6 valores entre 18 y 30%, la mayor identidad
se encontré con Can f 4 con un valor de 31%
(Cuadros 3 y 4).

Analisis filogenéticos

El arbol 6ptimo con una longitud de ramificacion
igual a 5.00589491 se muestra en la Figura 2.
El porcentaje de arboles replicados (500 repe-
ticiones) se muestra en la Figura 2. El arbol se
muestra a escala, la longitud de la ramificacién
representa la distancia evolutiva en la cantidad
de cambios acumulados; sin embargo, se debe
tener en cuenta que el método Neighbor-Joining
s6lo hace agrupaciones de “miembros similares”,
sin tomar en cuenta el reloj molecular, por lo
que la distancia evolutiva es sélo aproximada
de acuerdo con la identidad de las proteinas
estudias. Hubo 411 posiciones en la base final.

Caracteristicas de la poblacion y
sensibilizacién a animales

De los 284 pacientes, 149 eran mujeres (Cuadros
5y 6). La edad media fue de 20 anos. La mayoria
de los pacientes tenian enfermedades respiratorias
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Figura 1. Estructura de alineamiento entre Can f 6, Fel d 4 y Equ ¢ 1. Los aminodcidos identificados estan indi-

cados con “*”, los aminoacidos similares estan indicados con “:

(90%) y 38 pacientes (13%) tenian sintomas res-
piratorios y cutdneos; 227 pacientes (80%) tenian
atopia, 151 pacientes (53%) fueron positivos a uno
o varios animales. El perro (n=136, 48%) y el gato
(n=27, 9.5%) fueron las fuentes causantes con mas
frecuencia de sensibilizacién entre mascotas; 18
pacientes positivos a gato lo fueron también a perro.
Seis pacientes fueron positivos a caballo y todos
ellos lo fueron a gato y perro. Cuatro de ellos tenian
una alta exposicion a caballo; 33 (14%) pacientes
fueron positivos a pajaros, 24 de ellos fueron posi-
tivos a gato o perro; 135 pacientes positivos a perro
(99%) resultaron sensibilizados a caros y todos los
pacientes positivos a gato lo fueron a los acaros;
219 (77%) pacientes estuvieron expuestos a algin
animal: 133 (46%) a perro, 86 (30%) a gato, 70
(24%) a pajaros y 33 (11%) a otros animales, como
caballo, hamster y conejo. No pudimos evaluar si
existia una relacion entre la exposicién a mascotas
y los sintomas, debido a que la poblacién estaba
conformada totalmente por pacientes alérgicos y
no habia controles. La Unica asociacién entre ex-
posicién y sensibilizacién fue a péjaros (p menor
de 0.1, media: 2.8, IC 95%: 1.3-6).

“u.on

y resaltados en gris oscuro.

Relacion entre identidad de lipocalinas y
patron de sensibilizacion

Observamos que el porcentaje de identidad de
algunas lipocalinas estd estrechamente relacionado
con el patrén de sensibilizacion. La mayor iden-
tidad se encontr6 para Canf 6, Feld4y Equc T,
con frecuencia alta de cosensibilizacion a perro,
gato y caballo (p menor de 0.05). Las lipocalinas
de gallina, hamster y vaca tenian poca identidad
y poca frecuencia de cosensibilizacién con gato y
perro. Debido a que esta asociacién podria estar
relacionada con el grado de exposicién, realiza-
mos un subanalisis, considerando la exposicion
animal como una covariable, y no observamos una
relacién significativa entre la exposicion directa
a caballo, hamster, vaca, gallina, gato o perro y
sensibilizacion.

DISCUSION

Los patrones de sensibilizacion pueden variar
de acuerdo con las condiciones geograficas y
socioculturales de una regién.'>'? De acuerdo
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Cuadro 3. Identidad entre lipocalinas usando las secuencias
del perro como base
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Cuadro 4. Identidad entre lipocalinas usando a gato como
secuencia base

Identidad Nam. de Nam. de
(%)  aminoacidos aminoacidos

Alineamiento

idénticos similares

Caballo-bovino
Canf1-Bosd 2 19 35 57
Canf2-Bosd 2 18 34 65
Can f 4-Bos d 2 31 54 56
Can f 6-Bos d 2 25 47 63

Perro-caballo
Canfl-Equc 1 25 46 59
Canf2-Equc 1 26 49 70
Canf4-Equc 1 27 52 63
Canfé6-Equc 1 58. 111 48

Perro-gallina

Can f 1 -Purpurin 13 28 57
Can f 1-PUR 14 29 63
Can f 2-Purpurin 13 28 59
Can f 2-PUR 17 35 66
Can f 4-Purpurin 13 28 46
Can f 4-PUR 15 36 38
Can f 6-Purpurin 14 33 51
Can f 6-PUR 17 37 63

Perro-hamster
Canf1-Phos21kDa 17 31 60
Canf2-Phos21kDa 13 25 67
Canf4-Phos21kDa 25 44 58
Canf6-Phos21kDa 21 41 64

con el Ministerio de Salud de Colombia (www.
minproteccionsocial.gov.co) y la Sociedad Pro-
tectora de Animales, alrededor de una de cada
tres casas en el Valle de Aburrd tiene mascotas
(perros 86% y gatos 17%) y 23% tiene al me-
nos dos mascotas de especies diferentes. Estos
datos sugieren que hay una alta concentracion
de particulas derivadas de animales en el aire
de Medellin. Sin embargo, no encontramos una
relacién directa entre la frecuencia de exposicién
a gatos o perros y sensibilizacion. Esto puede
explicarse por la alta frecuencia de exposicion
indirecta en la escuela, el trabajo o el vecindario,
que es dificil de cuantificar y, considerando los
datos epidemiol6gicos comentados, ésta debe
ser alta en esta region.

Identidad Nam. de Nam. de
(%)  aminoacidos aminoacidos

Alineamiento

idénticos similares
Gato-bovino
Fel d 4-Bos d 2 28 53 64
Fel d 7-Bos d 2 19 38 54
Gato-caballo
Fel d 4-Equ c 1 68 130 30
Fel d 7-Equ c 1 24 45 60
Gato-gallina
Fel d 4-Purpurina 16 35 57
Fel d 4-PUR 17 38 60
Fel d 7-Purpurina 17 36 50
Fel d 7-PUR 18 38 54
Gato-hamster
Fel d 4-Phos 21 kDa 19 36 67
Fel d 7-Pho s 21 kDa 17 34 45

Otro factor importante que puede repercutir
en la alta sensibilizacién a estos animales es
la reactividad cruzada a la familia de proteinas
lipocalinas. Entre las especies de perro, gato y
caballo' esta situacién favorece la cosensibiliza-
cién entre pacientes que tienen poca exposicion
a los animales. En nuestra poblacién, esto podria
explicar, al menos en parte, la alta cosensibi-
lizacién a caballo, gato y perro. Con base en
los andlisis bioinforméticos, sugerimos que la
cosensibilizacién podria ser por la alta identidad
entre Can f 6, Fel d 4 y Equ ¢ 1. De acuerdo con
el patron de sensibilizacién, todos los pacientes
sensibilizados a caballo lo estuvieron también a
perro, por lo que Equ c1 podria ser el principal
alergeno de caballo. Por la reactividad cruzada
Can f 6 puede ser un importante alergeno para
perro, pero no el Gnico, porque la mayoria de los
pacientes sensibilizados a perro no lo estuvieron
a gato o caballo. Fel d 4 podria ser un alergeno
importante para gato en nuestra poblacién si se
toma en cuenta la alta identidad que tiene con
Canf 6y la alta frecuencia de cosensibilizacién a
perro entre los pacientes sensibilizados a gato; sin
embargo, estas predicciones deben confirmarse
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Figura 2. Arbol filogenético. El drbol 6ptimo con la suma de la longitud de la rama es igual a 5.00589491.

por métodos in vivo o in vitro. Nuestros resul-
tados son similares a los encontrados por otros
autores, lo que sugiere una alta probabilidad de
reactividad cruzada, demostrada por andlisis de
inhibicién y competicion utilizando la técnica
de ELISA entre Fel d 4, Can f 6 y Equ c 1.'*'> De

cualquier manera, la frecuencia de sensibiliza-
cién a gato, perro y caballo es diferente entre las
poblaciones, por lo que los factores del ambiente
y las caracteristicas genéticas de cada poblacion
influyen de manera importante en la prevalencia
de la sensibilizacion a diferentes fuentes.
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Cuadro 5. Caracteristicas generales de la poblacién (n=284)

Datos generales Nam. (%)
Sexo
Mujer 149 (52)
Hombre 135 (48)
Fenotipos
Asma 159 (56)
Rinitis 237 (83)
Conjuntivitis 135 (47)
Eccema 71 (25)
Edad (ahos) Media 20 (limites: 1 a 71)

Cuadro 6. Caracteristicas de la poblacién por sensibilizacién
(n=284)

Datos generales Niam. (%)
Atopia 227 (80)

Perro 136 (48)

Gato 27 (9.5)

Pdjaros*

Canarios, pericos, palomas y gallinas 33 (14.5)
Otros animales**

Caballo, conejo, hamster, cerdo 7 (7)

*n=227. **n=94.

Comparado con otras especies, se sabe poco
acerca de la familia de lipocalinas y sus propie-
dades alergénicas en la gallina, vaca y hamster.'®
Observamos una baja cosensibilizacion a
hamster o vaca con gato o perro. Esta baja co-
sensibilizacién concuerda con la baja identidad
entre las lipocalinas de estas especies y su mayor
distancia filogenética. Existen pocos estudios
acerca de la sensibilizacion a los pajaros.>'7'
Observamos que la frecuencia de sensibilizacion
a pajaros como grupo fue mayor de 10%, pero
la sensibilizacion a gallina, paloma, periquito o
canario separadamente fue menor de 5%.>?? Esta
baja frecuencia de sensibilizacién, comparada
con la de gato o perro, puede deberse a que po-
cas personas en nuestra poblacion tienen pajaros
como mascota, pero también puede deberse a la
poca identidad con las lipocalinas de otras es-
pecies como gato o perro. La exposicién directa
parece tener mayor importancia en la sensibili-
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zacién a pdajaros que la reactividad cruzada a
otras especies. Sin embargo, s6lo tomamos las
lipocalinas de gallina debido a que hasta nues-
tro conocimiento, son las Gnicas reportadas al
momento, por lo que no podemos asegurar que
la baja identidad observada con gato y perro se
extienda a otras especies de pajaros.

Nuestro estudio tiene algunas fortalezas y limita-
ciones. Debido a que es un estudio in silico, las
asociaciones encontradas entre los patrones de
cosensibilizacion y la identidad de las lipocalinas
nos permite explorar los alergenos que pueden
tener mayor posibilidad de ser clinicamente
relevantes en nuestra poblacion, su efecto en
la reactividad cruzada e identificar las posibles
fuentes principales de sensibilizacién. Sin em-
bargo, estos resultados, al ser predictivos, deben
confirmarse con estudios in vitro para ratificar que
los alergenos identificados son los causantes de
la reactividad cruzada y las frecuencias de sensi-
bilizacién encontradas; sin embargo, éste seria el
primer paso para una bisqueda in vitro dirigida.

CONCLUSION

De acuerdo con los andlisis bioinformaticos y
los patrones de sensibilizacién en una poblacion
del trépico, proponemos que algunas lipocalinas
pueden tener un importante papel en la cosensi-
bilizacién a gato, perro y caballo, pero no para
hamster, vaca o pajaros. Fel d 4 y Equ c 1 podrian
ser alergenos mayores para caballo y gato.
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Sensibilidad y especificidad de

la prueba cutanea por puncion

con dos concentraciones del
extracto estandarizado de Culex
quinquefasciatus en ninos alérgicos
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Resumen

ANTECEDENTES: las opciones diagndsticas de las reacciones in-
munoldgicas a la picadura del mosquito son limitadas. En Cuba, las
reacciones mediadas por IgE mas frecuentes son por picadura de Culex
quinquefasciatus.

OBJETIVO: determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba
cutdnea por puncion con dos dosis del extracto estandarizado en
unidades de nitrégeno proteico (UNP) de Culex quinquefasciatus
(BIOCEN, Cuba).

MATERIAL Y METODO: estudio analitico efectuado en 100 nifios
entre 2 y 15 afios de edad: 50 pacientes atépicos con antecedentes
de alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica especifica positiva
a Culex quinquefasciatus y 50 pacientes atépicos sin antecedentes de
alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica especifica negativa a
Culex quinquefasciatus. La prueba cutanea por puncién se realizé por
duplicado en los antebrazos de los pacientes. Las dosis investigadas
fueron 100 y 10 UNP/mL.

RESULTADOS: en la prueba cutanea por puncién con el extracto de
mayor concentracion se obtuvo un tamano del area del habén de 22.09
mm? y con la menor concentracién de 8.19 mm?; una diferencia es-
tadisticamente significativa (p=0.001, prueba t de Student). La prueba
cutdnea positiva se correlacioné en el 100% de los pacientes con la
existencia de IgE especifica. La prueba con ambas dosis mostré 94%
de especificidad y 88% de sensibilidad.

CONCLUSION: la alta coincidencia en el resultado de la prueba cuta-
nea nos muestra que puede sustituirse la concentracion del extracto a
100 UNP/mL por la de menor concentracién, sin perder confiabilidad
en el diagndstico de sensibilizacién al mosquito Culex quinquefasciatus,
utilizando ese método in vivo.

PALABRAS CLAVE: sensibilidad, especificidad, prueba cutanea por
puncién, Culex quinquefasciatus.
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Sensitivity and specificity of prick
skin test with two concentrations

of standardized extract of Culex
quinquefasciatus in allergic children.

Radl L Castro-Almarales?, Mirta Alvarez-Castell6?, Mercedes Ronquillo-Diaz?,
José S Rodriguez-Canosa?, Mayda Gonzalez-Ledn3, Barbara | Navarro-Viltre?,
Daniel Betancourt-Mesia®, Irene Enriquez-Dominguez?, Mary Carmen Reyes-
Zamora®, Yunia Oliva-Diaz!, Maytee Mateo-Morejon?, Alexis Labrada-Rosado?

Abstract

BACKGROUND: Diagnostic options for immune reactions to mosquito
bites are limited. In Cuba, IgE-mediated reactions are frequently related
to Culex quinquefasciatus bite.

OBJECTIVE: To determine the sensitivity and specificity of skin prick test
with two doses of standardized extract in nitrogen protein units (PNU)
of Culex quinquefasciatus (BIOCEN, Cuba).

MATERIAL AND METHOD: An analytical study was conducted on
100 children between 2 and 15 years old. Fifty atopic patients with a
history of allergy to mosquito bite and positive specific serum IgE Culex
quinquefasciatus and fifty atopic patients without a history of allergy to
mosquito bite and negative specific serum IgE to Culex quinquefasciatus.
Skin prick tests (SPT) were performed by duplicates on the forearms of
the patients. Investigated doses were 100 PNU/mL and 10 PNU/mL.

RESULTS: SPT with the highest concentration obtained a mean wheal
size of 22.09 mm? and for lower doses of 8.09 mm?, a statistically sig-
nificant difference (p=0.001, Student’s t test). Positive skin test correlated
in 100% of patients with the presence of specific IgE. Testing with both
doses showed a 94% of specificity and 88% of sensitivity.

CONCLUSION: The diagnostic accuracy of SPT using both doses of
standardized extract was similar, which justifies its use for diagnosis of
sensitization to Culex quinquefasciatus in patients with symptoms of
allergy to mosquito bite.

KEYWORDS: sensitivity; specificity; skin prick test; Culex quinquefas-
ciatus
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quinquefasciatus son las especies mas comunes

en el mundo.™ En Cuba, estas dos Gltimas espe-

Existen mds de 3,500 especies de mosquitos,
de los que Aedes vexans, Aedes aegyptiy Culex

cies son las mas comunes.’
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Las reacciones a la picadura de mosquito pue-
den ser inmunolégicas o no inmunolégicas.’ De
las reacciones inmunoldgicas a la picadura del
mosquito Culex quinquefasciatus, las mediadas
por IgE son las mas frecuentes.! Estas reacciones
pueden ser locales, pequefias o grandes, v sis-
témicas, con o sin peligro para la vida. Algunos
autores consideran que el término alergia a la
picadura de mosquito debe reservarse inicamen-
te cuando el paciente tenga reacciones locales
grandes, atipicas o sistémicas.®®

El diagndstico de alergia a la picadura de mos-
quito se obtiene a través de una anamnesis
minuciosa y un examen fisico detallado, aunado
a la deteccién in vivo o in vitro de IgE especifica
a los alergenos del mosquito.'*”

La prueba cutanea por puncién es el método
menos costoso, mas rapido y practico para de-
tectar hipersensibilidad tipo | a los alergenos del
mosquito. En la actualidad, en todo el mundo
se dispone de diferentes extractos de mosquitos
para uso diagnéstico por prueba cutanea.’

En el Centro Nacional de Biopreparados (BIO-
CEN), en Cuba, se produce un extracto del
mosquito Culex quinquefasciatus, estandarizado
a 200,000 unidades de nitrégeno proteico (UNP/
mL), pero se desconoce la dosis éptima a admi-
nistrar para obtener el maximo de sensibilidad
y especificidad en adultos y en nifios.

El objetivo de este estudio es determinar la sensi-
bilidad y especificidad de la prueba cutinea por
puncién utilizando dos concentraciones del extracto
alergénico estandarizado de Culex quinquefasciatus,
de produccién nacional (BIOCEN, Cuba), en ninos
alérgicos a la picadura de este mosquito.

MATERIAL Y METODO

Estudio analitico, controlado y prospectivo para
validar la prueba cutanea por puncion utilizando
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dos dosis del extracto del mosquito Culex quin-
quefasciatus. Se realiz6 en 100 sujetos (grupo
A: 50 pacientes atépicos con antecedentes de
alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica
especifica positiva a Culex quinquefasciatus y
grupo B: 50 pacientes atépicos sin antecedentes
de alergia a la picadura de mosquito e IgE sérica
especifica negativa a Culex quinquefasciatus),
entre 2 y 15 anos de edad que acudieron con-
secutivamente a la consulta de Alergologia del
Hospital Universitario General Calixto Garcia y
tres consultorios del médico familiar del Gua-
tao, perteneciente al Policlinico Docente Pedro
Fonseca, La Lisa, La Habana, en el periodo de
marzo de 2011 a marzo de 2012. Se ocultaron
los resultados cuantitativos de las determinacio-
nes séricas de IgE especifica al mosquito Culex
quinquefasciatus, registrandose el dato después
de realizada la prueba cutanea por puncion. Los
investigadores del laboratorio de BIOCEN hicie-
ron una lista de todos los pacientes a realizarse
la prueba cutanea por puncién. Este proceso se
realiz6 en el Departamento de Alergenos de BIO-
CEN por personal ajeno al estudio. Este listado
fue abierto al finalizar el ensayo para asignar a
los pacientes a su respectivo grupo.

Prueba cutanea por puncion

A todos los pacientes incluidos se les realizé la
prueba cutanea por puncién por duplicado en
ambos antebrazos con las dos concentraciones
(100 y 10 UNP/mL) del extracto alergénico del
mosquito Culex quinquefasciatus, a 200,000
UNP/mL. En conjunto, se utilizaron dos con-
troles: negativo (solucién diluente de extractos
alergénicos [VALERGEN]: solucién tampdn-fos-
fato que contiene fenol 0.4% y albimina sérica
humana 0.03%) y positivo (solucién de histamina
HCI, 10 mg/mL). La prueba cutanea por puncién
se realiz6 seglin los procedimientos descritos
por Dreborg.® La prueba se consider6 positiva
cuando se obtuvo un didmetro medio de habén
igual o mayor a 3 mm con el extracto alergénico

13
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y negativa cuando sel didmetro medio del habon
fue menor de 3 mm. Para considerar vélida la
prueba, el didmetro medio del habén producido
por la histamina debia ser igual o mayor a 3 mm
y por el control negativo menor a 3 mm."°

El tamano medio (area) de la reaccién fue la
variable primaria. La misma se calculé mediante
la siguiente expresion:

A = nd?/4

Donde d es el diametro promedio del habén
calculado segtn se describid.

Todos los pacientes permanecieron 30 minutos
en la consulta después de realizada la prueba
cutanea, de acuerdo con lo establecido en el
protocolo.

Procesamiento de la sangre y obtencion del
suero

Para la obtencién del suero se extrajeron 10
mL de sangre dos semanas antes de realizar la
prueba cutdnea por puncion, se colectaron en
tubos Corning de 10 mL, identificados con el
nimero de inclusién del paciente y se enviaron
al Departamento de Alergenos de BIOCEN
para su procesamiento y analisis. El suero se
separé mediante centrifugacién a 6,000 rpm
durante 10 min y se conserv6 a -20°C hasta
su andlisis.

Determinacion de la IgE especifica

Para la determinacién del titulo de IgE alérgeno-
especifico se utilizé un ensayo ELISA indirecto
validado por el BIOCEN para la produccion de
extractos alergénicos, con antigeno fijado a la
fase sélida. Se usaron placas MaxiSorp (Nunc)
de 96 pozos recubiertas durante toda la noche a
4°C con 100 pL del extracto alergénico de Culex
quinquefasciatus, disueltos en tampon de recu-
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brimiento (carbonato 0.034 mol/L-bicarbonato
0.015 mol/L, pH 9.6). Los resultados cuantitati-
vos de la determinacion sérica de IgE especifica
al mosquito no se registraron hasta después de
realizada la prueba cutanea por los investiga-
dores clinicos.

Indicadores evaluados para caracterizar el
ensayo

La eficacia de la prueba se midi6 por los valores
de sensibilidad, especificidad, eficiencia y valo-
res predictivos del resultado positivo y negativo,
respectivamente. Para el calculo de estos valores
se usaron las siguientes definiciones:"

Verdadero positivo (VP): pacientes atépicos con
antecedentes de alergia a la picadura de mos-
quito por historia clinica e IgE sérica especifica
positiva a Culex quinquefasciatus, con prueba
cutdnea por puncién positiva.

Falso negativo (FN): pacientes atopicos con an-
tecedentes de alergia a la picadura de mosquito
por historia clinica e IgE sérica especifica positiva
a Culex quinquefasciatus, con prueba cutdnea
por puncién negativa.

Verdadero negativo (VN): pacientes atopicos sin
antecedentes de alergia a la picadura de mos-
quito por historia clinica e IgE sérica especifica
negativa Culex quinquefasciatus, con prueba
cutdnea por puncién negativa.

Falso positivo (FP): pacientes atopicos sin antece-
dentes de alergia a la picadura de mosquito por
historia clinica e IgE sérica especifica negativa
Culex quinquefasciatus, con prueba cutdnea por
puncién positiva.

Sensibilidad (S): porcentaje de verdaderos posi-
tivos del total de personas enfermas.

S=VP/(VP + FN) x 100
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Especificidad (E): porcentaje de verdaderos ne-
gativos del total de personas no enfermas.

E=VN/(FP +VN) x 100

Valor predictivo del resultado positivo (VP+):
porcentaje de personas enfermas del total de
personas con resultados positivos.

VP+ =VP/(VP + FP) x 100

Valor predictivo del resultado negativo (VP-):
porcentaje de personas no enfermas del total de
personas con resultados negativos.

VP-=VN/(VN+ FN) x 100

Eficiencia (Ef): porcentaje del total de resultados
verdaderos, ya sean positivos o negativos.

Ef=VP + VN/(VP + VN + FP + FN) x 100

Los cdlculos del tamafio muestral se realizaron
con la ayuda del paquete de programas para
el disefio de experimentos Glaxo-Wellcome
C4-SDP v1.1. El estadigrafo seleccionado para
comparar la respuesta en ambos grupos, asf
como en relacién con los controles fue la me-
diana y la media geométrica del logaritmo del
area del habdn, porque experiencias previas de-
mostraron que la transformacién logaritmica de
los datos iniciales (area) se ajusta mucho mejor
a una distribucién normal. Al aceptar la norma-
lidad de la distribucion de la variable primaria
en la poblacién a estudiar, el error en determinar
la sensibilidad o la especificidad con un error ¢
dado puede estimarse con la siguiente expresion:

n= (Ko s/g)2

donde Ka es el factor de confianza para un nivel
de confianza a.y s es la desviacién estandar (s =
[p(1-p)11/2). Se estimé que los valores de sensibi-
lidad y especificidad se encontrarian entre 85 y

P2 v \
Alergla

México

SLaai )

-

90%. Entonces, para a=0.05 y e=10% (es decir,
un intervalo de 95% de confianza igual a +10%
del valor determinado), obtuvimos un valor de n
entre 35 y 49 sujetos. Al tomar en cuenta estas
consideraciones, se seleccionaron 50 pacientes
para cada grupo de estudio.

Analisis estadistico de los resultados

Se evalu6 la distribucion estadistica de cada
variable para probar su ajuste a la normalidad
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
y de Shapiro-Wilks. Por tanto, para la varia-
ble reactividad cutdnea que se ajusté a la
normalidad se calcul6 la media geométrica y
la mediana del area del habén, asi como sus
respectivos intervalos de confianza de 95% y
se compararon las medias geométricas para
los diferentes productos mediante una prueba
t de Student de muestras pareadas, con nivel
de significacién o menor a 0.05. Se determind
el grado de correlacién de Spearman del tama-
fio de la reacciéon entre diferentes productos,
incluyendo los resultados de todos los pacien-
tes alérgicos. Se calcularon los intervalos de
confianza de 95% (IC95%) de los valores de
sensibilidad, especificidad, valores predictivos
y eficiencia con la expresién:

1C95% = +1.96 [V(1-V)/ n]1/2

Donde V es el valor correspondiente de cada
parametro.

Para las variables demogréficas y clinicas (edad,
sexo, enfermedad registrada) que no se ajustaron
a una distribucién normal se utilizé la mediana
y sus 1C95% en cada grupo; las comparaciones
entre los grupos se realizaron con la prueba U
de Mann-Whitney.

El procesamiento de los datos se realizé mediante
las funciones estadisticas del programa Microsoft
Excel v7.0y el paquete estadistico Statistica v4.0.
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Consideraciones éticas

El protocolo lo analizé y aprobé el Comité de
Etica del Hospital Universitario General Calixto
Garcia. Se justificé la inclusién de pacientes
atépicos sin antecedentes de alergia a la pica-
dura de mosquito por historia clinica con IgE
sérica especifica negativa para poder determi-
nar la especificidad. No se realizaron pruebas
de provocacién a la picadura como patrén de
referencia, lo que constituye una limitacion de
nuestro estudio; aunque, como otros autores, se
utilizé el antecedente de alergia a la picadura de
mosquito por historia clinica y la determinacién
de IgE sérica.*® Se obtuvo el consentimiento por
escrito de los padres o tutores de los pacientes,
previa informacion de las particularidades y
riesgos del estudio. Ademas, se obtuvo el con-
sentimiento de los pacientes incluidos mayores
de ocho afios.

RESULTADOS

En el grupo de pacientes alérgicos con IgE sérica
especifica positiva a Culex quinquefasciatus (gru-
po A), 15 pacientes fueron del sexo masculino
y 35 del femenino; en el grupo de alérgicos con
IgE sérica especifica negativa a Culex quinquefas-
ciatus (grupo B), 14 eran varones y 36 mujeres.
En el grupo A, la mediana de la edad fue 7.4
afios, mientras en el grupo B fue 7.7 afos. Las
diferencias de estos parametros entre los dos
grupos no fueron estadisticamente significativas
(p mayor de 0.05). Cuadro 1

En el grupo A, de 50 individuos, 44 mostraron
respuestas cutaneas positivas con ambas concen-
traciones del extracto de Culex quinquefasciatus.
Se obtuvieron respuestas cutdneas negativas
en seis pacientes para las dos concentraciones
investigadas.

En el grupo B, la mayoria de los pacientes mos-
tré resultados cutaneos negativos para las dos
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Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes
incluidos

GrupoA  Grupo B p
n=50 n=50 (U de Mann-
Whitney)
Sexo (M/F) 35/15 36/14 0.84
Mediana de edad 7.4 7.7 0.92
(ahos)
Intervalo (IC 95%) 2-15 2-15

concentraciones del extracto de Culex quin-
quefasciatus (Cuadro 2). Se observé 100% de
coincidencia en el diagnéstico entre las dos con-
centraciones investigadas (p menor de 0.001).

En la prueba cutdnea por puncién con el ex-
tracto de mosquito a 100 UNP/mL se registrd
una media geométrica del area del haboén en los
pacientes positivos del grupo A de 22.09 mm?
(IC 95%: 23.05-29.54), mientras con la concen-
tracion a 10 UNP/mL fue de 8.19 mm? (IC 95%:
11.78-8.82). Figura 1

La diferencia observada fue estadisticamente
significativa (p menor de 0.05). En relacion con el
habén producido por la histamina, las reacciones
hacia las dos concentraciones fueron menores,
la diferencia fue significativa (p menor de 0.001).

Para las dos concentraciones del extracto alergé-
nico de Culex quinquefasciatus se obtuvo 88%
de sensibilidad, 94% de especificidad y 91%
de eficiencia en la prueba cutanea por puncién.
Ademas, el valor predictivo del resultado positivo
fue de 94% vy el del resultado negativo fue de

Cuadro 2. Resultados de la prueba por puncién en ambos
grupos de estudio con las diferentes dosis

Pacientes Mosquito 100 Mosquito 10
Positivos Negativos Positivos Negativos

Alérgicos 44 6 44 6

No alérgicos 3 47 3 47

Total 47 53 47 53
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Mosquito 100 Mosquito 10 Histamina

B Mediana O Media geométrica

Figura 1. Mediana y media geométrica del area del
habén (en mm?) en los pacientes positivos del grupo
de alérgicos con IgE positiva para los diferentes pro-
ductos utilizados.

89% para ambas concentraciones investigadas
(Figura 2). Estos valores resultaron superiores a
los declarados inicialmente como aceptables en
el protocolo.

En el transcurso del estudio no se produjeron
eventos adversos.

100%

70%

Mosquito 100

Mosquito 10

M Sensibilidad W Especificidad @ Valor predictivo +

O Valor predictivo - O Eficiencia

Figura 2. Resultados de las variables de eficacia.
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DISCUSION

En este estudio se obtuvo homogeneidad entre
ambos grupos investigados, en relacién con la
edad y sexo. La preponderancia del sexo femeni-
no concuerda con otros autores, que reportaron
esta caracteristica en estudios en los que se
realizaron pruebas cutdneas por puncién.'>
La muestra poblacional es representativa de la
poblacién alérgica cubana, lo que permitiria la
extension de los resultados.

La diferencia encontrada en cuanto al tamafo
de la reaccién cutdnea hacia las dos concen-
traciones coincide con lo reportado por otros
autores.*''> De manera inusitada hubo una
coincidencia total entre los resultados cutaneos
considerados positivos y negativos en ambos
grupos para las dos concentraciones del extrac-
to de Culex quinquefasciatus. El porcentaje de
positividad en el grupo de pacientes alérgicos
fue superior a 90%; sin embargo, otros auto-
res reportaron que las respuestas positivas se
registran en 32%.%'*'® En esta investigacion, la
alta coincidencia en el resultado de la prueba
cutdnea nos muestra que la concentracion del
extracto a 100 UNP/mL puede sustituirse por
la de menor concentracién sin perder confia-
bilidad en el diagndstico de sensibilizacién al
mosquito Culex quinquefasciatus al usar ese
método in vivo.

Si bien encontramos alta coincidencia en los re-
sultados positivos entre las dos concentraciones
investigadas, la de mayor concentracién provocé
reacciones de mayor tamano en los pacientes
alérgicos del grupo A que la de menor concen-
tracion. Esta diferencia podria considerarse una
ventaja de la dosis mayor, porque indica mayor
potencia alergénica y, por tanto, mayor sensibi-
lidad potencial del diagnéstico. Otros autores
expresan que a mayor potencia y concentracion
alergénica del extracto, su capacidad de detectar
individuos sensibles es mayor.’01¢-18
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Los parametros de eficacia para las dos concen-
traciones del extracto de Culex quinquefasciatus
fueron mayores que los reportados (16 a 42%) en
otros estudios,*® lo que pudiera deberse al método
diagnéstico seleccionado como referencia, que en
este caso es el diagndstico clinico basado en la
aparicion de sintomas relacionados con la pica-
dura de mosquito y la determinacion de IgE sérica
especifica a Culex quinquefasciatus. En Cuba, éste
es el primer reporte de la sensibilidad y especifi-
cidad de dos concentraciones de un extracto del
mosquito Culex quinquefasciatus. Los resultados
permiten aseverar que la prueba cutdnea por
puncién realizada con las dos concentraciones
tiene sensibilidad y especificidad altas.

En el ensayo no se reportaron eventos adversos,
lo que evidencia la seguridad de las concen-
traciones investigadas y de la prueba cutanea
por puncién, lo que coincide con reportes
anteriores, que describen la ocurrencia de estos
eventos como sumamente poco frecuentes en
la prueba cutdnea por puncién.’®?® De modo
que la evaluacién de su frecuencia es posible
solamente en estudios poscomercializacion.™
Como reportaron otros autores, la prueba cuta-
nea por puncién es la prueba in vivo que ofrece
menor riesgo para el paciente; es decir, la prueba
cutdnea por puncion es muy segura y rara vez
induce reacciones alérgicas sistémicas.”'%19-2!

CONCLUSION

La prueba cutanea por puncién con las concen-
traciones investigadas es eficaz, sensible y segura
como herramienta diagnéstica de la alergia a la
picadura del mosquito Culex quinquefasciatus.
La alta coincidencia en el resultado de la prueba
cutanea demuestra que la concentracién del
extracto a 100 UNP/mL puede sustituirse por la
de menor concentracion sin perder confiabilidad
en el diagndstico de sensibilizacién al mosquito
Culex quinquefasciatus al utilizar ese método in
vivo en los servicios de Alergologia en Cuba.

2016 enero-marzo;63(1)
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Inmunoglobulina E total como
marcador de alergia en el noroeste de
México

Francisca Ramirez-Enriquez?, Jesus Prado-Renddn?, Jesus Lachica-Valle?,
Jaime Valle-Leal?

Resumen

ANTECEDENTES: la relacién entre IgE total en suero y alergia se ha
estudiado para determinar si puede ser un complemento (til para el
diagnéstico de alergia.

OBJETIVO: conocer si la IgE sérica total es una herramienta Util en el
diagnéstico de alergia en la poblacién pediétrica que acude a la con-
sulta externa de Alergologia pediatrica del Hospital General Regional
1, Ciudad Obregon, Sonora.

MATERIAL Y METODO: estudio epidemiolégico, observacional, re-
trospectivo, transversal y analitico de prueba diagnéstica, en el que se
revisaron los expedientes de nifios entre 3 y 16 afios de edad, atendidos
en el servicio de Alergologia pedidtrica. Para el andlisis estadistico se
utilizé el programa SPSS versiéon 22 y por medio de una tabla tetracérica
se determind la sensibilidad y especificidad de IgE para el diagnéstico
de alergias; se tomaron pruebas cutdneas como patrén de referencia
para el diagnéstico de alergias. Se determiné el valor de p entre las
variables de estudio con la prueba t de Student.

RESULTADOS: se estudiaron 248 expedientes, el género masculino fue
mds frecuente (59%). La sensibilidad de IgE fue de 85% vy la especifi-
cidad de 20%; el punto de corte encontrado fue de 148 Ul/mL, con-
centraciones elevadas de IgE en pruebas cutaneas para aeroalergenos
y existencia de sintomas respiratorios.

CONCLUSIONES: la determinacion de IgE es una prueba Util de tami-
zaje inicial en pacientes con sospecha de alergia.

PALABRAS CLAVE: IgE sérica total, atopia, pruebas cutaneas.

Rev Alerg Méx 2016 Jan-March;63(1):20-25.

Total immunoglobulin E as marker of
allergy at Northeast of Mexico.

Francisca Ramirez-Enriquez?, Jesus Prado-Rendon?, Jesus Lachica-Valle?,
Jaime Valle-Leal?

Abstract

BACKGROUND: Relationship of total serum IgE and allergy has been
studied to determine if it could be a useful complement allergy diagnosis.

OBJECTIVE: To determine whether serum total IgE is a useful tool
in diagnosis of allergy in pediatric population attending outpatient
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pediatric allergy Regional General Hospital No. 1, Ciudad Obregon,
Sonora, Mexico.

MATERIAL AND METHOD: An epidemiological, observational, retro-
spective, transversal and analytical study of diagnostic test was done
including files of children 3-15 years 11 months old, treated in pedi-
atric allergy. For statistical analysis SPSS V-22 was used and through
tetrachoric table, sensitivity, specificity of IgE for allergy diagnosis were
determined, taking skin tests as a gold standard for diagnosing allergies;
p value between the study variables was determined using Student t test.

RESULTS: 248 records were studied; male gender was more frequent
(59%). IgE sensitivity was 85% and specificity was 20%, cutoff point
found was 148 1U/mL, elevated levels of IgE in skin tests to airborne
allergens and presence of respiratory symptoms.

CONCLUSIONS: IgE determination is a useful initial screening test in
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patients with suspected allergy.

KEYWORDS: total serum IgE; atopy; skin tests

ANTECEDENTES

Las enfermedades alérgicas constituyen un grupo
de padecimientos frecuentes que incluyen: asma,
rinoconjuntivitis alérgica, dermatitis atopica y
alergia a los alimentos." El aumento de estas en-
fermedades esta condicionado por los cambios
climaticos, la industrializacion y cambios en
el entorno del hogar.? La alergia es un proceso
mediado por la inmunoglobulina E, que es parte
fundamental en la fisiopatologia del proceso alér-
gico.> Como prueba diagndstica, la IgE identifica
sujetos atépicos y no atdpicos; la sensibilizacion
alérgica se establece con la determinacion de Igk
especifica y pruebas cutaneas; sin embargo, su
costo es mas elevado y tiene indicaciones precisas.*

Los estudios de diversos grupos étnicos han
demostrado una asociacién entre la prevalencia
de diferentes alergias y concentraciones elevadas
de IgE sérica total independientes de reactivi-
dad especifica a las alergias o sintomas de las
alergias comunes.>® La poblacién de estudio
estd expuesta a gran cantidad de alergenos vy

Correspondence
Dr. Jaime Valle Leal
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las manifestaciones implican visitas frecuentes
a urgencias y estancia hospitalaria prolongada.

El objetivo de este trabajo es conocer si la IgE
sérica total es una herramienta util en el diag-
nostico de alergia en la poblacion pediatrica del
noroeste de México vy si permite discernir entre
pacientes con enfermedad alérgica y sanos, para
establecer un diagnéstico oportuno, tratamiento
adecuado y evitar complicaciones.

MATERIAL Y METODO

Estudio epidemioldgico, retrospectivo, trans-
versal, analitico, realizado previa autorizacion
por el Comité de ética e investigacién local
R-2015-2601-40, bajo el disefio de evaluacion
de una prueba diagn6stica, con la finalidad de
determinar la sensibilidad y especificidad de
la inmunoglobulina E (IgE) sérica total para el
diagndstico de alergia en pacientes pediatricos
atendidos en el Hospital General Regional 1
del IMSS, en Ciudad Obregén, Sonora, del 1 de
mayo de 2014 al 30 de junio de 2015.
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Se incluyeron los expedientes de pacientes que
acudieron al servicio de consulta externa de Aler-
gologia con sospecha de enfermedad alérgica,
género indistinto, entre 3 y 16 afios de edad, con
resultados de determinacién de IgE sérica total
y en quienes se realizaron pruebas cutaneas. El
muestreo se hizo en dos etapas: por censo (no
probabilistico) en una primera etapa, en la que
se enlistaron y se tomd registro de todos los
pacientes con alergia, y en una segunda etapa,
por una eleccion probabilistica al incluir sélo los
expedientes con nimeros nones hasta completar
248 expedientes.

Se excluyeron los expedientes con pruebas
cutaneas sin reaccién a histamina y pruebas
cutdneas de control posterior a tratamiento con
inmunoterapia. Ningln expediente se eliminé
del estudio.

En un formato especial disefado para este pro-
yecto se registraron las variables: género, edad,
resultado de IgE sérica total, representado como
positivo mayor de 15 U en el primer afio, mayor
de 60 de 1 a 5 afios, mayor de 90 de 6 a 9 afos,
mayor de 200 de 10 a 15 afnos) o negativo (menor
de 15 U en el primer afio, menor de 60 de 1 a
5 anos, menor de 90 de 6 a 9 anos, menor de
200 de 10 a 15 anos), al tomar como referencia
los valores establecidos por el laboratorio del
instituto. La IgE se determiné mediante método
de inmunofluorescencia indirecta; los resultados
de las pruebas cutdneas (patron de referencia
para el diagnéstico de alergia) se consideraron
positivos cuando la reaccién dérmica fue mayor
de 3 mm o negativos cuando la reaccién dér-
mica fue menor de 3 mm. La técnica se realiz6
aplicando una gota de extracto alergénico glice-
rinado, peso volumen (Allergomex) sobre la piel
de los antebrazos o de la espalda del paciente.
El tipo de alergeno se seleccioné de acuerdo
con los prevalentes en cada region geografica.
Los alergenos utilizados se agruparon en cuatro
categorias: aeroalergenos, polvo doméstico,

2016 enero-marzo;63(1)

alimentos y animales (perro, gato). También se
registraron las manifestaciones clinicas iniciales
que se catalogaron como respiratorias cuando
los pacientes tuvieran rinitis, sinusitis, hipe-
rreactividad bronquial; sintomas cutaneos ante
la existencia de papulas, exantema, eritema y
prurito; gastrointestinales, manifestados por dia-
rrea, estrefiimiento, borborigmos o flatulencia,
y anafilaxia como respuesta potencialmente
mortal desencadenada por alergenos.

Los resultados se capturaron en Excel version
2010y se analizaron en el programa estadistico
SPSS versién 22 para Windows. Con una tabla
tetracérica se determind la sensibilidad y especi-
ficidad de la IgE para el diagnostico de alergias.
Para la evaluacién de la eficiencia diagnéstica
de la IgE sérica total se utilizo el teorema de
Bayes (sensibilidad, especificidad); finalmente
se correlacionaron las concentraciones de IgE
sérica y las manifestaciones clinicas de alergia,
asi como las concentraciones séricas de IgE y las
pruebas cutaneas. El valor de p mediante la prue-
ba t de Student, con IC de 95%, se considerd con
significacion cuando fue igual o menor a 0.05.

RESULTADOS

Se estudiaron 248 expedientes de pacientes
atendidos en la consulta externa de Alergolo-
gia pediatrica con sospecha de enfermedad
alérgica, con edades entre 3 y 16 afos, en el
Hospital General Regional 1 del IMSS en Ciudad
Obregoén, Sonora, en el periodo comprendido
del 1 de mayo de 2014 al 30 de junio de 2015.
En el grupo estudiado, 146 pacientes (59%)
pertenecian al género masculino, con relacién
masculino:femenino de 1.4:1. La edad promedio
fue de 8.3+3.4 afios. La prevalencia de sospecha
de enfermedad alérgica fue mayor en la edad
escolar y en el género masculino (Cuadro 1).

La sensibilidad de la IgE como prueba diag-
néstica fue de 85% y la especificidad de 20%;
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Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacién estudiada. N=248

Caracteristica Frecuencia (%)

Edad (afios)

3ab 67 (27)

6all 131 (53)

12al16 50 (20)
Género

Femenino 102 (41)

Masculino 146 (59)

la sensibilidad mas alta encontrada fue para
alimentos, seguida por animales, aeroalergenos
y polvo doméstico. La mayor especificidad fue
para alimentos; se observé una proporcién si-
milar para el resto de los alergenos (Cuadro 2).

El valor de la IgE sérica total fue mayor en
los pacientes que tuvieron manifestaciones
respiratorias y cutdneas; esta diferencia fue
estadisticamente significativa, contrario a lo
encontrado en las manifestaciones gastrointes-
tinales (Cuadro 3).

Nuestro estudio muestra que las concentracio-
nes séricas de IgE elevadas fueron mayores en
pacientes con pruebas cutdneas positivas en
general y en pruebas cutdneas positivas para
aeroalergenos; estas asociaciones mostraron
significacién estadistica; en sentido opuesto,
los alergenos del polvo doméstico, animales y
alimentos no mostraron significacién estadistica.
Ningln paciente tuvo reaccion de anafilaxia
durante la realizacién de las pruebas (Cuadro 4).

El 58% (n=143) de las pruebas cutaneas fueron
positivas; la existencia de IgE elevada y pruebas
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Cuadro 3. IgE sérica total y tipo de manifestaciones clinicas

Sintomas IgE (Ul/mL) p* 1C 95%

Respiratorios

Presentes 1,073+2,057 0.001** (-1,089-20.3)
Ausentes 538.7+668

Gastrointestinales
Presentes 354+371.1 0.57 (-813-388)
Ausentes 557+744

Cutidneos
Presentes 1,345+1,792 0.001** (305-1,331)
Ausentes 526+668

*p: t de Student. ** estadisticamente significativos.

Cuadro 4. Concentraciones séricas de IgE y pruebas cutdneas

Pruebas cutineas  IgE (Ul/mL) p IC 95%
Positivas 687+880 0.001*  (184-500)
Negativas 396+416

A aeroalergenos

759+896 0.001*  (143-510)
429+592

Positivas
Negativas

A polvo doméstico

Positivas 693.4+941  0.015* (-26-399)
Negativas 506.9+654

A alimentos
Positivas 878+729 0.42 (-54 -830)
Negativas 540+736

A animales
Positivas 623+467 0.45  (-222 -380)
Negativas 544+763

reactivas para aeroalergenos se encontré en
82 casos, para polvo en 53, animales en 24 y
alimentos en 9.

Respecto de los pacientes que tuvieron concen-
traciones elevadas de IgE con manifestaciones

Cuadro 2. Sensibilidad y especificidad de IgE sérica total para el diagnéstico de alergias (pruebas cutdneas positivas como

patrén de referencia). N=248

Parametro evaluado General Aeroalergenos
Sensibilidad 85 88
Especificidad 20 17

Las cifras representan porcentajes.

Polvo Animales Alimentos
86 92 100
16 16 25
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respiratorias fueron 206 casos, para sintomas
cutdneos 6 y gastrointestinales, 3.

Se encontré una concentracion promedio de IgE
sérica total de 552+737.5 Ul/mL, con limites
de 5y 5,550 Ul/mL. A partir de 400 Ul/mL la
sensibilidad de la prueba aumenta, con valores
mayores de 1,600 Ul/mL la sensibilidad se acerca
al 100%.

Se gener6 una curva ROC para determinar la
sensibilidad y especificidad de la IgE total con
la finalidad de encontrar el mejor punto de corte
que discrimine el diagndstico de enfermedad
alérgica. La combinacion mas alta de sensibi-
lidad y especificidad se observé con un corte
de 143 UI. En curva ROC érea bajo la curva de
0.657, con IC 95% 0.589-0.726 (Figura 1).

DISCUSION

Debido a las caracteristicas geograficas y clima-
tologicas particulares del noroeste de México,
éste tiene gran diversidad de alergenos, que

Curva ROC
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Figura 1. Curva de ROC de la efectividad de IgE sérica
total como prueba de tamizaje para pacientes con
sospecha de alergias.
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condicionan sensibilizacién de la poblacién
pediatrica desde etapas muy tempranas de su
crecimiento y desarrollo.

Este estudio incluy6 sintomas respiratorios,
cutaneos y gastrointestinales. Los hallazgos
demuestran mayor prevalencia de sintomas
respiratorios. La diseminacién de los alergenos
por via aérea es mas amplia y persistente, lo que
explica su mayor prevalencia,® los demds son
menos frecuentes, pero de manifestacion mas
insidiosa y su diagndstico es por exclusion.”

El valor de referencia establecido para IgE total
proporciona sensibilidad de 85%, detecta las
posibles sensibilidades hacia alergenos; asi-
mismo, la especificidad diagnéstica calculada
en este estudio fue de tan sélo 20%, lo que es
significativamente bajo y pareciera indicar que
la utilizacién de la IgE sérica total por si misma
no es especifica en aproximadamente 80% de
los casos.

La IgE tiene alta sensibilidad para detectar sen-
sibilizacién a aeroalergenos en nuestro medio;
estos hallazgos apoyan lo encontrado por Tlachi-
Corona y su grupo en 2014.2

El grupo etario con mayor elevacién de IgE fue
el de escolares, con concentraciones mayores de
400 Ul/mL, debido a la exposicién y sensibiliza-
cién a alergenos. Con base en nuestro estudio
se define el valor de referencia de las concentra-
ciones de IgE total en los nifios del noroeste de
México, que es independiente del sexo y de la
edad; estos hallazgos apoyan la concentracién
de IgE para discriminar nifos con enfermedad
alérgica y sin alergia, con un punto 6ptimo de
corte de 143 Ul, el doble de lo reportado por Tu
en 2013% en poblacién asiatica (77.7 Ul).

Con concentraciones elevadas de IgE la posi-
bilidad de tener pruebas cutaneas positivas se
incrementa y, por el contrario, con concentracio-
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nes bajas de inmunoglobulina E la probabilidad
de resultados negativos es mayor.

Este estudio proporciona informacién valiosa
acerca de los patrones de sensibilizacién; sin
embargo, se necesitan mas investigaciones
al respecto para comprender las complejas
relaciones entre las exposiciones a alergenos
y la aparicién de la sensibilizacion alérgica y
la enfermedad.

La IgE en el medio hospitalario continda siendo
un método 0til de escrutinio para los pacientes
con sintomas respiratorios crénicos, pero no es
definitiva porque su especificidad es baja. Sin
embargo, como prueba para realizar tamizaje
es Util, si se cuenta con ella; el costo es bajo y
orienta hacia la toma de decisiones y derivacion
oportuna.

Algunas limitantes de este estudio fueron el aco-
pio de datos de manera retrospectiva, que limita
explorar otros posibles resultados al considerar
otros factores, como época del afio en que se
mida la IgE y se realicen las pruebas cutdneas, asi
como la clasificacién ambigua de los sintomas
respiratorios.

CONCLUSION

La prueba de IgE total en plasma es una he-
rramienta Gtil de tamizaje inicial en pacientes
con sospecha de alergia, cuando sus sintomas
principales son respiratorios; la asociacion entre
pruebas cutdneas positivas y concentraciones
elevadas de IgE tuvo significacion estadistica.
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Identificacion de microorganismos
asociados con rinosinusitis

cronica en pacientes adultos con
inmunodeficiencia comin variable

Gabriela Angulo-Pérez?, Eulalio Vivar-Acevedo?, Diana Andrea Herrera-Sanchez?

Resumen

ANTECEDENTES: la prevalencia de rinosinusitis crénica en pacientes
adultos con inmunodeficiencia comuin variable (IDCV) es de 52%. Los
pacientes con esta enfermedad tienen mayor frecuencia de rinosinusitis
crénica, enfermedad inflamatoria que afecta a la mucosa de uno o mas
senos paranasales y la cavidad nasal.

OBJETIVO: identificar los microorganismos de secrecién del meato
medio obtenida por endoscopia asociados con rinosinusitis cronica
en pacientes adultos con inmunodeficiencia comun variable (IDCV).

MATERIAL Y METODO: estudio descriptivo, transversal, que incluy6 a
pacientes adultos con inmunodeficiencia comun variable, de quienes se
obtuvo una muestra via endoscépica de secrecién del meato medio de
ambas fosas nasales, que se envi6 a cultivo para bacterias aerobias, anaero-
bias y hongos. Se obtuvo consentimiento informado de todos los pacientes.

RESULTADOS: se estudiaron 29 pacientes: 18 mujeres y 11 hombres,
con edad promedio de 40+13 afos. Los resultados obtenidos fueron: 2
muestras de pacientes no tuvieron desarrollo microbiano, 24 tuvieron
desarrollo de bacterias aerobias, en 3 casos hubo crecimiento flingico
sin desarrollo de bacterias anaerobias.

CONCLUSIONES: nuestros resultados muestran que los microorganismos
asociados con rinosinusitis cronica en pacientes adultos con inmunode-
ficiencia comdn variable mds comunes son: Moraxella catarrhalis, Sta-
phylococcus, Sphingomonas paucimobilis y Citrobacter koseri; los agentes
micéticos asociados fueron: Candida albicans y Aspergillus fumigatus.

PALABRAS CLAVE: microorganismos, rinosinusitis crénica, inmunode-
ficiencia comun variable, meato medio, endoscépico.
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Identification of microorganisms
related to chronic rhinosinusitis in
adult patients with variable common
immunodeficiency.

Gabriela Angulo-Pérez?, Eulalio Vivar-Acevedo?, Diana Andrea Herrera-Sdnchez?

Abstract

BACKGROUND: The prevalence of chronic rhinosinusitis in adult
patients with common variable immunodeficiency (CVID) is 52%. The
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patients with CVID show higher incidence of chronic rhinosinusitis,
which is an inflammatory disease that affects the lining of one or more
paranasal sinuses and nasal cavity.

OBJECTIVE: To identify the microorganisms in the middle meatus se-
cretion obtained by endoscopy associated with chronic rhinosinusitis
in adult patients with common variable immunodeficiency (CVID).

MATERIAL AND METHOD: A descriptive, cross-sectional study, which
included adult patients with CVID, from whom a sample endoscopic
middle meatus secretion from both nostrils was obtained and sent to
culture for aerobic, anaerobic bacteria and fungi. Informed consent of
all patients was obtained.

RESULTS: 29 patients were studied: 18 women and 11 men with a mean
age of 40+13 years. The results were: 2 samples showed no microbial
growth, 24 showed growth of aerobic bacteria, 3 cases had fungal
growth without development of anaerobic bacteria.

CONCLUSIONS: Our results show that the most common microorgan-
isms associated with CSR in adult patients are: Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus, Sphingomonas paucimobilis and Citrobacter koseri,
and associated fungal agents were: Candida albicans and Aspergillus
fumigatus.

KEYWORDS: microorganisms; chronic rhinosinusitis; common variable
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immunodeficiency

ANTECEDENTES

La rinosinusitis cronica es una enfermedad in-
flamatoria que afecta a la mucosa de uno o mas
senos paranasales y la cavidad nasal; en pacien-
tes con inmunodeficiencia comun variable su
prevalencia es de 52%."

A pesar de su prevalencia, no se han establecido
los mecanismos patogénicos y los agentes impli-
cados en esta enfermedad. No esta claro cudles
son los gérmenes responsables en la sobrepro-
duccioén de eosindfilos y linfocitos que ocurre en
la rinosinusitis crénica que perpetda la respuesta
inflamatoria de la mucosa nasosinusal.??

Los estudios de microbiologia en rinosinusitis
crénica realizados en pacientes adultos con
inmunodeficiencia comun variable muestran

apybag@hotmail.com

variabilidad en sus resultados debido al uso
de diferentes técnicas para la obtencién de las
muestras, administracién repetida de antibiéticos
y la dificultad para reconocer si los microorga-
nismos aislados son patégenos verdaderos o
agentes colonizadores.*?

La endoscopia nasal es una técnica que permite
obtener la muestra directamente del sitio de
drenaje de los senos paranasales, con minima
incomodidad para el paciente, lo que permite
determinar la microbiologia de los senos parana-
sales con baja probabilidad de contaminacién.*®

Araujo y su grupo validaron el uso de la endos-
copia nasal para la obtencion de secrecién del
meato medio y determinar de esta manera los
microorganismos en pacientes con rinosinusitis
crénica.*
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Jiang y colaboradores demostraron que el meato
medio es el lugar mas adecuado para la toma
de muestras, es el lugar de drenaje del seno
maxilar, las celdillas etmoidales anteriores y el
seno frontal; los microorganismos de esta area
reflejan mejor la microbiologia de los senos
paranasales en comparacién con otras técnicas:
exudado nasal y puncién del antro maxilar.
Establecieron el uso de aspiracion de meato
medio como el mejor método para identificar los
microorganismos en pacientes con diagndstico
de rinosinusitis crénica.”®

Araujo y colaboradores demostraron que 80%
de las muestras obtenidas por puncién del seno
maxilar y las obtenidas por secrecién de meato
medio tenian crecimiento del mismo microor-
ganismo. Este estudio sugiere que el cultivo
obtenido guiado por endoscopia del meato
medio es una alternativa viable y eficiente en
relacién con la puncién del antro maxilar, tiene
las ventajas de ser un método no invasivo y
menos costoso.*

No hay estudios consistentes que definan el tipo
de las bacterias causales de rinosinusitis cronica
en pacientes adultos con inmunodeficiencia
comun variable. Por esta razén decidimos estu-
diar la incidencia de microorganismos presentes
en la secrecion de meato medio obtenida via
endoscopica en pacientes con rinosinusitis cré-
nica e inmunodeficiencia comdn variable. La
obtencion de estas muestras es importante para
guiar el tratamiento adecuado de acuerdo con
el cultivoy la sensibilidad a los antimicrobianos.

MATERIAL Y METODO
Estudio descriptivo, transversal, que incluy6 a 29
pacientes, 18 mujeres y 19 hombres con limites

de edad de 18 a 69 anos.

Los criterios de inclusién fueron: pacientes
adultos con diagnéstico de inmunodeficiencia

2016 enero-marzo;63(1)

comun variable (criterios de la Sociedad Europea
de Inmunodeficiencias Primarias), pertene-
cientes a la Clinica de Inmunodeficiencias del
Hospital de Especialidades Dr. Bernardo Sepdl-
veda. Se excluyeron los pacientes que habian
consumido antimicrobianos 20 dias antes de la
obtencién de la muestra.

Se obtuvo la muestra con la siguiente técnica:
se colocé algodén con anestesia y vasocons-
trictor local lidocaina 1% con epinefrina
0.25% durante 10 minutos, se retiraron los
algodones, se obtuvo con hisopo secrecion del
meato medio, dirigido con ayuda de endosco-
pio Storz de 0° dirigido hacia el meato medio.
Se transporté la muestra en medio Stuart, se
Ilevé al laboratorio de nuestro hospital en un
tiempo promedio menor a 2 horas y las analizé
el mismo experto.

En el laboratorio las muestras se inocularon
para bacterias aerobias en medio MacConkey
(peptonas, sales biliares, cristales purpura, pH
neutral) y agar sangre (agar Columbia + 5% de
sangre de cordero), incubados a 37°C durante
48 horas. El mismo experto identificé los mi-
croorganismos.

La busqueda de bacterias anaerobias se reali-
z6 cultivando la secrecién obtenida en medio
agar chocolate (agar, peptona carne, tripteina,
extracto de levadura, extracto de corazon, al-
midon soluble, cloruro de sodio, sangre ovina,
suplemento, agua purificada), en condiciones
anaerobias a 35°C durante cinco dias y revisadas
cada 24 horas.

Para el andlisis flngico, las muestras se culti-
varon en medio Sabouraud (peptona, tripteina,
glucosa, cloranfenicol y agar). Los especimenes
se cultivaron a 35°. Los cultivos se revisaron cada
24 horas durante tres dfas.

El mismo experto evalué todas las muestras.
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Este estudio lo aprob6 el Comité de Etica local.
Los pacientes firmaron un consentimiento infor-
mado y se les dieron a conocer los resultados.

RESULTADOS

De los 29 pacientes estudiados (18 mujeres y 11
hombres, con edad promedio de 40+13 anos),
dos muestras no mostraron desarrollo antimi-
crobiano, 24 tuvieron desarrollo de bacterias
aerobias, en tres casos hubo crecimiento fdn-
gico y no se encontré crecimiento de bacterias
anaerobias.

Las bacterias aerobias encontradas fueron gram-
positivas en 18 casos y gramnegativas en nueve.

Las bacterias grampositivas que mostraron mayor
desarrollo fueron: Staphylococcus epidermidis
en 10 muestras, Staphylococcus aureus en 4
muestras, Staphylococcus haemolyticus en una
muestra.

Las bacterias gramnegativas encontradas fue-
ron: Moraxella catarrhalis en seis muestras, dos
muestras con Sphingomonas paucimobilis y una
muestra con crecimiento de Citrobacter koseri.

Crecimiento flngico: Candida albicans tuvo
crecimiento en dos muestras (8% del total de
muestras obtenidas) y Aspergillus fumigatus en
una muestra (4%). Cuadro 1

DISCUSION

En afos recientes se han realizado diversos
estudios para identificar microorganismos de
secrecion del meato medio guiado por endosco-
pia,>” pero hay poca informacién en pacientes
adultos con inmunodeficiencia comdn variable
(Cuadro 2).

En el estudio de microorganismos asociados
con rinosinusitis cronica debe considerarse el

rﬁﬁlergia
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Cuadro 1. Porcentaje de bacterias aerobias encontradas en
secrecién del meato medio de los 29 pacientes

Bacterias Niam. (%)

Grampositivas 18 (67)
Staphylococcus epidermidis 10 (42)
Staphylococcus aureus 4(17)
Staphylococcus haemolyticus 14)

Gramnegativas 9 (33)
Moraxella catarrhalis 6 (25)
Sphingomonas paucimobilis 2 (8)
Citrobacter koseri 1(4)

método de obtencion de la muestra, el medio
de transporte y el tiempo en que se analizé la
muestra. En nuestro estudio la muestra se obtuvo
de secrecion del meato medio por via endoscé-
pica y la muestra se entregd en menos de una
hora posterior a la recoleccién.

Las bacterias aerobias gramnegativas aisladas
en nuestro estudio fueron: Moraxella catarrhalis
(n=6, 25%), Sphingomonas paucimobilis (n=2,
8%) y Citrobacter koseri (n=1, 4%); de los estu-
dios revisados en ninguno se aislé Sphingomonas
paucimobilis.

Sphingomonas paucimobilis es un bacilo gram-
negativo que se ha aislado en pacientes con
bacteremia, meningitis, peritonitis, infecciones
cutaneas, abscesos viscerales, pero existe escasa
bibliografia acerca de este microorganismo aso-
ciado con rinosinusitis crénica en pacientes con
inmunodeficiencia comdn variable.’

Citrobacter koseri se aisl6 en nuestro estudio en
una muestra (4%) y sélo en el estudio de Pan-
duranga® se aislé Citrobacter koseri en 1% de
los casos. En el estudio de Daza se incluyeron
25 pacientes con rinitis crénica y este microor-
ganismo se identific6 como patégeno causal de
rinitis crénica en cuatro pacientes.'

Este estudio encontré6 como microorganis-
mos asociados con rinosinusitis cronica mds

29
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Cuadro 2. Andlisis comparativo de flora microbiana obtenida por via endoscépica en pacientes sin inmunodeficiencia comdn

variable?#*
Patégenos Panduranga, 2013 Mantovani, 2010 Araujo, 2007 Angulo, 2015
(n=100) (n=62) (n=134) (n=29)

Staphylococcus aureus 43 4 53 4
Staphylococcus epidermidis 0 4 19 10
Staphylococcus haemolyticus 0 0 2 1
Streptococcus pneumoniae 1 3 22 0
Pseudomonas aeruginosa 1 8 10 0
Klebsiella pneumoniae 9 1 0 0
Enterobacter sp 1 2 3 0
Citrobacter koseri 1 0 0 1
Sphingomonas paucimirabilis 0 0 0 1
Candida albicans 3 0 6 2
Aspergillus fumigatus 4 0 1 1

frecuentes a Moraxella catarrhalis (25%) y
Staphylococcus aureus (17%). En el estudio de
Mantovani, efectuado en 62 pacientes con rino-
sinusitis créonica sin inmunodeficiencia comun
variable (2010),% los microorganismos aislados
mas comunes fueron Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus.

En la mayor parte de los estudios realizados en
pacientes sin inmunodeficiencia el agente cau-
sal mas comun fue Staphylococcus aureus con
porcentajes de manifestacién de 15 a 45%.3'°
En este estudio, Staphylococcus aureus se aislé
en cuatro muestras (17%); el porcentaje fue si-
milar en pacientes con y sin inmunodeficiencia
comdn variable.

Staphylococcus epidermidis es un colonizador
de la cavidad nasal en personas sanas'' y Ozcan
y colaboradores' concluyeron que no debe
incluirse como microorganismo causal de rino-
sinusitis cronica. En nuestro estudio represent6
10 muestras (42%).

Staphylococcus haemolyticus no se aisl6 en nin-
gln otro estudio revisado; esto se debe a que este
microorganismo afecta con mayor frecuencia
a pacientes con inmunodepresion. En nuestro
estudio representé una muestra (4%).

Al igual que en otros estudios, en éste no se
aislaron microorganismos anaerobios. Las cau-
sas de esto pueden incluir: factores técnicos
como contaminacion de la muestra, inadecuada
técnica de sembrado, asi como un medio de
cultivo no adecuado para anaerobios estrictos
que podrian haber disminuido el ndmero de
anaerobios estrictos aislados en nuestro estudio
y el tratamiento con corticoesteroides nasales
que se administra a los pacientes, que aumenta
el drenaje de material purulento y permite una
mejor oxigenacion de los senos paranasales dis-
minuyendo el crecimiento de anaerobios. 2713

También se estudié la incidencia de hongos en
nuestros pacientes con rinosinusitis crénica e in-
munodeficiencia comin variable. Dos muestras
tuvieron desarrollo de Candida albicans (8%)
y una muestra de Aspergillus fumigatus (4%),
cifras menores a las reportadas por Araujo* y
Panduranga,® pero mayores a lo reportado por
Mantovani? y Nigro."

CONCLUSION

Los microorganismos asociados con rinosinusitis
crénica en pacientes adultos con inmunode-
ficiencia comdn variable mas comunes son:
Moraxella catarrhalis y Staphylococcus aureus
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y las bacterias gramnegativas Sphingomonas
paucimobilis y Citrobacter koseri. Los agentes
fungicos aislados fueron Candida albicans y
Aspergillus fumigatus.

Esto sugiere que a todos nuestros pacientes con
diagnéstico de rinosinusitis cronica e inmunode-
ficiencia comuin variable debemos tomar cultivo
de secrecién del meato medio via endoscopica,
para iniciar el tratamiento adecuado principal-
mente contra Staphylococcus aureus y Moraxella
catarrhalis.

De acuerdo con los microorganismos aislados se
recomienda iniciar tratamiento con doxiciclina
100 mg via oral cada 24 horas durante 14 dias
y, en caso de aislamiento de hongos, se sugiere
realizar cirugia funcional endoscépica de nariz
y senos paranasales.
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Efecto de la rinitis y el asma en el
ausentismo y rendimiento laboral y
escolar en una poblacion del tropico
latinoamericano

Jorge Sanchez?, Javier Estarita?, Carolina Salemi®

Resumen

ANTECEDENTES: el asmay la rinitis son las enfermedades respiratorias
crénicas mas frecuentes. Su alto efecto clinico se asocia con pérdidas
de dias laborales y menor rendimiento.

OBJETIVO: evaluar el efecto de la rinitis y el asma como causa de
ausentismo y bajo rendimiento laboral en una poblacién de adultos
y nifos.

MATERIAL Y METODO: estudio trasversal, realizado en 10 escuelas
de dos ciudades de Colombia. Se invit6 a participar a poblacién
estudiantil entre 6 y 17 afios y a los empleados mayores de 18 afios
de edad. A todos los participantes se les realizé un cuestionario que
evalué parametros relacionados con la historia clinica y se hizo una
revisién de las calificaciones (matemadticas y espafol), hojas de vida 'y
nimero de ausentismos durante el Gltimo afo académico completado.

RESULTADOS: aceptaron participar 1,413 personas. La frecuencia de
rinitis, asma o ambas fue de 36%. Hubo mayor frecuencia de ausen-
tismo escolar en la poblacién infantil con sintomas respiratorios (2.8
vs 1.2 dias/afo/paciente, p menor a 0.01) y hubo menor rendimiento
académico (reprob6: 17 vs 9%, p menor a 0.05) y laboral (0.43 vs 0.27
p menor a 0.05) en la poblacién sintomatica. Observamos que los
pacientes con buen apego al tratamiento farmacolégico tenian menor
ausentismo y mejor rendimiento.

CONCLUSION: la rinitis y el asma se asocian con menor desempefio
en la poblacién infantil y adulta, al igual que con mayor ausentismo
en la escuela; sin embargo, el tratamiento adecuado puede mejorar el
control clinico y reducir el efecto negativo a nivel laboral.

PALABRAS CLAVE: alergia, aprendizaje, ausentismo, asma, rendimiento
escolar, rendimiento psicomotor, rinitis.
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Rhinitis and asthma as a cause of
absenteeism and poor work/school
performance in a population from Latin-
American tropic.

Jorge Sanchez!, Javier Estarita?, Carolina Salemi®

Abstract

BACKGROUND: Asthma and rhinitis are the most frequent chronic
respiratory diseases. Their high impact is associated with the loss of
working days, as well as a decrease in academic performance.

OBJECTIVE: To assess and compare the impact of rhinitis and asthma
as causes of absenteeism and low work performance in a population
of children and adults.

MATERIAL AND METHOD: A cross sectional study was performed in 10
schools of two cities in Colombia. The student population between 6 to
17 years, as well as the faculty staff over 18 were invited to participate.
All of the participants filled a questionnaire assessing parameters related
to clinical background, and a review of scores in Math and Spanish,
curriculum vitae and number of missed day during the last academic
period completed was performed.

RESULTS: A total of 1,413 participants were enrolled. The frequency
of asthma and/or rhinitis was 36%, there was a greater frequency of
absenteeism in the population of children with respiratory symptoms
(2.8 vs 1.2 days/year/patient, p<0.01) and there was both a lower aca-
demic (failure in 17% vs 9%, p<0.05) and work performance (0.43 vs
0.27, p<0.05) in the symptomatic population. We observed that those
patients with good adherence to pharmacologic treatment displayed
lower absenteeism and an improved performance.

CONCLUSION: Both rhinitis and asthma are associated with lower
performance in children and adults and absenteeism in the school;
however, adequate treatment may improve clinical control and reduce
backlash against job performance.

KEYWORDS: allergy; learning; absenteeism; asthma; school perfor-
mance; psychomotor performance; rhinitis
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ANTECEDENTES enfermedades tienen un importante efecto

perjudicial en la calidad de vida porque alteran
Varios estudios han demostrado la alta prevalen- el desarrollo personal y el estilo de vida de los
cia de asma vy rinitis en la poblacién mundial, sujetos y de sus familias.”® Existen varios estudios
incluidos los paises latinoamericanos.® Estas  europeos y de Estados Unidos que muestran el
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efecto social de estas enfermedades,®'® pero
poco se ha estudiado acerca de cémo estas en-
fermedades pueden afectar el desempeno laboral
de los pacientes y sus posibles consecuencias
sociales en los paises latinoamericanos, que
tienen condiciones socioeconémicas diferen-
tes. La falta de control clinico puede generar
desventajas entre las personas con asma, rinitis
o ambas en términos intelectuales y laborales
porque estos sintomas potencialmente podrian
llevar a mayor ausentismo, menor concentracién
y, por tanto, menor rendimiento en comparacion
con los sujetos sin estos sintomas.

El tratamiento sintomatico del asma vy la rinitis
se centra en la administracién de farmacos (an-
tihistaminicos, esteroides inhalados o nasales,
broncodilatadores) para controlar la inflamacién
de las vias respiratorias superiores e inferio-
res,'"1> pero poco se ha estudiado del efecto
benéfico que este control de sintomas puede
tener en los pacientes en parametros objetivos,
como la asistencia y el rendimiento laboral.

En este articulo, como desenlace primario, eva-
luamos si padecer rinitis, asma o ambas generaba
menor rendimiento escolar o laboral y mayor
ausentismo entre los pacientes mayores de seis
afos, en comparacion con los sujetos sin estos
sintomas. Como desenlace secundario, explo-
ramos si el tratamiento farmacolégico podia
reducir este efecto.

MATERIAL Y METODO

Estudio trasversal descriptivo. El universo total
de sujetos que podian incluirse en el estudio
fue de 4,123 estudiantes y 878 trabajadores
(total: n=5,001); aceptaron participar 1,813
personas y 1,413 se incluyeron en el estudio
(1,001 estudiantes y 412 trabajadores). Entre los
400 sujetos que aceptaron participar, pero no se
incluyeron en este estudio, el principal motivo
fue la falta de datos en la historia del centro, no

2016 enero-marzo;63(1)

haber estado vinculado en la institucién durante
el periodo de evaluacién (ano 2013-2014) y
tener alguna comorbilidad crénica que pudiera
afectar la evaluacién del desenlace primario
(Figura 1). Las caracteristicas sociodemograficas
de los pacientes excluidos eran similares a las
de los pacientes que permanecieron durante
el seguimiento. El universo poblacional estuvo
conformado por los estudiantes mayores de seis
anos y los trabajadores de ocho escuelas pro-
cedentes de dos ciudades de Colombia (cuatro
en Cartagena y cuatro en Bogotd). Seis de las
escuelas eran publicas y dos privadas (una en
cada ciudad). La recoleccion de los datos se rea-
liz6 de enero a diciembre de 2014 por medio de
evaluacién médica, encuestas y datos del plantel
educativo obtenidos durante el periodo escolar
previo (enero a diciembre de 2013). Por medio
de cuestionarios basados en el estudio ISAAC, las
guias ARIA y las guias GINA (www.ginasthma.
org), obtuvimos informacion de la existencia o
no de enfermedades respiratorias, la existencia
de otras enfermedades crénicas, el tratamiento
farmacoldgico y la gravedad de los sintomas. Se
recolectaron los datos de todas las personas que
manifestaron estar de acuerdo en participar; sin
embargo, para este articulo excluimos a todos

Universo n= 5001
(4,123 estudiantes y
878 trabajadores

Aceptaron participar
=1, 81 3 Registros excluidos por|
falta de informacién
Incluidos n—1 413 completa: n= 400
(1,109 estudiantes y
304 trabajadores)
Grupo sintomético
n=514

Estudiantes || Trabajadores

Grupo asintomético
n=899

Estudiantes || Trabajadores

Figura 1. Flujograma del estudio.
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los sujetos con comorbilidades crénicas que
pudieran influir en la interpretacién de los re-
sultados. Para esta seleccién utilizamos el Indice
de Comorbilidad de Charlson,™ para excluir a
los pacientes con comorbilidades graves que
podian aumentar los costos y la gravedad de los
sintomas por causas diferentes a las enfermeda-
des estudiadas.

Para la evaluacién del desenlace primario usa-
mos como variables de medicién el nimero de
dias de ausentismo, el promedio de notas de los
estudiantes en matematicas y espafol durante el
periodo académico 2013, al igual que los co-
mentarios, amonestaciones y otras notificaciones
presentes en las hojas de vida de los trabajadores
de las instituciones incluidas, que estuvieran
directamente ligadas con menor desempefio
laboral: no entrega de informes a tiempo, no
finalizacion de tareas en el tiempo esperado,
etc. La seleccion de matemdticas y espaiol se
realizé debido a que son materias con parame-
tros evaluativos objetivos que son estudiadas
de manera trasversal durante toda la primaria y
el bachillerato. Debido a las diferencias en las
escalas calificativas entre las instituciones, al ser
unas cualitativas y otras cuantitativas, hicimos
una homogenizacion utilizando una escala
semicuantitativa: sobresaliente (80% o mas de
rendimiento esperado de acuerdo con la escala
utilizada), promedio (60 a 79%) insuficiente
(reprobado, 59% o menos). Los pardmetros de
evaluacion usados en las escuelas fueron: exa-
men escrito, presentaciones orales, trabajos en
casa, etc. Por tanto, luego de realizar el andlisis
general, realizamos andlisis de subgrupos para
evaluar si estas diferencias eran significativas
por la existencia o no de sintomas respirato-
rios o si, por el contrario, eran secundarias a
las diferencias evaluativas e institucionales de
cada escuela y de cada grado. Sélo tuvimos en
cuenta los dias de ausentismo relacionados con
la atencion en salud, licencia por enfermedad o
suspensiones que indirectamente pudieran estar
relacionadas con las enfermedades estudiadas.

“Rlergia

México

SLaai :

No se incluyeron ausentismos por vacaciones,
permisos para diligencias no médicas, etc.

Para evaluar el desenlace secundario realizamos
un analisis estratificado entre los pacientes con
asma, rinitis o ambas, de acuerdo con si el pa-
ciente recibia o no tratamiento farmacolégico,
que se agrupd de acuerdo con las recomenda-
ciones de las guias GINA y ARIA.

Consideraciones éticas

Todos los pacientes —o en caso de ser menores
de edad, sus padres o acudientes— firmaron un
consentimiento informado en el que autorizaban
la revisién de las datos contenidos en la insti-
tucion y aceptaban completar el cuestionario.
Igualmente todas las instituciones participantes
dieron su aval. EI Comité de Ftica de la Univer-
sidad de Cartagena evalué y otorgé el permiso
para la realizacion de este estudio.

Analisis

Los andlisis se hicieron mediante el programa SPSS
version 21 para Windows usando la prueba U
de Wilcoxon para andlisis intergrupos, de Mann-
Whitney para analisis intragrupos y la prueba t
de Student para diferencias de media en muestras
independientes. Un valor de p menor a 0.05 se
considerd estadisticamente significativo. Para el
andlisis de mdltiples comparaciones utilizamos la
prueba de Dunn. Las proporciones se analizaron
mediante tablas de contingencias y la prueba exacta
de Fisher. Debido a las diferencias en el nimero de
sujetos por grupos, los resultados se presentan como
valores absolutos o porcentajes segun la variable.

RESULTADOS
Descripcion de los sujetos

En esta investigacion sélo incluimos como sinto-
maticos a los pacientes con diagndstico médico
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de asma, rinitis 0 ambas. En total, 514 pacientes
tenian diagnéstico de asma (n=153) o rinitis
(n=479), 77% de los pacientes con asma tenia
rinitis, por lo que decidimos tratar la muestra
como un solo grupo (grupo sintomético, Figura
1y Cuadro 1). Observamos diferencias significa-
tivas en la distribucién por sexo entre los grupos
por edad y en la frecuencia de asma.

El 93% de los pacientes con rinitis reporté que
los sintomas nasales se manifestaban al menos
cuatro dias de la semanay 73% de los asmaticos
comentd sentir sintomas bronquiales al menos
dos veces por semana. Aunque 93% de los
pacientes con asma, rinitis o ambas tenfa pres-
crito un tratamiento farmacolégico, s6lo 35% lo
seguia con regularidad de al menos cinco dias
por semana.

Ausentismo

De las exacerbaciones por cualquier motivo,
la principal causa de ausentismo se asoci6 con
enfermedades agudas o con permisos para tra-
mites asociados con la salud en ambos grupos
(89%); en 73% de los casos, estos cuadros esta-
ban asociados con sintomas respiratorios o eran
consecuencia de ellos (por ejemplo, sinusitis).

En el grupo de sujetos sintomaticos, la frecuencia
de ausentismo fue proporcionalmente similar al
grupo control (dias de ausencias: 716 vs 1,214,
respectivamente). Sin embargo, al estratificar

Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes
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entre estudiantes y trabajadores, los estudiantes,
especialmente entre 6 y 14 afios del grupo sinto-
matico, tenian mayor ausentismo. Debido a las
diferencias en el tamafio de la muestra entre los
grupos, en la Figura 2 se muestra el ausentismo
de acuerdo con los dias/afio por nimero de
personas en cada grupo. Entre los mayores de
18 anos no hubo diferencias estadisticamente
significativas (p=0.08).

Rendimiento laboral-escolar

A nivel escolar se observé que el nimero de
estudiantes con notas insuficientes (reprobado)

5.07
4.51
4.01
3.5 -
£ 3.0 2.8
8 2.5
= 2.0

1.54 1.2 1.2

*k

aciente

O por

Dias/a

1.0/ 1.0
0.5 ] -
0.0 ,

Escolar

W Asintomatico

Trabajador

O Sintomatico

Figura 2. Ausentismo calculado de acuerdo con el
nimero de dias de ausentismo por afio por nlimero
de personas en cada grupo.

Estudiantes
Sintomaticos

n=408 n=701
Edad (afios) 11 (6-17) 12 (6-17)
Sexo femenino 208 (50%) 364 (51%)
Asma 112 (27%) 0
Rinitis 394 (96%) 0

Asintomaticos

*p<0.05.
**p<0.01.
Grupo
Trabajadores
Sintomaticos Asintomaticos p
n=106 n=198

39 (18-64) 40 (18-63) 0.03
45 (42%) 78 (39%) 0.04
41 (38%) 0 0.05
85 (80%) 0 0.06

En total, 514 pacientes (408 escolares y 106 trabajadores) tenfan el diagndstico médico de asma (n=153) o rinitis (n=479); 98

estudiantes y 20 adultos tenian asma vy rinitis.
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en matemadticas y espanol era mayor en el grupo
asintomatico (Figura 3A). Asimismo, los trabaja-
dores de la institucién que padecian asma, rinitis
o ambas tenian mayor nimero de amonestacio-
nes por sujeto (Figura 3B). La principal causa de
las amonestaciones fue retraso en la entrega de
informes o labores (76%).

Repercusion del tratamiento farmacolégico

Entre los pacientes con sintomas respiratorios
observamos que los escolares que recibian tra-
tamiento farmacoldgico tenian una frecuencia
significativa (p=0.04) de menor ausentismo (dias/
afio/paciente: 1.8), en comparacién con quienes
no lo recibian (dias/ano/paciente: 2.9), pero atin
superior al grupo control (dias/afo/paciente:
1.2). Cuadro 2

Cuando analizamos si el apego al tratamiento
influia en el resultado, observamos una ten-
dencia a mejor respuesta con la administracién
de al menos cinco o mas dias por semana. De
manera similar, los pacientes con tratamiento

100%
90%
80% .
700/0
60% 56% 58%
50%
40%
30%|  27%
20% 17%
‘I 00/0 90/0

0%

33%

Sintomatico Asintomatico

W Sobresaliente @@ Promedio  Olnsuficiente

@Km@@

SlLaai )

”

farmacolégico con apego adecuado tuvieron
un rendimiento superior al de los pacientes que
no recibian tratamiento continuo y era similar al
del grupo control. De igual manera, los pacien-
tes trabajadores con tratamiento farmacolégico
adecuado tuvieron un nimero de amonestacio-
nes similar al del grupo control y menor que el
grupo con sintomas y sin tratamiento (Cuadro 2).

DISCUSION

El asma y la rinitis son enfermedades de alta
prevalencia y de caracter crénico, por lo que su
efecto socioeconémico y en la salud es bastante
alto para el paciente y para el sistema de salud.™
Por esta razon, representan un problema de salud
publica y es necesario evaluar el efecto que tie-
nen para el paciente, su ndcleo familiary social.

Las variables de evaluacién que utilizamos nos
permiten explorar el efecto de estas enferme-
dades a nivel social. De manera similar a las
observaciones previas realizadas en Europa y
Estados Unidos,®'® observamos que la rinitis y el

0.50

0.43

0.40

0.30 0.27

0.20

0.10

0.00

Sintomatico Asintomatico

Figura 3. Rendimiento escolar y laboral. A. En los escolares el rendimiento se clasificé con una escala semi-
cuantitativa. B. Entre los trabajadores, se calculé el nimero de amonestaciones acumuladas durante el periodo

de estudio en la hoja de vida por persona en cada grupo.

*p<0.05.
#p<0.01.
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Cuadro 2. Efecto del tratamiento farmacolégico

2016 enero-marzo;63(1)

Sintomatico con tratamiento  Sintomatico sin tratamiento

Ausentismo escolar 1.8
Reprobado 12%
Amonestaciones en los trabajadores 0.33

Asintomatico  p

29 1.2 0.04
18% 9% 0.04
0.42 0.27 0.03

La p representa la diferencia estadistica entre el grupo sintomatico con y sin tratamiento.

asma son una causa importante de ausentismo
y bajo rendimiento escolar; de igual manera, su
efecto en la poblacién adulta lleva a un rendi-
miento laboral bajo. El tratamiento adecuado
permite a estos pacientes tener un mejor control
sintomatico, lo que ademas mejora de manera
importante el rendimiento laboral y académico
de los pacientes, con resultados similares a los
del grupo asintomatico. La falta de asociacion
con ausentismo en la poblacién adulta puede
deberse a las costumbres sociales y culturales de
nuestra poblacién en la que a veces el temor a ser
despedidos se antepone a la salud; sin embargo,
el mayor nimero de amonestaciones refleja que
en esta poblacion el efecto socio-laboral de estas
enfermedades también es importante.

La revisién de los articulos publicados permite
concluir que la mayor parte de las evaluaciones
econémicas demuestra que la rinitis y asma tie-
nen un costo econémico alto por el tratamiento
farmacoldgico, el seguimiento médico requeri-
do, las urgencias, etc. Aunque en muchos paises
parte de este gasto es asumido por el tercer pa-
gador (sistema de salud), todas las evaluaciones
econdémicas coinciden en que el gasto es mayor
para el paciente, porque es quien asume los
costos indirectos de la enfermedad (ausentismo
laboral o escolar del paciente y de su grupo
social), que segln algunos estudios representa
la mayor parte de los gastos asociados con la
rinitis y el asma.”

Los resultados de este estudio indican que el
tratamiento farmacolégico adecuado puede lle-

var a un mejor control sintomético; no obstante,
también observamos que aunque la mayoria de
los pacientes tiene acceso a este tratamiento, la
tasa de apego es muy baja, con lo que disminuye
su efecto clinico, por lo que se necesitan cam-
pafas de promocién y prevencién que permitan
mayor concientizacion del problema al paciente.

Debido a que los articulos del tema se basan en
estudios publicados en paises de Europa y en
Estados Unidos, se espera que la mayor parte
analice evaluaciones econémicas con sistemas
de salud diferentes a las de los paises latinoa-
mericanos, por lo que las conclusiones de este
tipo de estudios pueden variar de un lugar a otro
segln las caracteristicas de cada poblacién: por
ejemplo, el costo de horas laborales, el tipo de
sistema académico, etc. De manera similar a
nuestros resultados, entre las pocas evaluacio-
nes latinoamericanas realizadas acerca de este
tema, Velastegui y colaboradores observaron
en Chile que los pacientes escolares con asma
severa tenian el doble de gasto derivado de sa-
lud y mayor ausentismo escolar que los sujetos
no asmaticos." Es recomendable que en cada
pais se realice una valoracién en términos de
su situacion social y econémica; por esta razén
nuestros resultados son importantes para Latino-
américa, porque exploran el efecto de la rinitis
y el asma en una poblacién con condiciones
sociodemograficas similares a las reportadas en
las principales ciudades tropicales de la region
que tal vez se asemejen mejor a las realidades
socioeconémicas, en comparacion con los estu-
dios provenientes de Estados Unidos o Europa.
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Nuestro estudio tiene varias limitaciones
secundarias a su disefio observacional y la
ausencia de cegamiento. Observamos que la
poblacién mayor de 18 anos que trabajaba en
las instituciones era mayoritariamente mas-
culina; sin embargo, este sesgo no afecta de
manera importante los desenlaces evaluados
porque se contd con una muestra representa-
tiva de ambos sexos en los diferentes grupos.
Entre las fortalezas esta la medicién sistema-
tica de variables de evaluacion objetivas, los
cuestionarios los llenaron los pacientes con la
asesoria de personal capacitado en el area de
la salud (médicos, enfermeras o auxiliares de
enfermeria), lo que permitié un seguimiento
adecuado y confiable de los pardmetros eva-
luados. La seleccién de matematicas y espanol
como parametros de evaluacién del rendi-
miento escolar tiene algunas limitaciones;
la variabilidad en los conocimientos de los
maestros, las estrategias educativas usadas y
las destrezas de los alumnos podian influir en
los resultados de las notas. Sin embargo, estas
variables se ven compensadas por el hecho de
que todos los nifios incluidos en cada plantel
estaban sujetos a estas variables y la variable
diferencial fue la existencia o no de sintomas
respiratorios. Ademas, el mejor rendimiento
entre todos los nifnos con asma, rinitis o am-
bas que recibian medicacion en comparacion
con los que no tenfan tratamiento refuerza
la hip6tesis de que la menor productividad
encontrada entre los nifios con enfermedades
respiratorias se debia, en gran parte, a la enfer-
medad y no a otros factores, como el método
evaluativo de cada institucion.

En resumen, observamos que la rinitis y el asma
son importantes factores de riesgo de ausentismo
escolar y bajo desempefio laboral en poblacién
infantil y adulta; sin embargo, el efecto de estas
enfermedades puede reducirse con un tratamien-
to adecuado. Es necesario realizar estudios de
promocion y prevencién para concientizar al
paciente y a las instituciones de la importancia
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que tiene un buen control clinico de estas en-
fermedades.
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Factores comunes e inductores de
inflamacion en asma y obesidad

Gloria Bertha Vega-Robledo!, Rodrigo Huerta-Gutiérrez de Velasco?, Gua-
dalupe Rico-Rosillo G*

Resumen

La incidencia de asma y obesidad esta en aumento, por lo que se han
catalogado como problemas de salud publica. Los datos epidemiolégicos
sugieren una relacién entre ellas y se ha detectado una asociacién entre
el indice de masa corporal y la funcién pulmonar. Diversos estudios de-
muestran una correlacién directa entre este indice y el asma. Mediante la
busqueda de referencias en bases de datos médicos de articulos publicados
en revistas indizadas, con las palabras clave asma y obesidad: patogénesis,
inflamacion, adipocinas, hipoxia, nutricion, embarazo, este articulo pro-
fundiza en el conocimiento de los elementos basicos que interrelacionan
el asma con la obesidad. Se encontré que la asociacién existente entre el
indice de masa corporal y el asma es mds evidente en el sexo femenino.
El asma y la obesidad pueden estar influidas por elementos genéticos y
programacién fetal. A su vez, la obesidad puede incidir en el asma por
diversos mecanismos, como los mecanicos, hormonales o inflamatorios. La
coincidencia existente entre varios inductores y elementos que exacerban
a estas enfermedades, asi como en algunas vias moleculares, ponen de
manifiesto una relacién potencial entre ambas afecciones.

PALABRAS CLAVE: asma, obesidad, inflamacién, adipocinas, hipoxia.
Rev Alerg Méx 2016 Jan-March;63(1):41-57.

Common and inductors factors of
inflammation in asthma and obesity.

Gloria Bertha Vega-Robledo!, Rodrigo Huerta-Gutiérrez de Velasco? Gua-
dalupe Rico-Rosillo G*

Abstract

The incidence of asthma and obesity is increasing, therefore they have
been classified as public health problems; epidemiology suggests a link
between these diseases. It has been detected a relationship between the
body mass index and lung function, moreover some works show a direct
correlation between the aforementioned index and severity of asthma. By
a search for articles in indexed journals from medical databases with the
key words asthma and obesity: pathogenesis, inflammation, adipokines,
hypoxia, nutrition, pregnancy, this paper deeps in the knowledge about
basic elements that offer an asthma and obesity link. It was found that
the association between body mass index and asthma is more frequent
in women. Asthma and obesity might be influenced by genetic elements
and fetal programming; at the same time obesity could influence asthma
by several mechanisms such as inflammation, hormones and mechanical
respiratory dysfunction. The existing coincidence between several inducers
and factors which exacerbate these diseases as well as in some molecular
routes shows a potential relation between both pathological entities.

KEYWORDS: asthma; obesity; inflammation; adipokines; hipoxia
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ANTECEDENTES

La incidencia de asma y de obesidad aumentaron
mundialmente en fechas recientes, convirtién-
dose en problemas de salud publica." Ante
la evidencia epidemioldgica que sugiere una
relacion entre ambos padecimientos? se hace
necesaria la investigacion bdsica con el fin de
encontrar vinculos fisiopatolégicos.

Ademas de una posible relacion causal directa, se
han senalado otras asociaciones, como la eficacia
del tratamiento contra el asma, su severidad y la
obesidad. Aun cuando la relacién con la inflama-
cion no se ha identificado totalmente,? se ha visto
que el control de la obesidad influye en el alivio
de los sintomas asmaticos.* Acorde con lo anterior,
para su tratamiento y control resulta esencial el
conocimiento de los fundamentos basicos que
puedan ligar a esta enfermedad con la obesidad.
Esta revision tiene como objetivo mostrar diferentes
hipétesis que pretenden explicar una posible rela-
cion fisiopatogénica entre el asma y la obesidad.

Obesidad

La obesidad es el depdsito excesivo de grasa en
el organismo, como consecuencia del desequili-
brio entre los ingresos energéticos y la actividad
fisica. Se relaciona con el indice de masa cor-
poral (IMC), que es el criterio mas utilizado para
definirla. Al respecto, se considera que un IMC
igual o mayor a 30 corresponde a obesidad y de
25 a 29.9 corresponde a sobrepeso.

Los estudios efectuados en 17 paises, entre ellos
México, reportan una prevalencia de obesidad de
4.5 a 32%. Estados Unidos, con 32% de adultos
obesos y con sobrepeso, ocupa el primer lugar en
el mundo, México el segundo lugar y el primero
en mujeres con obesidad. En México, 71% de
los adultos mayores de 20 afios tiene obesidad o
sobrepeso, de acuerdo con los datos obtenidos en
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012.°

2016 enero-marzo;63(1)

Este aumento se asocia con cambios socioeconé-
micos, tecnoldgicos y familiares, favorecedores
del sedentarismo y conducentes al equilibrio
energético positivo.

Asma

Es una enfermedad compleja que se distingue por
hiperreactividad bronquial, inflamacién de las
vias aéreas y sintomas como sibilancias, tos y dis-
nea, relacionados con la obstruccién intermitente
del flujo aéreo. Estas alteraciones inflamatorias, al
tornarse crénicas, pueden causar remodelacion
de las estructuras broncopulmonares.

La prevalencia del asma en el mundo varfa
ampliamente: de menos de 5% de la poblacién
en Grecia a mas de 25% en Australia y Nueva
Zelanda. En México se registra una prevalencia
entre 5y 7% y constituye una de las 10 primeras
causas de utilizacién de los servicios de salud
por los adultos.®

En nifos y adultos el asma estd estrechamente rela-
cionada con el indice de masa corporal y algunos
estudios indican que esta relacién se observa con
mayor frecuencia en mujeres que en hombres.
Senalan también que el indice de masa corporal
se correlaciona directamente con la funcién pul-
monar y la disminucién de peso, con su mejoria.’”

Cuando la obesidad y el asma coexisten provo-
can danos individuales, econémicos y sociales
severos. Ambas enfermedades parecen estar liga-
das por diversos mecanismos que incluyen, entre
otros: exposiciones comunes, factores genéticos,
hormonales, inflamacién y comorbilidad.?

Genética

Varios alelos se han asociado con el asma y la
obesidad, por lo que la interaccion de estos ge-
nes, de acuerdo con la funcién de las proteinas
que codifican, ofrece diferentes explicaciones
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causales comunes para estas dos enfermedades.
El polimorfismo TNF-a-308 del gen que codifica
para el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
esta implicado en ambas enfermedades, asi como
el GIn27->Clu del receptor 2-adrenérgico. El
polimorfismo —2549T/G (rs2167270) del gen que
codifica a la leptina se asocia con el asma y con un
indice de masa corporal elevado.’ Ademas, se han
descrito algunos alelos del receptor de la vitamina
Dy surelacién con el asma' y con la obesidad."

Algunos genes vinculados con la inflamacién e
implicados en el equilibrio energético se heredan
juntos por su cercania cromosémica, como los de
las proteinas desacoplantes 1y 2 (UCP1, UCP2)
y el del receptor beta de la inmunoglobulina E;
ambos localizados en la posicion 11q13. Otras
regiones cromosoémicas en las que hay genes para
asma y trastornos metabdlicos relacionados con
obesidad son las porciones 12q, 5q y 6p. Al res-
pecto, se han efectuado estudios de asociacion del
genoma completo; uno realizado por Melen,' que
no mostr6 asociaciones entre asma y obesidad, y
otro senalado por Tesse, en el que revisd y compard
diversos andlisis genéticos y encontro sefiales tras-
lapadas de locus en 3q, 4q, 5q, 6p, 7q, 11p, 16q,
17q, 18qy 22q" para asma, diabetes y obesidad.

Exposiciones comunes

Desde que se planted la hipétesis de la higiene,
las exposiciones en la vida temprana a modi-
ficadores de la respuesta inmunitaria, como la
alimentacion, y las infecciones se han conside-
rado importantes en la patogenia del asma. El
asma y la obesidad pueden iniciar en la infancia,
las exposiciones comunes que predisponen a
los individuos a estas dos condiciones explican
algunos vinculos entre ellas. Las dos enferme-
dades estan sujetas a elementos comunes, como
la alimentacién, la nutricién materna, el peso al
nacer, el aumento de peso durante la infancia, los
patrones de la microbiota intestinal, el ejercicio
y las concentraciones altas de adipocinas.'
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Embarazo y prematurez

En estudios recientes se ha visto que el aumento de
peso durante el embarazo predispone a los hijos a
padecer asma.'> En mujeres con y sin embarazo,
el incremento en el indice de masa corporal se re-
laciona con el aumento en las concentraciones de
leptina; los receptores para leptina estan presentes
en el pulmon fetal y pueden contribuir al desarrollo
de este 6rgano en el Gtero.

La privacion de alimento in utero y el bajo peso
al nacer, asi como la prematurez, son factores
considerados predisponentes para padecer obe-
sidad en la adultez. Una madre mal nutrida, que
no acumula las grasas necesarias en cantidad y
en calidad, tiene méas probabilidades de dar a luz
un nifo con bajo peso. La dieta durante el primer
trimestre del embarazo es fundamental porque
este periodo se llama de “programacién fetal”,
lo que se refiere a las alteraciones genéticas
producidas por la mala nutricién materna y por
todas las agresiones que sufre el feto o el recién
nacido y que se manifestardn en el desarrollo
posnatal y durante toda la vida del producto.’®

Al respecto, en estudios realizados en los des-
cendientes de personas que sufrieron hambre en
Holanda durante la segunda Guerra Mundial,
se observé que los ninos que nacieron con bajo
peso mostraron en la vida adulta una significativa
incidencia de obesidad y sindrome metabdlico,
en comparacién con los descendientes de la
poblacién que no sufrié hambre.™

Vitaminas y antioxidantes

Vitamina D

Esta implicada en el asma grave resistente al
tratamiento y en la obesidad. Algunos estudios
sefalan que las concentraciones séricas de
esta vitamina se relacionan inversamente con
la severidad del asma y directamente con el
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control de la enfermedad. La vitamina D par-
ticipa en el sistema inmunitario innato y en el
adaptativo. En el primero, ademdas del efecto
modulador de la vitamina en la inflamacién
de las mucosas, su disminucién se asocia con
incremento en la expresion del TNF-a, citocina
proinflamatoria participante en el asma vy la
obesidad. En el sistema adaptativo, induce la
diferenciacién y modula la funcién de células
T reguladoras productoras de TGF-p e IL-10,"”
citocinas antiinflamatorias que mejoran la
respuesta a glucocorticoides en individuos
resistentes.'®

En nifios obesos se han detectado concentra-
ciones séricas de vitamina D mas bajas que en
los de peso normal y sus concentraciones se
correlacionaron negativamente con el indice de
masa corporal.’

Antioxidantes

El potencial de los antioxidantes provenientes
de la dieta, como las vitaminas C, Ay E, en
la aparicién del asma continlGa en estudio
porque los resultados hasta el momento son
contradictorios.?’ Las concentraciones de los
antioxidantes mencionados se han encontrado
disminuidas en la sangre de pacientes obesos.
Varios estudios establecen una asociacién entre
la obesidad y la escasa ingestion de antioxidan-
tes, sus concentraciones plasméticas bajas y
algunos cambios en la actividad de las enzimas
antioxidantes.”'

Alan y colaboradores sefalaron que la vitamina
E protege contra la lipoperoxidacién y ejerce
una funcion de depuracion al inactivar a varias
especies reactivas de oxigeno, como HO, O,y
O,, que aumentan en la obesidad y el asma.
Algunos estudios demuestran que la deficiencia
de vitamina E durante el embarazo aumenta el
riesgo del producto de padecer enfermedades
alérgicas, principalmente asma.?
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Microbiota

La poblacién microbiana participa en la madurez
de la barrera mucosa y de tejidos inmunitarios, asi
como en la tolerancia a los alimentos. La dieta se
ha asociado con enterotipos humanos: Bacteroi-
des cuando es alta en proteinas y grasas saturadas
y Prevotella con dieta baja en proteina y grasas,
pero elevada en carbohidratos y aztcar simple.??

La presencia, composicién y acciones meta-
bolicas de la flora intestinal pueden influir de
manera importante en el metabolismo energético
en ratones y humanos. La microbiota aumenta el
almacén de energia del hospedero a través de la
hidrélisis y fermentacién de polisacéridos de la
dieta que él no puede digerir. La fermentacion
microbiana genera monosacéridos y acidos gra-
sos de cadena corta que pueden ser absorbidos
y utilizados como energia por el hospedero.*

La microbiota y algunos receptores celulares
para patrones moleculares asociados con patoge-
nos (PAMP’S), como los TLR (del inglés: toll-like
receptors)-2, son necesarios para el desarrollo
de células T reguladoras. Cuando la microbiota
comensal pasa a la lamina propia de manera
transitoria y en baja cantidad, estimula la forma-
cién de células T reguladoras y con ello protege
al intestino de la inflamacién. Por el contrario,
cuando el epitelio intestinal estd danado y per-
mite el paso de una gran cantidad, la microbiota
genera mayor inflamacion.?

En animales obesos, la permeabilidad del
intestino y las concentraciones séricas de lipopo-
lisacaridos son mayores, lo que podria originar o
ser una fuente constante de sefiales inflamatorias.

Los estudios en animales a los que se les indujo
un incremento intestinal de bifidobacterias mos-
traron una correlacién positiva con mejoria en
la tolerancia a la glucosa y normalizacién de los
bajos niveles de inflamacién.?
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Estudios epidemiolégicos en nifios y adolescen-
tes sefialan fluctuaciones en la flora del tubo
gastrointestinal cuando se asocia con obesidad
y su reestructuracion al bajar de peso. En ni-
fios preescolares con sobrepeso encontraron
aumento significativo de Enterobacteriaceae y
disminucioén de Desulfovibrio.?”

En adultos sanos predominan los enterotipos
Bacteroides, Prevotella'y Firmicutes. Se ha trata-
do de asociar diversos patrones de colonizacién
bacteriana del intestino con la obesidad; asi,
varios autores encontraron un nimero reducido
de Bacteroides y mas consistentemente un incre-
mento de Firmicutes.?® Los pacientes con asma
también tienen menor cantidad de Bacteroides,
pero mayor proporcion de Clostridium difficile.

Lo sefalado ha generado un marcado inte-
rés en el estudio de las posibles aplicaciones
terapéuticas de los probidticos en estas dos
enfermedades.?

Hormonas e interaccion endocrinolégica
Estrégenos y progesterona

Estudios epidemiolégicos apuntan a una rela-
cién mas fuerte entre asma y obesidad segtn el
género y la mayor parte sefiala el predominio en
mujeres; incluso Chen y colaboradores denotan
la ausencia de esta relacion en los hombres.2° Al
respecto, un estudio realizado en el servicio de
Alergia del Hospital General de México mostré
que 71% de los pacientes asmaticos tuvieron
peso superior al normal, de los que 33% perte-
necia al sexo masculino y 77% al femenino.*'

Lo anterior podria estar relacionado con efectos
del estrégeno y la progesterona en el sistema
inmunitario, como el establecimiento de una
respuesta Th2 y la inhibicién de la apoptosis de
estos linfocitos. Algunos autores sefalan que
los estrégenos aumentan la produccién de las
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citocinas IL-4 e IL-13 en células mononucleares
periféricas.?? Estas citocinas son inductoras de
la respuesta Th2, por lo que la mayor liberacion
puede incrementar la actividad alérgica.

En mujeres posmenopdusicas los estrégenos exé-
genos administrados como terapia de reemplazo
hormonal se asocian con incremento del riesgo
de padecer asma.*

Los estrégenos, que estan aumentados en la obe-
sidad, pueden modular la respuesta de las células
inflamatorias de las vias aéreas. Por el contrario,
la progesterona, que favorece la relajacién de las
vias aéreas, esta disminuida en este padecimiento.

Algunos autores sefialan que la masa magra total
se asocia mas estrechamente con el asma que la
masa de grasa total, lo que sugiere que la grasa
ectépica dentro de los tejidos magros puede
participar de manera importante en la asociacién
obesidad-asma en mujeres.>*

El tejido adiposo es un importante sitio extrago-
nadal productor de estrégenos, sobre todo en
obesos. En la obesidad, los estrégenos pueden
generarse también a partir de andrégenos y de es-
teroides en el tejido adiposo. La androstenediona
y otros andrégenos adrenales son convertidos a
estrona (E1) por la aromatasa en el tejido adipo-
so; a partir de la estrona se forma el estrégeno
biolégicamente mas activo, el 173-estradiol (E2),
que regula la lipdlisis y estimula la proliferacion
de preadipocitos en el tejido adiposo y que, en
la circulacion, se puede transformar en particulas
de lipoproteinas de alta densidad. En hombres
obesos también aumentan E1 y E2.3°

En ratones, los estrégenos y sus receptores en los
adipocitos regulan la distribucion, expansion, in-
flamacion y fibrosis del tejido adiposo, asi como
la homeostasia de la glucosa.** En mujeres con
ooforectomia aumenta el peso y el depésito de
tejido adiposo intraabdominal, lo que disminuye
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con la terapia de reemplazo con estrogenos y
mejora la homeostasia de la glucosa.*” La dis-
minucién del peso podria contrarrestar el riesgo
de las pacientes de padecer asma por el efecto
de esta hormona.

Corticoesteroides

En pacientes asméticos tratados con corti-
coesterides, la producciéon hormonal puede
encontrarse ain mas alterada debido a que en el
tejido adiposo estimulan la formacién de estr6-
genos, la transformacién de células precursoras
en adipocitos e inhiben la expresién génica de
la adiponectina, adipocina antiinflamatoria que
estd disminuida en asmaticos con obesidad.*

Respuesta al tratamiento con corticoesteroides

Los glucocorticoides son inmunomoduladores
prescritos en el tratamiento del asma y en los
pacientes asmaticos obesos la respuesta a es-
tos farmacos disminuye o estd ausente.*® Sin
embargo, la accion de los glucocorticoides es
muy amplia y la comparacién con otros agentes
inmunomoduladores resulta dtil. Se ha observa-
do la falta de respuesta a los glucocorticoides,
pero no a bloqueadores de receptores de los
leucotrienos, y mientras que la eficacia de la
beclometasona se relaciona inversamente con el
indice de masa corporal, la de antileucotrienos
aumenta de manera paralela, no obstante el
aumento en la concentracion de leucotrienos
B4 (LB4) encontrado en pacientes con obesidad
y asma.* Aun cuando los leucotrienos estén
aumentados en individuos asmaticos obesos,
su unién con los antileucotrienos es factible vy,
por tanto, la inflamacién originada por esta via
puede bloquearse. En tanto que los blancos, los
receptores (0 ambos) utilizados por los corticoes-
teroides pueden estar alterados, lo que impediria
su accion en ellos y, por ende, su funciéon anti-
inflamatoria, como seria el caso de receptores
o de enzimas, como la desacetilasa de histona.
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Con el fin de encontrar la causa de la disminu-
ciéon de la eficacia del tratamiento en relacién
con el aumento en el indice de masa corporal,
se ha propuesto una posible relacién entre la
produccion aumentada de TNF-a e IL-6 por los
macrofagos activados de manera clasica (infla-
matoria) durante la obesidad y la pérdida de
sensibilidad de los receptores de glucocorticoi-
des.*! Debido al efecto de los corticoesteroides
en la desacetilacion de histonas, también se ha
propuesto una pérdida de la expresién y activi-
dad de la histona desacetilasa como mecanismo
de resistencia a los corticoesteroides, causada
por el dafio oxidativo propio del asma.** Los
aniones superéxido y el peroxinitrito bloquean
la actividad enzimatica de la HDAC 2 y la mar-
can para ubiquitinacion y destruccién por el
proteasoma.

Las deacetilasas (HDAC) de histonas normalmente
reprimen la expresion de genes inflamatorios, de
manera que al haber pérdida de la funcién de esta
enzima, el efecto que el corticoesteroide ejerceria
en ella no se logra y la inflamacién no cede.

Algunos estudios senalan que la eferocitosis o eli-
minacién de células apoptdticas por macréfagos de
las vias aéreas 0 monocitos sanguineos esta alterada
en los pacientes asmdticos obesos y se correlaciona
inversamente con la respuesta a glucocorticoides.*

Inflamacion

Una de las principales causas de la inflamacién
en el asma es la reaccién alérgica, ocasionada
por el contacto con elementos desencadenan-
tes. En ella, hay una hiperrespuesta de las vias
respiratorias y la inflamacién se distingue por
infiltrado de eosindfilos y linfocitos Th2. La infla-
macion en el asma puede ser inducida también
por mecanismos no alérgicos.

En ambos casos, la liberacién de mediadores
inflamatorios y citocinas tiene como origen a
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células, como las epiteliales, los macréfagos y
particularmente las cebadas, que son activadas
por inductores: IgE principalmente en alergia
o lipopolisacéridos, factores del complemento
(C3a, C5a), restos de tejidos, etcétera, como
desencadenantes de inflamacion no alérgica, a
los que se suma la eferocitosis fallida.

Aunque el asma es un trastorno inflamatorio
de las vias aéreas que involucra a células de la
respuesta inmunitaria, hay evidencias del papel
tan importante que tiene el epitelio en orques-
tar la respuesta inflamatoria, por su interaccion
con miltiples factores ambientales, como aler-
genos, gérmenes y contaminantes.** Asf, se ha
observado que las proteasas derivadas de los
alergenos inducen ruptura en las uniones de las
células epiteliales de las vias aéreas y activan a
los receptores ubicados en la superficie de estas
células. Al pasar por las capas epiteliales pueden
aumentar su alergenicidad, activar al sistema
inmunitario o ejercer ambas acciones.

Algunas evidencias indican que el epitelio, como
barrera fisica y funcional de las vias aéreas, es
deficiente en asmaticos; se encuentra con unio-
nes dafadas, actividad antioxidante disminuida
e inmunidad innata alterada. Esta deficiencia
epitelial permite con mayor facilidad el paso
de sustancias inhaladas a las vias respiratorias,
donde interaccionan con células inflamatorias e
inmunitarias, lo que explica la gran susceptibili-
dad de las vias aéreas de asmaéticos a estimulos
infecciosos o por contaminantes y su relacion
con la exacerbacion de la enfermedad.

En la obesidad, la inflamacién es de baja
intensidad, pero crénica. El tejido adiposo,
principalmente la grasa visceral, se ha sefialado
como fuente de citocinas, quimiocinas, adipo-
cinas* y otras proteinas, como la C reactiva,
lo que aunado al hallazgo de la infiltracién de
macrofagos y otras células en ese tejido durante
la obesidad, sefiala a esta condicién como favo-
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recedora de la inflamacion. Las concentraciones
sistémicas elevadas de marcadores inflamatorios,
como IL-1, IL-6, TNF y proteina C reactiva en
estos pacientes apoyan esta aseveracion.*®

Aun cuando el tejido adiposo es, en este caso,
el 6rgano central de la inflamacion, las secuelas
afectan al resto del organismo e inciden impor-
tantemente en el pancreas, el musculo, el sistema
nervioso, el intestino y el higado.

A través de la vena porta llegan a este érgano
acidos grasos y adipocinas procedentes del teji-
do adiposo visceral. Cuando hay un exceso, se
altera la produccién de citocinas inflamatorias,
lo que participa en la génesis de la esteatosis.
La inflamacién hepatica repercute de manera
importante en el metabolismo y la patogénesis
de otros érganos.

Si bien hay una fuerte evidencia epidemiol6gi-
ca de la asociacién entre asma y obesidad, el
mecanismo que une a estas dos condiciones
permanece poco definido. A continuacion se
sefialan algunos factores como posibles causas
de inflamacién en ambos padecimientos.

Inflamacion por nutrientes

Se hipotetiza que durante el ciclo ayuno-ali-
mento hay una respuesta inflamatoria minima,
inducida por los nutrientes en los tejidos im-
plicados en su metabolismo, como el adiposo,
hepatico, pancredtico, muscular; la respuesta
finaliza cuando se metabolizan. En la obesidad
por sobrealimentacién hay un estimulo constante
en estos sitios por captacién de alimentos, lo
que activa una respuesta inflamatoria; esta acti-
vidad de bajo nivel se acumula y amplifica con
las exposiciones frecuentes a nutrientes, lo que
empieza a alterar caminos metabdlicos (JNK, del
inglés: c-jun N-terminal kinase; PKR, del inglés:
protein kinase R; NFkB, del inglés: nuclear factor
kappa B, entre otros), que pueden alertar a las
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células inmunitarias para que participen en la
inflamacién.

JNK antagoniza senales del receptor para insuli-
nay disminuye a PPAR-g (del inglés: peroxisome
proliferator-activated receptor), que disminuye la
produccion de adiponectina y es un inductor y
regulador clave en el proceso de diferenciacion
adipogénica.

La proteina STAMP-2 (del inglés: six transmem-
brane protein of prostate 2) aumenta en el
tejido adiposo durante la alimentacién y tiene
propiedades antiinflamatorias en respuesta a la
estimulacion por nutrientes; si se altera STAMP-2
hay inflamacién al contacto del adipocito con
alimentos.*

Otra hipétesis indica que los alimentos normal-
mente no son inflamatorios, pero que en exceso
pueden activar vias confinadas a patégenos y que
los sensores o receptores (PRR, del inglés: pat-
tern recognition receptor) para PAMP’s pueden
sensar nutrientes, principalmente carbohidratos
y grasas.

Acidos grasos

En los adipocitos también estan presentes los
PRR’s tipo Toll (TLR) 2 y 4 y los “basurero” (sca-
venger), que pueden ser activados por acidos
grasos saturados (la ausencia de PRR’s protege
a modelos animales contra la obesidad).*® Sin
embargo, la expresién de TLR-4 no se encontr6
distinta en pacientes con asma y obesidad. Las
vias de senalizacion utilizadas por los TLR ac-
tivan al NFkB que sobrerregula la expresion de
citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF), asi como
la respuesta a la glucosa* al inducir resistencia
a la insulina. Células como las cebadas y las
epiteliales expresan TLR 2, 3 y 4, que median
su activacién. Algunos autores mencionan que
la sobreexpresién de TLR-4 y 2 en células en-
doteliales de ratones aumenta la aterosclerosis.
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Otros PRR's participantes son los NLR (del inglés:
nod like receptor) a través del inflamasoma. Este
sensor intracelular inicia inflamacién activa a
la caspasa 1 para que se produzcan citocinas
proinflamatorias (IL-1, 18, 33). Estd conformado
por varias proteinas de la familia NLR, principal-
mente NLRP3. Esta proteina y el factor inductor
de su expresiéon NFkB pueden ser estimulados
por distintos elementos y vias ademas del TLR,
entre los que se encuentran: especies reactivas
de oxigeno, desestabilizacion del lisosoma, cris-
tales de colesterol, hiperglucemia, acido uricoy
lipopolisacaridos.®

Se ha encontrado que la reduccién de la
expresion del inflamasoma NLRP3 en adipo-
citos, inducida por una dieta restringida en
calorias y el ejercicio disminuye la inflamacion.
Este sensor de dafio también es necesario para
el desarrollo de una respuesta Th2 en el modelo
murido de asma inducido por ovalbimina.”’
Ademas de lo referido, en relacién con la ac-
tivacion de los PRR, la toxicidad de los acidos
grasos se manifiesta también como dafo celular.

Daio celular

Cuando se incrementa el ingreso de acidos gra-
sos al tejido adiposo hay hiperplasia e hipertrofia
de los adipocitos. El crecimiento excesivo puede
llegar a producir necrosis de la célula. Los restos
provenientes de células que mueren por necrosis
son quimioatrayentes, lo que aumenta la llegada
de células al sitio del dafo y la polarizacién del
macréfago al fenotipo inflamatorio. Ademas de
causar necrosis y apoptosis, la sobredistension
celular aumenta el volumen tisular sin genera-
cién simultdnea de vasos sanguineos, lo que
limita su perfusion y ocasiona hipoxia local. Esto,
aunado a la toxicidad inducida por los 4cidos
grasos, exacerba lo sefialado y origina en el resto
del tejido disfuncién de los constituyentes celu-
lares, entre otros, del reticulo endoplasmatico y
la mitocondria.>
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Hipoxia

El estado de la tension parcial de oxigeno baja
produce la inhibicién de la degradacién proteosé-
mica del factor inducible por hipoxia Ta (HIFTa)
que se heterodimeriza con el HIFp. Este heterodi-
mero se une a promotores de genes y ocasiona la
trascripcién de moléculas proinflamatorias, entre
las que se encuentran la leptina, la proteina qui-
mioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), el factor
inhibidor de la migracién del macréfago (MIF)
y la proteina semejante a angiopoyetina 4, asi
como moléculas implicadas en la angiogénesis,
la glucdlisis, la remodelacién de la matriz extra-
celular, la diferenciacion celular y la apoptosis.

También se ha senalado que la hipoxia inhibe
a la adiponectina, molécula antiinflamatoria, lo
que repercutiria en este proceso. La expresion
de IL-6 es sensible a la hipoxia, pero no depende
de HIF-1, mientras que el efecto de la hipoxia en
la expresion de TNF-a aln es contradictorio.>
La hipoxia del tejido adiposo podria agravarse
por la baja concentracion de oxigeno que se
observa en los obesos asmdaticos. Ademas, la
hipoxia local del epitelio alveolar aumentaria la
polarizacion celular de los linfocitos haciaTh2,%
favorecedores de alergia.

Estrés oxidativo

Algunos autores sefalan que los macréfagos
infiltrados en el tejido adiposo incrementan
la produccion de NADPH-oxidasa que genera
especies reactivas de oxigeno. Cuando la pro-
duccién de éstas es mayor que la capacidad de
los antioxidantes enzimaticos (catalasa, supe-
roxido dismutasa, glutation peroxidasa, etcétera)
0 no enzimdticos (vitaminas A, C y E, minerales
como el cincy el cobre o carotenoides como el
licopeno) se produce la oxidacién de biomolé-
culas o estrés oxidativo, que promueve el dafio
de estructuras celulares, como el reticulo endo-
plasmatico, las mitocondrias y la membrana.
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Asi, de la peroxidacion lipidica generada por el
efecto de las especies reactivas de oxigeno en
los lipidos de la membrana celular se originan
isoprostanos inflamatorios, como las PGE, D, F
y mayormente la 8 isoprostaglandina F2a, con-
siderada marcador de dano oxidativo asociado
con trastornos metabélicos.

El aumento de biomarcadores de estrés oxidati-
vo en individuos obesos se adjudica a factores
intrinsecos de la enfermedad; es decir, a su
cualidad de enfermedad crénica inflamatoria
y a cuestiones conductuales, como el bajo
consumo de antioxidantes y el poco ejercicio.
Ademas, las comorbilidades de la obesidad tam-
bién se asocian con estrés oxidativo.*® Aunque
el estrés oxidativo propio del asma parece no
ser aditivo, éste podria favorecer una respuesta
Th2 mediante la reduccién de la produccion de
IL-12, ademas de disminuir la efectividad de los
corticoesteroides.

Estrés del reticulo endoplasmatico

En la obesidad, la expansion del tejido adiposo
y la consecutiva disminucién de la irrigacion
sanguinea ocasionan, ademas de necrosis y
apoptosis, dano o estrés del reticulo endoplas-
maético en adipocitos; el dafio en este organelo
se observa también en hepatocitos, debido al
aumento de acidos grasos procedentes de la
circulacién y del tejido adiposo abdominal.’”

Normalmente, en el reticulo endoplasmatico
se forman y pliegan las proteinas. El estrés del
reticulo endoplasmatico se determina por la
produccién de proteinas no plegadas (relacio-
nadas con alteraciones en el calcio inducidas
por diversos elementos como isquemia y
especies reactivas de oxigeno); al ser detecta-
das se produce una respuesta (UPR: unfolded
protein response) para restablecer la funcién
del reticulo endoplasmatico, que es manejada
por tres moléculas: PERK (del inglés: protein ki-
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nase RNA-like endoplasmic reticulum kinase),
IRE-1 (del inglés: inositol-requiring enzyme)
y ATF-6 (del inglés: activating transcription
factor). Estas moléculas actdan como senso-
res transmembranales de estrés del reticulo
endoplasmatico y favorecen la restauracion
de las proteinas no plegadas. Si el estrés es
muy severo o prolongado, la UPR no lo puede
corregir y se estimulan vias de apoptosis, de
inflamacién o ambas.

En enfermedades crénicas como el asma resulta
importante determinar si los factores genéticos
pueden alterar el plegamiento de las proteinas
en este organelo; al respecto se ha descrito la
molécula producto del gen ORMDL3 (del in-
glés: orosomucoid like protein isoform) asociada
con asma, alteraciones del calcio en el reticulo
endoplasmético y produccion de proteinas
no plegadas.®® ORMDL3 es un gen inducible
por alergenos o citocinas como las IL-4 y 13,
se expresa en el reticulo endoplasmético del
epitelio bronquial y se ha identificado como un
gen de susceptibilidad al asma; en ratones se ha
observado, ademas, que promueve el trafico de
eosindfilos, su activacion y desgranulacion por
regulacion de integrinas.” ORMDL3 inhibe a la
proteina SERCA (del inglés: sarcoendoplasmic
reticulum calcium transport ATPase); la dismi-
nucion de esta proteina favorece el estrés del
reticulo endoplasmatico y la apoptosis celular;
su expresion estd disminuida en el mdsculo liso
de las vias aéreas en el asma, lo que también
puede deberse a las citocinas liberadas durante
el proceso inflamatorio.®

Disfuncién mitocondrial

Los elementos inductores de especies reactivas
de oxigeno producen disfunciéon mitocondrial
en el epitelio aéreo, lo que induce inflamacién
severa en individuos alérgicos. En el infiltrado
inflamatorio, en el asma, aumenta la molécula
12/15-lox que induce la secrecién de meta-
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bolitos del acido linoleico (13-S-HODE), que
por activacién del TRPV (del inglés: transient
receptor potential cation channel, subfamily-
V) alteran la homeostasia del calcio, catién
que al aumentar en la mitocondria induce su
disfuncion. Las mitocondrias disfuncionales
producen especies reactivas de oxigeno y
estrés oxidativo, que pueden estimular al in-
flamasoma.®!

En la obesidad, una dieta elevada en grasas
disminuye en el tejido adiposo la expresién
y funcién del transportador TSPO (del inglés:
translocator protein 18 kDa).®? Esta molécula
introduce colesterol a la mitocondria, en donde
la proteina Ilamada StAR lo convierte en pregne-
nolona (precursor de las hormonas esteroideas).
El transportador TSPO en la mitocondria regula
la produccién de ATP y especies reactivas de
oxigeno e interviene en la apoptosis.

HSP60 (del inglés: heat shock protein) es una
proteina mitocondrial esencial para la integridad
de este organelo y la viabilidad celular. Regula el
plegamiento de proteinas en la mitocondria 'y la
apoptosis; cuando hay estrés celular aumenta su
produccion y puede ser exocitada o expresada
en la superficie para establecer contacto con
células del sistema inmunitario. En el hipotala-
mo de ratones obesos se ha observado que al
disminuir la chaperona mitocondrial Hsp60 se
produce disfunciéon mitocondrial y estrés oxi-
dativo, lo que induce resistencia a la insulina y
a la leptina; también se observé disminuida en
cerebros de humanos diabéticos,®® obtenidos
por autopsia.

Migracion y activacion celular
Macrofagos
La leptina producida en exceso en la obesidad

y en el asma induce la expresién de molécu-
las de adhesion que actian en colaboracion
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con MCP-1(CCL-2) para inducir la migracién
de macroéfagos.*” Otras moléculas implicadas
en la migracién de los macréfagos son la os-
teopontina,® la IL-8 (CXCL8) y las citocinas
proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a. producidas
por los adipocitos, ademas de las sustancias
liberadas por la necrosis de estas células.*’

La infiltracién de los macréfagos es mas in-
tensa en el tejido blanco visceral que en el
subcutdneo. Mientras que los macréfagos del
tejido adiposo de individuos no obesos estan
activados de manera antiinflamatoria (M-2), los
de pacientes obesos a su llegada y por accion de
elementos como derivados de nutrientes, restos
celulares y citocinas, cambian al fenotipo M-1
que secreta moléculas inflamatorias, mismas
que favorecen la resistencia a la insulina en los
adipocitos. 6

Linfocitos

La expansion del tejido adiposo en obesidad
se distingue, ademas, por la participacién del
sistema inmunitario adaptativo. Hay un cambio
de fenotipo de los linfocitos T y reclutamiento
de B y T (con predominio de CD8), favorecido
por la quimiocina CCL-5, también conocida
como RANTES (del inglés: regulated on acti-
vation normal T cell expressed and secreted),*®
que es liberada por células inflamatorias, como
las cebadas.

Los TCD4, al ser activados por células locales,
producen citocinas y quimiocinas, lo que fa-
vorece la infiltracion de los macréfagos. Se ha
sefialado, incluso, que la acumulacién de células
T CD8+ precede a la infiltracion de macréfagos
en modelos de obesidad inducida por alimento.®

En la obesidad hay disminucién en el tejido adi-
poso de linfocitos NKT, que a través de citocinas
regulan la respuesta inmunitaria local. Disminu-
yen también los CD4 CD25-FoxP3, supresores de
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la respuesta inflamatoria y de la activacién de los
linfocitos. Lo sefialado traduce la desregulacion
de la respuesta inmunitaria que ocurre en el te-
jido adiposo, que es considerado érgano central
de la inflamacién en obesidad; sin embargo, las
secuelas resultantes son sistémicas. De manera
similar, las células CD4CD25 FoxP3 circulantes
estan disminuidas en el individuo asmatico.®®

Mastocitos y fibroblastos

Los precursores hematopoyéticos del tejido adi-
poso pueden dar origen a mastocitos,* mismos
que, ademds de participar como células fagoci-
ticas, tienen un papel esencial en la inflamacion.
Estas células progenitoras se han propuesto como
las posibles causantes de las diferencias entre la
hiperreactividad bronquial en modelos animales
obesos y no obesos.® En la obesidad aumenta
el nimero de células cebadas que amplifican la
inflamacién y de fibroblastos, que ademds de
secretar colageno, liberan citocinas inflamatorias
participantes en la produccién de eosinéfilos
y otros granulocitos.” Las células cebadas son
inductoras esenciales de la inflamacion en el
asma; a su vez, los fibroblastos, en asma cronica,
participan de manera importante en la fibrosis y
la remodelacién.”

Remodelacion

En el asma, simultinea o consecutiva a la infla-
macién crénica, hay cambios estructurales que
involucran a la composicion y la organizacion
de constituyentes celulares y moleculares de la
pared bronquial. Estos cambios se distinguen en
términos histopatolégicos por: lesion epitelial,
engrosamiento o fibrosis subepitelial, hipertrofia
e hiperplasia de células caliciformes con hiper-
secrecion mucosa, hiperplasia del masculo liso
y remodelacién vascular o angiogénesis.

Multiples factores participan en la remodela-
cién: fibroblastos, miofibroblastos, eosindfilos,
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histamina, triptasa, IL-13, factor transformante
de crecimiento (TGF)-B, entre otros. Los cambios
histopatolégicos de la remodelacion se asocian
con hiperreactividad persistente de las vias aé-
reas, estrechamiento y finalmente, obstruccion.”

Poco se sabe acerca del efecto de la obesidad
en la remodelacién pulmonar por asma. Al res-
pecto, un estudio realizado en ratones sanos y
obesos retados con OVA mostr6 en los obesos
un aumento en las fibras de coldgeno de las
vias aéreas y el parénquima pulmonar, actina
de musculo liso en los bronquiolos terminales
y conductos alveolares, asi como de eosindfilos
en lavado bronquial, al ser comparados con los
no obesos.”

Adipocinas

El tejido adiposo secreta adipocinas con ac-
tividad proinflamatoria, como la leptina y la
visfatina, o antiinflamatoria como la adiponec-
tina, que funcionan como redes de sefializacién
que comunican al tejido adiposo con diferentes
6rganos (cerebro, higado, linfoides, etc.) y
participan, ademas de la inflamacién, en el me-
tabolismo.” Parecen ser importantes mediadores
en la enfermedad de las vias aéreas en obesidad
a través de efectos directos en ellas, mas que por
aumentar su inflamacién.

Leptina

Entre otras células, es sintetizada por las del
tejido adiposo, macroéfagos, neuronas, linfocitos
Th1 y expresan receptores para ella, las células
epiteliales, pulmonares, macréfagos, linfocitos,
neuronas, etcétera. Inhibe la produccién de
adiponectina, es proinflamatoria, aumenta en la
obesidad y participa en el asma bronquial. Al-
gunos estudios en nifios muestran que aumenta
en asmaticos no obesos, pero su incremento es
mayor en los obesos.”
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Adiponectina

Es sintetizada por el tejido adiposo visceral e
inhiben su produccién el TNF, la leptina, los
corticoesteroides y la hipoxia. Tiene actividad
antiinflamatoria y guarda una relacién inversa
con la masa del tejido adiposo y la edad. Dis-
minuye en humanos obesos y en pacientes con
resistencia a la insulina.

Hiperreactividad de la via aérea

Una caracteristica esencial del asma es la hi-
perreactividad de la via aérea, que consiste en
mayor sensibilidad de las células musculares
lisas de la via aérea ante un agonista cons-
trictor. Se han realizado multiples estudios en
humanos para dilucidar si la obesidad aumenta
la hiperreactividad de la via aérea en nifios y
adultos, pero las pruebas no son concluyentes.
No obstante, un estudio en pacientes obesos y
asmaticos antes y 12 meses después de la ciru-
gia bariatrica mostré mejoria significativa en la
respuesta a la metacolina, disminucién de IgE,
aumento de los linfocitos en el lavado bronquial
y de los linfocitos CD4+ periféricos.”

En los modelos animales obesos, la hiperreacti-
vidad de la via aérea que se observa no requiere
el estimulo constrictor, sino que se expresa de
manera innata. Se piensa que el TNF-a liberado
desde el tejido adiposo puede ser, al menos en
parte, el responsable. La leptina también podria
tener relacién con la disminucion del flujo aéreo;
sin embargo, no puede adjudicarse a ésta el efec-
to constrictor total debido a que los modelos de
ratones knock-out para el receptor de leptina (db/
db) también tienen hiperreactividad bronquial.”
Al ser administrada de manera continua, esta
hormona incrementa la hiperreactividad de la via
aérea después del reto con ovalbimina, pero no
produce un patrén de citocinas de células Th2
ni aumenta la eosinofilia.””
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Se ha explorado la posibilidad de que la activa-
cion de TLR esté detras de la hiperreactividad de
la via aérea causada por la leptina, porque en
los modelos animales de exposicién al ozono,
en los que esta demostrado que estos receptores
estan implicados,”® hay aumento de citocinas
inflamatorias. La via aérea de los pacientes
obesos muestra condiciones aumentadas de
estrés oxidativo y, por tanto, los sensores de
estrés del sistema inmunitario innato podrian
ser activados.

Al respecto, las células asesinas naturales T (NKT)
son capaces de detectar ciertos glicolipidos
como desencadenantes de la hiperreactividad de
la via aérea, después de ser activadas por IL-33
proveniente de macréfagos.”” En los pacientes
obesos, los lipidos oxidados podrian activar esas
células.” La hiperreactividad de la via aérea en
ratones obesos se asocia con células linfoides
innatas ILC3 (del inglés: innate lymphoid cells)
productoras de IL-17 en el pulmén. En lavados
bronquiales de humanos con asma severa y
obesidad también se obtuvieron células ILC3 y
concentraciones aumentadas de IL-17.7°

En lo referente a la participacién de la adi-
ponectina, antagonista de la leptina, en
experimentos con ratones sensibilizados a
ovoalbimina se ha visto disminucién de la
hiperreactividad de la via aérea, de los eo-
sindfilos del lavado bronco-alveolar y de las
citocinas Th2, cuando esta adipocina se admi-
nistra mediante infiltracién. A esta evidencia se
suma el hallazgo de la hiperreactividad de la
via aérea aumentada en los ratones deficientes
de adiponectina.®® Mas aln, la respuesta a
metacolina de los ratones, tras ser sensibili-
zados con ozono, es mayor en los que tienen
deficiencia de adiponectina.®

La limitacion del flujo aéreo, como sucede al
contraerse el musculo liso bronquial, provoca
que las demas zonas del pulmén se expandan,
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porque estas dreas reciben mayor proporcién
del volumen corriente. Esta expansion tensa
al musculo liso y se suma a los problemas
mecdanicos de las vias aéreas que se comentan
posteriormente.

Disfuncion respiratoria

Las alteraciones respiratorias relacionadas con
la obesidad van desde la simple alteracion de
la funcion ventilatoria, sin consecuencias en el
intercambio gaseoso, hasta la insuficiencia respi-
ratoria hipercdpnica caracteristica del sindrome
de obesidad hipoventilacién.

En individuos obesos, la masa corporal modifica
el equilibrio de fuerzas entre la pared del térax,
la del abdomen y el pulmén, hay disminucion
en la amplitud y el movimiento de la pared
toracica y el diafragma, lo que disminuye la
expansion basal inspiratoria del pulmén vy la
capacidad residual funcional. Algunos autores
han observado anormalidades en la resistencia
y frecuencia en la oscilometria, a pesar del
flujo normal detectado por espirometria, lo que
sugiere una disfuncion mas distal.®? El aumento
en el indice de masa corporal esta asociado
directamente con el grado de resistencia de las
vias aéreas y el trabajo respiratorio. La reduccién
en la capacidad residual funcional y el volumen
de reserva espiratoria estan asociados con un
estrechamiento temprano de las vias aéreas; esto
causa alteraciones en la ventilacion-perfusion y
consecuentemente hipoxia, lo que se exacerba
durante el suefio.*

Sindrome de apnea-hipopnea del sueio
obstructiva

Corresponde a episodios recurrentes de colapso
faringeo parcial o completo durante el suefo.
En el evento obstructivo de las vias aéreas hay
cambios ciclicos en O, y CO, que generan hi-
poxemia e hipercapnia, con cambios de presién
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intratoracica negativa progresiva. La secuencia
de desaturacién y reoxigenacién origina estrés
oxidativo y la produccién de especies reactivas
de oxigeno, mismas que activan leucocitos,
aumentan moléculas de adhesién, inducen
disfuncion endotelial, liberacion de citocinas e
inflamacion sistémica.?#% La apnea-hipopnea
del suefio obstructiva estd implicada en hiper-
tension sistémica y pulmonar, arritmias, infartos
de miocardio y cerebrales.

Algunos mecanismos implicados en su origen
son: a) el aumento de la grasa perilaringea que
incrementa la presion extraluminal sobre la via
aérea, b) las alteraciones anatomicas como la
micrognatia y la hipertrofia del tejido amigdali-
no, ¢) la disminucién del tono de los muisculos
laringeos. Inicialmente los pacientes tienen ron-
quido, nicturia, boca seca al despertar, cefalea
matutina y somnolencia.

El 40% de los pacientes con apnea-hipopnea del
suefo obstructiva tienen obesidad, proporcién
que puede llegar a 90% en personas con indice
de masa corporal superior a 40. Esto puede
explicarse por factores mecénicos, aunque hay
informes que asocian a la leptina con la infla-
macién faringea. Algunos estudios sefalan que
la apnea-hipopnea del suefio obstructiva puede
contribuir significativamente al mal control del
asma en pacientes obesos, asi como a la infla-
macion sistémica que padecen.

Sindrome de hipoventilacion por obesidad

El sindrome de hipoventilacion por obesidad se
manifiesta en ausencia de otras causas de hipo-
ventilacién (enfermedad pulmonar, debilidad
neuromuscular, restriccién esquelética, enfer-
medad pleural, hipotiroidismo) y se distingue
por hiperpnea diurna, hipoventilacién o apnea
nocturna (o ambas), resistencia a la leptina, dis-
funcion endotelial, inflamacion sistémica.®® Las
respiraciones son superficiales, lo que conduce
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a hipoxia crénica e hipercapnia, mas acentuada
por las mananas, y cansancio con esfuerzos mi-
nimos. Los obesos con hipoventilacion crénica e
hipercapnia con mayor frecuencia tienen hiper-
tension arterial, resistencia a la insulina, angina
e insuficiencia cardiaca.

El 50% de los pacientes con obesidad severa
(indice de masa corporal mayor de 50) tiene
sindrome de hipoventilacién por obesidad y la
mayoria padece, ademas, apnea del suefio.?”

Reflujo gastroesofagico

Las personas con sobrepeso u obesidad tienen
mayor riesgo de padecer la enfermedad por reflu-
jo gastroesofagico y sus complicaciones, como
cancer o esofagitis grave. Lo anterior ocurre
debido a que en la obesidad hay retraso en el
vaciamiento gastrico e incremento de la presion
intraabdominal. Asimismo, aumentan los episo-
dios de relajacion del esfinter esofagico inferior.

El acido que escapa en el esofago inferior estimu-
la al nervio vago, que a su vez activa a las vias
aéreas inferiores que provocan espasmo bron-
quial. Ademas, el 4cido regurgitado al alcanzar
la boca puede ser aspirado por las vias aéreas y
ser el desencadenante del asma.

Debe sospecharse en pacientes asmaticos
cuando hay poca respuesta a medicamentos,
el episodio de asma es precedido por pirosis
o regurgitacion, los ataques empeoran con el
ejercicio o después de comer.

CONCLUSION

Algunas de las asociaciones sefaladas entre asma
y obesidad varian no sélo entre el humano vy el
raton, sino en los grupos de la misma especie con
diferencias en edad y métodos de estudio. Sin
embargo, la coincidencia de varios inductores y
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elementos que exacerban ambos padecimientos,
asi como en vias moleculares compartidas, pone
de manifiesto la relaciéon existente entre ambas
enfermedades. Asimismo, permite inferir que la
obesidad puede incidir en el asma por diversos
mecanismos, entre los que destacan los de origen
mecanico, hormonal o inflamatorio.
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Los linfocitos B y las
inmunodeficiencias primarias

Gabriela Lopez-Herrera

Resumen

Las inmunodeficiencias primarias de anticuerpos representan las enfer-
medades genéticas del sistema inmunitario mas frecuentes y las primeras
en ser reconocidas durante la historia de la inmunologia. Los anticuer-
pos se reconocieron como parte de la respuesta inmunitaria humoral
desde hace mas de un siglo, tiempo después de su descubrimiento se
reconocié la primera inmunodeficiencia primaria de anticuerpos: la
agammaglobulinemia, seguida por la inmunodeficiencia comun varia-
ble y el sindrome de hiper-IgM. Los descubrimientos subsecuentes en la
historia de la inmunologia facilitaron el entendimiento de la patologia
de estas enfermedades; por ejemplo, el descubrimiento de los linfocitos
B, de las células B inmaduras en médula 6sea, de la sefializacion del
receptor de antigeno en estas células, entre muchos otros mecanismos
celulares y moleculares. Las inmunodeficiencias humorales se han
estudiado ampliamente y también han apoyado los avances cientificos
para la comprension de los mecanismos inmunolégicos que tienen lugar
en nuestro organismo. Esta revision documental pretende revisar los
hallazgos relevantes en la historia del linfocito B y su conexién con el
descubrimiento de nuevas inmunodeficiencias primarias de anticuerpos
con el objetivo de mostrar que la generacién del conocimiento cientifico
tiene una aplicacién directa en el entendimiento de los mecanismos
moleculares que se ven afectados en este tipo de defectos.

PALABRAS CLAVE: inmunodeficiencias primarias de anticuerpos, en-
fermedades genéticas del sistema inmunitario, agammaglobulinemia,
linfocitos B.

Rev Alerg Méx 2016 Jan-March;63(1):58-70.

Lymphocytes B and primary
immunodeficiencies.

Gabriela Lopez-Herrera

Abstract

Primary antibody deficiencies represent the most frequent genetic
diseases of the immune system and the first to be recognized along
immunology history. The antibodies were recognized as part of the hu-
moral immune system long ago, and after immunoglobulin discovery,
the first antibody immunodeficiency were recognized and named as
“agammaglobulinemia”, followed by the common variable immuno-

“}&Iergia

México

SLaai }

Unidad de Investigaciéon en Inmunodeficiencias,
Instituto Nacional de Pediatria, Secretaria de Salud,
Ciudad de México.

Recibido: 22 de septiembre 2015
Aceptado: 6 de enero 2016

Correspondencia
Dra. Gabriela Lépez Herrera
lohegabygbp@gmail.com

Este articulo debe citarse como

Lépez-Herrera G. Los linfocitos B y las inmunode-
ficiencias primarias. Rev Alerg Méx. 2016 ene-
mar;63(1):58-70.

www.nietoeditores.com.mx



Lopez-Herrera G. Inmunodeficiencias primarias y el linfocito B

deficiency and the hyper-IgM syndrome. The following discoveries in
immunology history made possible the understanding of these patholo-
gies, for example: the discoveries of B cells, pre-B cells, the signaling
pathway directed by the antigen receptor and many other cellular
and molecular mechanisms. Primary antibody deficiencies have been
studied for a long time and the discoveries of new syndromes have
been helpful in the understanding of immunological mechanisms that
take place in our organism. Then, this manuscript pretends to review
the relevant findings in the history of immunology, focused on the B
cells and the connection with the description of representative clinical
entities of primary antibody deficiencies. The aim of this manuscript is
to show to the reader that the generation of scientific knowledge has a
direct application in the understanding of the molecular mechanisms
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that are affected in these diseases.

KEYWORDS: primary antibody deficiencies; genetic diseases of the

immune system; agammaglobulinemia; B cells

Inmunodeficiencias primarias

Las inmunodeficiencias primarias son enfer-
medades que se distinguen por alteraciones
genéticas que afectan la diferenciacién o la
funcioén de las células del sistema inmunitario, lo
que conlleva a una susceptibilidad exacerbada a
contraer infecciones graves por diferentes tipos
de microorganismos. Las inmunodeficiencias
primarias son resultado de mutaciones en genes
que codifican para proteinas importantes para la
diferenciacién de las células del sistema inmu-
nitario o, bien, proteinas que participan en vias
de sefializacién Utiles para efectuar su funcién
(produccién de anticuerpos, citocinas, especies
reactivas de oxigeno, etc.).’

Las inmunodeficiencias primarias se clasifican en
diversos grupos de acuerdo con el componente
del sistema inmunitario que se ve afectado,
asi tenemos, por ejemplo, inmunodeficiencias
primarias en las que se ve afectada la funcién
de los fagocitos, los linfocitos T, el complemen-
to y de manera importante, la produccion de
anticuerpos o inmunoglobulinas. Las inmuno-
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deficiencias primarias de anticuerpos (también
conocidas como humorales) son los trastornos
diagnosticados con més frecuencia en todo el
mundo; aproximadamente 55% del total de las
inmunodeficiencias primarias diagnosticadas
son de este tipo (http://esid.org/Working-Parties/
Registry/ESID-Database-Statistics).

Las inmunodeficiencias primarias humorales, a
su vez, se subclasifican en tres tipos principales:
la agammaglobulinemia (caracterizada por la
disminucién drastica de todos los isotipos de
inmunoglobulinas), lainmunodeficiencia comdn
variable (en la que existe una reduccién de las
concentraciones de dos de los tres isotipos de
inmunoglobulinas que se encuentran en suero:
IgM, IgG e IgA) y el sindrome de hiper-IgM, en el
que sélo hay produccién de IgM y la produccién
de IgG e IgA esta disminuida;? existe, ademas,
una serie de defectos humorales cuyas causas en
la mayoria de los pacientes atin se desconocen,
como la deficiencia de IgA, la hipogammaglobu-
linemia transitoria de la infancia, la deficiencia
de subclases de 1gG y la deficiencia especifica
de anticuerpos. El descubrimiento de estas en-
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fermedades estd estrechamente asociado con
el descubrimiento del linfocito B; los aspectos
histéricos que ligan estas enfermedades con la
funcién y la diferenciacion del linfocito B se
detallan a lo largo de esta revision.

Aspectos histéricos de las inmunodeficiencias
de células B

Uno de los reportes mas antiguos que pueden
encontrarse de deficiencias inmunolégicas es
un reporte publicado por Glanzmann y Riniker,
en 1950, quienes comunicaron un caso clinico
conformado por un sindrome de “agammaglo-
bulinemia y linfocitoptisis” que después se llamé
“agammaglobulinemia tipo suizo”; los pacientes
con este sindrome se caracterizaban por la apari-
cion temprana de los sintomas y la fatalidad de la
misma. A pesar de que Glanzman y Riniker fue-
ron los primeros en reportar el fenotipo clinico
de la inmunodeficiencia combinada severa, no
pudieron reconocerla como tal, pues reportaron
que ese fenotipo se debia a infecciones severas
por Candida albicans.?

Ademads, desde hace mas de medio siglo, tras el
descubrimiento de las anticuerpos, se ha des-
crito una serie de sindromes clinicos de causa
genética que afectan al sistema inmunolégico.
El ejemplo mas caracteristico de esto es la agam-
maglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA),
descrita en 1952 por Ogden C Bruton, quien
reportd en ese entonces el seguimiento clinico
y de laboratorio de un paciente pediatrico que
desde edades tempranas habia sufrido diversos
cuadros infecciosos causados por Streptococcus
pneumoniae, casi siempre de la misma cepa;
en esa época ya era conocido el fenémeno de
memoria inmunolégica, dada la proteccién
frente a diversas infecciones que se conseguia
con la vacunacién;* a este respecto, el paciente
reportado por Bruton parecia carecer de memo-
ria inmunolégica. En ese mismo articulo, Bruton
determiné una carencia de inmunoglobulinas en

2016 enero-marzo;63(1)

el suero de este paciente vy, tras administrar de
manera pasiva anticuerpos de individuos sanos,
observé mejoria clinica en él.° Las observacio-
nes realizadas por Bruton lo llevaron a reunirse
con Charles A Janeway (en el Boston Children’s
Hospital), ambos examinaron y comunicaron
una serie de cinco casos con un curso clinico
similar en la reunién de la Sociedad de Investiga-
cion Pediatrica (PRS), en Atlantic City, en 1952;°
sin embargo, Janeway nunca publicé los cuatro
casos observados en Boston.”

Uno de los cinco pacientes reportados por
Bruton y Janeway en el congreso de la Sociedad
de Investigacion Pediatrica tom6 relevancia en
anos posteriores, porque, a pesar del tratamiento
con gammaglobulina humana, este paciente
tuvo complicaciones graves, fue hospitalizado
por hematuria debido a una glomerulonefritis
posestreptocécica. Ademads, Fred Rosen y
Charles A Janeway reportaron la existencia de
concentraciones elevadas en suero de anticuerpos
19S (IgM) y disminuidas de anticuerpos 7S (IgG),
identificando el sindrome que ahora se conoce
como sindrome de hiper-IgM (HIGM).® Durante
mucho tiempo este sindrome se considerd un
defecto intrinseco de las células B; sin embargo,
estudios posteriores demostraron que el defecto
funcional estaba en los linfocitos T; en este caso,
de un tumor de linfocitos T (sindrome de Sézary)
que inducia de manera activa la recombinacion
del cambio de isotipo, se utilizé para inducir
cambio de isotipo en células B de pacientes con
sindrome de hiper-IgM.° Sin embargo, existen
diferentes variedades del sindrome de hiper-IgMy
varios de éstos muestran, efectivamente, defectos
intrinsecos de la célula B.

Charles Janeway acufi6 el término de inmu-
nodeficiencia comin variable para englobar a
los pacientes con concentraciones disminui-
das de inmunoglobulinas (pero no ausentes);
también report6 la forma transitoria de la
agammaglobulinemia, ahora nombrada hipo-
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gammaglobulinemia transitoria de la infancia;'*"
mas tarde, estos términos los retomé Max D
Cooper, quien en 1978 publicé la primera cla-
sificacién de las inmunodeficiencias primarias.'

La deficiencia de IgA (IgAd), una de las inmuno-
deficiencias primarias humorales mas frecuentes,
se describié en 1966 en pacientes adultos con dia-
rrea, absorcién intestinal reducida y con episodios
de bronconeumonia;™ seguido a este hallazgo,
se describio la deficiencia de subclases de I1gG,
en 1970, por un grupo liderado por Fred Rosen,
quienes determinaron esta inmunodeficiencia en
pacientes que padecian infecciones de repeticién
por microorganismos piégenos;'* la deficiencia
selectiva de anticuerpos frente a polisacaridos
bacterianos se describié en 1985, cuando Raif S
Geha report6 una serie de pacientes con infec-
ciones sinopulmonares recurrentes y con titulos
disminuidos de anticuerpos contra polisacdridos
de Haemophilus influenzae tipo B."

En la Figura 1 se muestran algunos descubri-
mientos respecto a la biologia, desarrollo y
funcion del linfocito B y el descubrimiento de
las principales inmunodeficiencias primarias de
anticuerpos que se estudian en la actualidad.

Frecuencia de las inmunodeficiencias
humorales

En la actualidad, existen comunidades cientificas
que se dan a la tarea de registrar y organizar
una base de datos que contiene la informacién
acerca de los tipos de diagnéstico de inmunode-
ficiencias primarias que se realizan. La Sociedad
Europea de Inmunodeficiencias (ESID) es, quizg,
la comunidad cientifica que ha presentado datos
relevantes al respecto. En la pagina electrénica
de esa sociedad, http://esid.org/Working-Parties/
Registry/ESID-Database-Statistics puede no-
tarse que las inmunodeficiencias primarias de
anticuerpos se han considerado los defectos
mas comlnmente diagnosticados en el mun-
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do y abarcan en la actualidad cerca de 60%
de los diagndsticos. Los principales grupos de
inmunodeficiencias primarias que afectan la
diferenciacién y la funcién de las células B son:
la agammaglobulinemia, el sindrome de hiper-
IgM y la inmunodeficiencia comdn variable.
Sin embargo, existen muchos otros defectos en
los que la célula B se ve afectada en su funcion
o diferenciacion; sin embargo, estos defectos
forman parte de otro tipo de inmunodeficien-
cias primarias, como los defectos combinados
de células T y B, sindromes complejos como
ataxia-telangiectasia o sindrome de Griscelli,
entre otros.

La IgAd es la inmunodeficiencia primaria
mas frecuente, su prevalencia es de 1/500
en poblacion caucasica,'® mientras que la
hipogammaglobulinemia transitoria de la
infancia, la deficiencia de subclases de IgG
y la deficiencia selectiva de anticuerpos son
enfermedades raras y no existen estadisticas
confiables respecto a su ocurrencia. Ademas,
los mecanismos inmunolégicos asociados con
estas inmunodeficiencias se han estudiado
poco, por lo que en este articulo abordaremos
las tres inmunodeficiencias primarias humorales
mayormente estudiadas a lo largo de la historia
de la inmunologia: la agammaglobulinemia, el
sindrome de hiper-IgM y la inmunodeficiencia
comun variable.

Determinacion de las deficiencias genéticas en
las inmunodeficiencias primarias

Para el decenio de 1960 ya era clara la exis-
tencia de las inmunodeficiencias primarias; sin
embargo, no se conocia el defecto genético que
originaba ninguno de los sindromes descritos en
esa época. En 1972 y 1975, Eloise Giblett deter-
miné dos defectos genéticos en pacientes con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID);
el primero de ellos, la deficiencia de adenosi-
na desaminasa (ADA), se encontré de manera

61



62

Revista Alergia México

2016 enero-marzo;63(1)

1950 1955 1960 1965 1970 1975

1980

1985 1990 1995 2000

Figura 1. Descubrimientos respecto a la biologia, desarrollo y funcién del linfocito B y el descubrimiento de las
principales inmunodeficiencias primarias de anticuerpos que se estudian en la actualidad.

fortuita cuando Hillary Mewissen contacté a
Eloise Giblett con el objetivo de determinar al-
gunos marcadores polimérficos en un paciente
con inmunodeficiencia combinada severa para
realizarle un trasplante; uno de estos marcadores
polimorficos que se utilizaban en el laboratorio
de Eloise Giblett era precisamente adenosina
desaminasa; este paciente carecia de la activi-
dad de esta enzima.'” Los avances tecnologicos,
como los métodos de secuenciacion del ADN y
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por
Frederick Sanger y Kary Mullins, respectivamen-
te,” dieron la pauta para determinar muchos de
los defectos genéticos asociados con las inmuno-
deficiencias primarias y la actual tecnologia de

secuenciacion masiva del ADN ha resultado en
que se reporten con una frecuencia aiin mayor
nuevos defectos genéticos asociados con estas
enfermedades.

Agammaglobulinemia

Los avances en el conocimiento de mecanismos
inmunolégicos también facilitaron la bisqueda
de estos defectos genéticos; por ejemplo, el
descubrimiento de las células pre-B ocurrié a
mediados del decenio de 1970;8 la descripcién
de los componentes del receptor de la célula pre-
B (pre-BCR) se realizé en los decenios de 1980
y 19902 y [a descripcién de uno de los com-
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ponentes de la via de sefializacién del pre-BCR
se describié gracias a la agammaglobulinemia
ligada al cromosoma X; dos grupos indepen-
dientes?'?2 mapearon, clonaron y describieron
la secuencia codificante de la ahora conocida
tirosina cinasa de Bruton (Btk).

Los casos de agammaglobulinemia autosémica
recesiva (ARA) también se observaron desde la
época de Charles A Janeway; el conocimiento
de la estructura del pre-BCR vy la sefializacion
del mismo facilitaron la determinacién de los
defectos genéticos en la agammaglobulinemia
autosémica recesiva. A la fecha se conocen sie-
te genes implicados en esta enfermedad; entre
éstos estan los genes que codifican para IgHu,
A5, Iga, IgB, BLNK, PI3Kp85 y LRRC8A, todos
estas moléculas (con excepcion de LRRC8A,
de la que adn se desconoce su funcién) forman
parte del pre-BCR o de su via de sefializacion.?

Sindrome de hiper-igM

Otro sindrome que se asocia con defectos
funcionales en las células B es el sindrome de
hiper-IgM, entidad clinica descrita a principios
del decenio de 1960 por Charles A Janeway.?
Desde su descripcion, el sindrome de hiper-IgM
se considerd un defecto intrinseco de las células
B; sin embargo, la descripcion del defecto gené-
tico asociado con la forma ligada al cromosoma
X (XHIGM) puso de manifiesto la importancia
de la cooperacién T-B. En 1985, Lloyd Mayer
y Henry Kunkel, al realizar cocultivos de estas
células T de linfoma con células B de pacientes
con sindrome de hiper-IgM ligado al cromosoma
X descubrieron que estas Gltimas eran capaces
de realizar el cambio de isotipo y expresar IgG
e IgA.° El defecto genético causante del sin-
drome de hiper-IgM ligado al cromosoma X lo
describieron en 1993 cinco grupos de manera
independiente, y resulté ser CD40L, molécula
que justo un afio antes se describié desde el
punto de vista funcional; molécula expresada
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por los linfocitos T34 y que ahora se sabe es
decisiva para la induccién del cambio de isotipo
en las células B.?

El descubrimiento de que CD40L es la molécula
afectada en pacientes con el sindrome de hiper-
IgM dio la pauta para la generacién de ratones
deficientes de CD40, que muestran un fenotipo
similar al del sindrome de hiper-IgM, porque esos
ratones son incapaces de montar una respuesta
humoral a antigenos timo-dependientes.?®

En afios posteriores se describieron los defec-
tos genéticos asociados con el sindrome de
hiper-IgM autosémico recesivo (AR-HIGM); el
defecto genético en CD40 se describio en seres
humanos en 2001, cuando se observé que las
mutaciones en CD40 son responsables de un
sindrome indistinguible desde el punto clinico
de la forma de sindrome de hiper-IgM ligado
al cromosoma X;?° de manera adicional se han
descrito mutaciones en los genes de ADA, UNG
y proteinas de reparacion de ADN (PMS2, LIG4,
cerunnos, entre otros); la deficiencia genética
de estos Ultimos no sélo da lugar a defectos
en el cambio de isotipo en el ADN, sino que
ademds se asocia con fragilidad cromosémica,
generacién de cancer y facies caracteristicas en
los pacientes que la padecen.?

Inmunodeficiencia comun variable

La inmunodeficiencia comun variable fue el tér-
mino usado por Charles A Janeway en 1953 para
definir a los pacientes con hipogammaglobuline-
mia de 1gG, IgA, IgM o las tres;'® este término lo
usé posteriormente Max D Cooper, en 1978, en
la primera clasificacion de las inmunodeficiencias
primarias,'? que se usa hasta la fecha. Los hallazgos
clinicos asociados con este sindrome comprenden
concentraciones bajas de dos de las tres inmunog-
lobulinas principales en suero (IgG, IgA e IgM), con
existencia de linfocitos B en sangre periférica.”” La
manifestacion clinica de esta enfermedad es muy
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variable: los pacientes pueden cursar con altera-
ciones gastrointestinales (enteropatia, enfermedad
inflamatoria del intestino), autoinmunidad (con
predominio de anemia hemolitica autoinmunita-
ria y trombocitopenia idiopatica), formacion de
granuloma y linfomas, ademas de que se han re-
portado alteraciones funcionales en diversos tipos
celulares, como linfocitos T, linfocitos B, células
dendriticas, monocitos, entre otros.”” Asimismo,
los defectos genéticos que se han identificado a
la fecha también son variables.

La variabilidad en el fenotipo clinico de los pa-
cientes con inmunodeficiencia comin variable
se ve reflejada en los genes asociados con esta
enfermedad, porque, a diferencia de los genes
asociados con agammaglobulinemia y sindrome
de hiper-IgM, que estan implicados en la sefa-
lizacion de pre-BCR y en el cambio de isotipo,
respectivamente, los genes asociados con in-
munodeficiencia comun variable participan en
diversas vias de senalizacién.?®

A pesar de ser una enfermedad descrita desde
1953, la descripcion del primer defecto genético
asociado con inmunodeficiencia comun variable
se hizo en 2003, cuando Grimbacher y colabo-
radores describieron mutaciones homocigotas
en el coestimulador inducible (ICOS), que es
una molécula expresada por las células T y que
al interactuar con su ligando (ICOSL, expresado
en las células presentadoras de antigeno), induce
una respuesta de citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-
10, que favorecen la polarizacion hacia Th2 v,
en consecuencia, la produccién de anticuerpos
en los linfocitos B.?

El siguiente defecto genético que se describid,
fue TACI (por sus siglas en inglés de trans-
membrane activator and CALM interactor), un
receptor expresado por los linfocitos B que
interactia con el factor activador de la célula B
(BAFF) y el ligando inductor de la proliferacién
(APRIL). La interaccion de TACI con sus ligandos
(BAFF y APRIL) favorece la supervivencia, proli-
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feracién y la produccién de inmunoglobulinas
por parte de los linfocitos B.>° La deficiencia
de TACI se describi6 en un grupo de pacientes
adultos con concentraciones disminuidas de
linfocitos B de memoria con cambio de isotipo
(CD19+IgD-CD27+), y que mostraban datos de
linfoproliferacion (hepatomegalia, esplenome-
galia, adenomegalia, o autoinmunidad como
tiroiditis, anemia perniciosa y vitiligo).*'*? La
mayoria de los pacientes con defectos en TACI
los heredan en un patrén autosémico dominante;
es decir, que basta con que uno de los alelos
que codifican para TACI tenga la mutacién para
que se manifieste la inmunodeficiencia comun
variable; sin embargo, también existen casos au-
tosdmicos recesivos y heterocigotos compuestos,
aunque con menor frecuencia;** asimismo, se
han reportado individuos sanos con los mismos
cambios genéticos presentes en los pacientes
con inmunodeficiencia comdn variable, por lo
que aln queda por determinar si existen otros
factores genéticos o ambientales que pudieran
influir en la aparicién de esta enfermedad. La
deficiencia del receptor de BAFF (BAFFR) se
describié en afios posteriores; esta deficiencia se
asocia con defectos en la generacion de células
B de memoria con cambio de isotipo, pero a
diferencia de la deficiencia de TACI, no existen
sintomas de autoinmunidad.>*

De manera adicional, se han descrito defectos
genéticos que afectan al correceptor de la célula
B formado por CD19, CD21y CD81 en pacientes
con inmunodeficiencia comdn variable. Mano
van Zelm y colaboradores describieron en 2006
cinco pacientes provenientes de dos familias
con mutaciones homocigotas en el gen que
codifica para CD19; posteriormente se detectd
un solo paciente con deficiencia de CD81 vy
otro con deficiencia de CD21;%*% mientras que
la deficiencia de CD19 y CD21 se correlaciona
con disminucion de células B de memoria con
cambio de isotipo (CD19+IgM-CD27+) e hipo-
gammaglobulinemia, la deficiencia de CD81
se manifestd, ademds, con autoinmunidad,
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posiblemente debido a que CD81 se expresa en
diferentes tipos celulares, incluidos los timocitos,
en los que podria modular la sefalizacién del
receptor de estas células (TCR).3

Otro grupo de defectos que puede identificarse
en la inmunodeficiencia comun variable son los
que afectan a IL-21 y su receptor (IL-21R). La
deficiencia de IL-21R se asocia con alteracio-
nes en activacion, formacion de células B de
memoria y cambio de isotipo en los linfocitos
B, ademas de defectos en la citotoxicidad me-
diada por las células NK y en la produccién
de diversas citocinas por parte de las células
T.* Asimismo, las mutaciones homocigotas en
IL-21 inducen un fenotipo de inmunodeficien-
cia comun variable asociado con enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD); sin embargo,
alin no es claro cuél es el papel de IL-21/IL-21R
en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria
del intestino; posiblemente se deba a deficien-
cias en la secrecion de IL-10 causadas por la
deficiencia de IL-21.%0

La deficiencia de PLCy2 surgié recientemente
como causa de inmunodeficiencia comin va-
riable; de manera similar a los defectos listados
en inmunodeficiencia comun variable, los pa-
cientes padecen defectos en la generacién de
células B de memoria con cambio de isotipo y
en la produccién de anticuerpos. Es interesante
que uno de los hallazgos clinicos asociados
con esta deficiencia es que los pacientes, ade-
mas de autoinmunidad, tienen deficiencias
funcionales en las células NK acompafiadas de
urticaria al frio, originadas principalmente por
una degranulacion espontanea de los mastocitos
a temperaturas menores a 37°C.*!

Los defectos genéticos en PIK3CD, que codifica
para la subunidad catalitica p110d de la fos-
foinositido 3-cinasa (PI3K), se asocian con una
ganancia de funcién en esta enzima, porque
las células T de los pacientes tienen hiperacti-
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vacién de Akt, acompanada de defectos en la
generacién de células B y T de memoria, asi
como deficiencias funcionales en los linfocitos
T citotoxicos.*? Los individuos con esta deficien-
cia genética padecen hipogammaglobulinemia;
sin embargo, también se han detectado pacien-
tes con concentraciones elevadas de IgM vy
reducidas de IgG e IgA, linfoproliferacién, sus-
ceptibilidad a infecciones por microorganismos
piégenos, viremia por el virus de Epstein-Barr,
entre otros hallazgos.*>* La importancia de esta
molécula en la biologia del linfocito B es apo-
yada por dos reportes adicionales: el primero
de ellos es la deficiencia genética de la subu-
nidad reguladora p85-PI3K, que se asocia con
un sindrome clinico de agammaglobulinemia**
y, por otra parte, eliminaciones en PIK3RT que
ocasionan la pérdida de la expresién de p85,
p55y p50, causando un fenotipo clinico similar
al observado en los pacientes con deficiencia
en PIK3CD.*

Recientemente, las mutaciénes heterocigotas en
CTLA4 se describieron en un grupo de pacientes
con inmunodeficiencia comun variable acom-
panada de autoinmunidad. En estos pacientes
ocurre una disminucién progresiva con la edad
de las células B, ademas de la falla en dife-
renciacion a linfocitos B de memoria; por otra
parte, también ocurren alteraciones funcionales
en los linfocitos T, especialmente defectos en la
generacion de linfocitos T reguladores (Treg),
posiblemente debido a la disminucién en la
induccion de FoxP3; de manera adicional, la
deficiencia de CTLA-4 se acompana de hipe-
ractivacién de los linfocitos T cooperadores y T
citotdxicos, y se asocia con autoinmunidad.*4”

Por Gltimo, la deficiencia en LRBA (por sus siglas
en inglés de lipopolysaccharide-responsive and
beige-like anchor) se asocié con defectos en la
supervivencia de las células T y las células B,
asi como con autofagia exacerbada y defectos
en la diferenciacién de las células B a células
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de memoria.*® Esta deficiencia se reporté en
pacientes con autoinmunidad y mala respuesta
a vacunas sin disminucién en las concentra-
ciones plasmaticas de las inmunoglobulinas y
en pacientes con autoinmunidad tipo IPEX; es
decir, pacientes con deficiencia en la genera-
cion de células T reguladoras.* A diferencia
de los defectos genéticos mencionados en la
inmunodeficiencia comun variable, de los que
se conocen las vias de sefializacién que parti-
cipan, en el caso de la deficiencia de LRBA no
se conoce su funcién. El conocimiento de la
secuencia de LRBA nos da una pauta para rea-
lizar hipotesis acerca de ésta: por ejemplo, no
parece que LRBA tenga ningun tipo de actividad
enzimatica y, debido a que tiene ciertos domi-
nios estructurales, como PH, SH3, SH2, BEACH
y WDA40, se predice que su funcion es la de una
proteina de andamiaje, aunque la(s) via(s) de
sefnalizacién en la(s) que estd implicada se des-
conoce; sin embargo, LRBA tiene motivos AKAP
(A-kinase anchored protein) que facilitarian su
interaccion con las subunidades reguladoras
de la proteina dependiente de AMPc (PKA-R),
ademas de otros dominios que podrian facilitar
su interaccion con proteinas de autofagia.*®->2
Los defectos genéticos mencionados se listan
en el Cuadro 1.

Por ultimo, la inmunodeficiencia comin va-
riable, junto con la agammaglobulinemia, son
las inmunodeficiencias primarias mas comun-
mente diagnosticadas en el mundo (después
de la deficiencia de IgA, que no se considera
clinicamente grave, motivo por el que omitimos
su discusién). Asimismo, mientras que casi el
100% de los casos de agammaglobulinemia se
asocian con los defectos genéticos menciona-
dos, los defectos en inmunodeficiencia comun
variable no cubren mds de 20% de los casos
con este diagnostico, por lo que diversos grupos
de cientificos en el mundo han centrado sus
investigaciones en el estudio de esta inmuno-
deficiencia primaria.
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Cuadro 1. Principales inmunodeficiencias primarias humo-
rales y los genes identificados en las mismas

Proteina Fenotipo clinico Patron de herencia
deficiente

Btk Agammaglobuli-  Ligado al cromosoma X
IgHu nemia Autosémico recesivo
BLNK Autosémico recesivo
A5 Autosémico recesivo
Iga Autosémico recesivo
IgB Autosémico recesivo
PI3K p85 Autosémico recesivo
LRRC8A Autosémico recesivo
CD40L Sindrome de Ligado al cromosoma X
AID hiper-IgM Autosémico recesivo
CD40 Autosémico recesivo
UNG Autosémico recesivo
1ICOS Inmunodefi- Autosémico recesivo
TACI ciencia comin  Autosémico dominante
BAFFR variable Autosémico recesivo
CD19 Autosémico recesivo
CD21 Autosémico recesivo
CD81 Autosémico recesivo
1L-21 Autosémico recesivo
IL-21R Autosémico recesivo
PLCy2 Autosémico recesivo
PI3K p1108 Autosémico dominante
CTLA4 Autosémico dominante
LRBA Autosémico recesivo

Inmunodeficiencias primarias humorales en

México

El estudio de este grupo de defectos inicié en
nuestro pais hace poco mas de una década. El
primer sindrome analizado fue precisamente
la agammaglobulinemia ligada al cromosoma
X; se estudié una cohorte de pacientes diag-
nosticados desde el punto de vista clinico en
el Instituto Nacional de Pediatria (INP), SSa,
y el Centro Médico Nacional La Raza, IMSS.
Después de un estudio fenotipico y genético
se determiné el tipo de mutaciones en esos
pacientes; se encontraron 14 mutaciones, dos
de ellas resultaron ser nuevas; es decir, que
no existia ningln reporte del mismo cambio
genético encontrado por nuestro grupo.* En la
actualidad, el nimero de pacientes con agam-
maglobulinemia ligada al cromosoma X en los
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que se busca su defecto molecular, es de 70,
todos provienen de diferentes centros de salud,
principalmente, el INP-SSa, el Centro Médico
Nacional La Raza, IMSS, y el Centro Médico
Nacional del Noreste, IMSS.

El hallazgo de mutaciones nuevas en BTK nos
[leva a realizar estudios adicionales para de-
mostrar la importancia de estas mutaciones; por
ejemplo, las dos nuevas mutantes reportadas en
2008 nos llevaron a comprobar la deficiencia
en la funcion de la proteina utilizando un siste-
ma de células B de pollo, knock-out para Btk.>*

El sindrome de hiper-IgM ligado al cromosoma X
ha sido objetivo de otro de nuestros proyectos de
investigacion, aunque el nimero de casos diag-
nosticados en la clinica es limitado; al respecto,
se ha reportado una serie de seis pacientes con
mutaciones en el gen que codifica para CD40L
y actualmente se estudian tres pacientes mas que
probablemente tengan este defecto.

Otro de los intereses de nuestro grupo de inves-
tigacién es el estudio de los defectos genéticos
en la inmunodeficiencia comin variable. Al
respecto, se cuenta con una cohorte de 70
pacientes con este diagnéstico, provenientes
de diferentes centros de salud, como Centro
Médico Nacional La Raza, IMSS, Centro Mé-
dico Nacional Siglo XXI, IMSS, vy el Instituto
Nacional de Pediatria, SSa. En estos pacientes
pretendemos determinar si tienen alteraciones
en el desarrollo periférico de los linfocitos B,
identificando mediante la deteccién de marca-
dores de superficie, diferentes tipos celulares,
como células B virgenes, células B transicio-
nales, células B de memoria con y sin cambio
de isotipo y células B con baja expresion de
CD21 (CD21'%w).5 Este tipo de determinaciones,
aunque no orienta el diagndstico genético, es
confirmatorio de inmunodeficiencia comdn
variable y en algunos casos orienta el pronds-
tico de la misma, porque los individuos con
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un alto porcentaje de células B CD21"v se
asocian con la ocurrencia de enfermedades
autoinmunitarias.

En la actualidad uno de nuestros intereses en el
estudio de inmunodeficiencia comin variable
consiste en determinar la deficiencia de LRBA
en pacientes mexicanos con este diagnostico.
Resulta interesante detectar individuos con
mutaciones en este gen, para posteriormente
profundizar en el estudio de la posible funcién
de esta molécula en los linfocitos B, por ejemplo,
la via de sefializacién en la que esta molécula
estd implicada y las consecuencias funcionales
que conlleva su deficiencia.

CONCLUSIONES

La descripcién de las inmunodeficiencias
primarias de anticuerpos y de los defectos ge-
néticos con los que se asocian ha dependido,
en gran medida, de los hallazgos cientificos
que se derivan acerca de las células B, ba-
sicamente de las vias de sefalizacién que
favorecen su diferenciacién, supervivencia
y activacion. Asimismo, la descripcién de
los defectos genéticos causantes de este tipo
de deficiencias jamas habria sido posible sin
los grandes descubrimientos que involucran
la descripcion de la estructura del ADN, el
codigo genético, la secuenciacién del geno-
ma humano, asi como el surgimiento de los
métodos de secuenciacion, la reaccién en
cadena de la polimerasa vy, recientemente, la
secuenciacién masiva del ADN.

En la actualidad vivimos una explosion de
deficiencias genéticas que causan una inmu-
nodeficiencia primaria; vemos cémo cada
individuo con este tipo de diagnéstico podria
ser inico en el mundo; tal es el caso reportado
para las deficiencias 1L21/IL21-R y BAFFR. El
estudio de estas enfermedades ha contribuido,
ademas, a identificar o ampliar el conocimien-
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to de los mecanismos moleculares que tienen
lugar durante la activacién de las células del
sistema inmunolégico. El entendimiento de
estos mecanismos facilitara, en un momento
determinado, el diagndstico de nuevos casos y
el tratamiento de los mismos.
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Ontogenia de los linfocitos B

Juan Carlos Balandran'?, Rosana Pelayo?

Resumen

El desarrollo de los linfocitos B a partir de células troncales hematopoyé-
ticas es un proceso altamente regulado y continuo en el que se pierden
gradualmente los potenciales de diferenciacién miltiple y se adquieren
funciones especializadas del linaje. A 50 afios de su descubrimiento,
el conocimiento actual de la diferenciacién temprana de las células
B proviene, en gran medida, del aislamiento y caracterizacién de los
progenitores en la médula 6sea que dan inicio al programa linfoide y
de la definicién de patrones de actividad transcripcional que contro-
lan las decisiones de los destinos celulares. De especial relevancia ha
sido la intercomunicacién de los precursores con los componentes del
microambiente hematopoyético para la generacioén de nuevos mode-
los que integren todos los elementos de regulacion de este complejo
proceso y para la comprension de esta rama del sistema inmunolégico
adaptativo en la enfermedad. Esta revisién ofrece un panorama gene-
ral del complejo proceso de diferenciacién linfoide: la organizacién
jerarquica y caracteristicas biolégicas de las células primitivas que
participan en sus etapas mds tempranas, hasta los principios que rigen
su interdependencia con el microambiente hematopoyético.

PALABRAS CLAVE: linfocitos B, progenitores linfoides tempranos,
médula 6sea, microambiente hematopoyético, diferenciacién linfoide.
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B lymphocyte ontogeny.
Juan Carlos Balandran'?, Rosana Pelayo?

Abstract

The B cell development from hematopoietic stem cells is a continuous
and highly regulated process where multiple differentiation potentials are
gradually lost while acquiring lineage specialized functions. At 50 years
of the B cell discovery, the current knowledge of its early differentiation
largely derive from the isolation and characterization of bone marrow
early progenitor cells initiating the lymphoid program, and from the defi-
nition of transcriptional activity patterns that control cell fate decisions.
Of particular relevance has been the intercommunication between B cell
precursors and key components of the hematopoietic microenvironment,
both for generation of novel models integrating all regulatory elements of
this complex process, and for the understanding of this branch of the adap-
tive immune system in disease settings. This review provides an overview
of the complex process of lymphoid differentiation: from the hierarchical
organization and biological characteristics of primitive cells involved in
its earliest stages, to the principles governing its interdependence with
the hematopoietic microenvironment.

KEYWORDS: B lymphocytes; early lymphoid progenitors; bone marrow;
hematopoietic microenvironment; lymphoid differentiation
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ANTECEDENTES

A lo largo de la historia, el campo de la inmu-
nologia del desarrollo de los linfocitos B ha
progresado paralelamente, aunque en direccién
opuesta al de la biologia de las células troncales
hematopoyéticas. Mientras que en el primer caso
la bisqueda de los progenitores tempranos en la
médula ésea evoluciond a partir de los hallazgos
funcionales en las células maduras, en el segundo,
la identificacion de las células seminales deter-
mind el establecimiento de los principios basicos
de diferenciacion de los sistemas complejos y
la construccién de modelos hematopoyéticos
jerarquicos basados en estadios criticos de di-
ferenciacién, compromiso y maduracién de los
progenitores y precursores. Asi, el conocimiento
generado en la interfase entre la inmunologia y la
hematologia ha tenido la mas notable contribu-
cion en la ontogenia de los linfocitos B.

En 1965 se reconocio la conspicua poblacién de
células B como un linaje hematopoyético linfoi-
de distinto, con un papel central en la respuesta
inmunitaria adaptativa y caracteristicas funciona-
les Unicas,™ pero no fue hasta 32 afos después
cuando la clonacién del progenitor linfoide comun
de ratén dio inicio a la elucidacién de su origen
celular? Los afos intermedios fueron clave en la
determinacion de sus cinéticas de proliferacion y el
descubrimiento de la composicion y mecanismos
moleculares de expresién de sus receptores de
antigeno (BCR),** en tanto que los subsecuentes
establecieron que la enzima recombinasa RAG1
marca el inicio del programa de diferenciacién
linfoide.”® La recombinacién somatica, asi como
las cascadas de senalizacion implicadas en la ac-
tivacion linfocitaria, fueron piedras angulares para
ambas piezas del conocimiento.®'%"

Los primeros pasos hacia el compromiso
linfoide

La hematopoyesis es el proceso de generacion de
los més de 10 tipos celulares del tejido sanguineo.

2016 enero-marzo;63(1)

La demostracion en 1961 de su origen clonal en
una célula troncal'*" y posteriormente de las
propiedades biolégicas que definen a esta célula,
autorrenovacién y potencial de diferenciacién
mdltiple, establecieron el paradigma de la dife-
renciacion celular a partir de sistemas altamente
complejos y organizados."'>'® Por un lado, la
identificacion fenotipica de las células troncales
hematopoyéticas en el higado fetal y en la médula
6sea adulta del ratén,'” y por otro, la intensa explo-
tacion de modelos experimentales para el estudio
de su potencial y su regulacion impulsaron la cons-
truccion de mapas jerarquicos de diferenciacion.
En ellos, el desarrollo linfopoyético temprano es
guiado por combinaciones de factores intrinsecos y
microambientales que impulsan la pérdida gradual
de opciones de diferenciacién en paralelo con
una ganancia de funciones especializadas.®*'" Al
menos cinco grandes compartimientos se han iden-
tificado en esos mapas: el de las células troncales,
el de los progenitores multipotenciales, el de los
progenitores oligopotenciales, el de los precursores
y el de las células maduras (Figura 1).

El primer compartimiento corresponde a las
células mas primitivas: las células troncales
hematopoyéticas. Su aptitud clonal para recons-
tituir a largo plazo el sistema hematopoyético
de animales de experimentacién irradiados e
inmunodeficientes les merece el nombre de LT-
HSC (long term hematopoietic stem cells). En el
ratén, éstas residen en la fraccion LSK (por su
fenotipo Lin"Sca1*c-kit"), constituyendo aproxi-
madamente 0.1% del total celular de la médula
6sea, en donde coexisten todas las poblaciones
que carecen de expresion de marcadores de i-
najes maduros, que incluyen CD3, CD8, CD19,
CD20, NK1.1, CD11b, CD14 o Ter119.891¢ En
humanos, el antigeno CD34 ha resultado el
principal marcador para las células troncales
hematopoyéticas y los progenitores multi y
oligopotenciales. De las células hematopoyéti-
cas en médula 6sea humana, 0.5-5% expresan
CD34 y sélo una pequena fraccién (1-10%) de
las células LinCD34*CD38 estd enriquecida en
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Figura 1. Ontogenia de los linfocitos B en el contexto jerarquico de diferenciacién hematopoyética. La hema-
topoyesis inicia en una célula troncal, a partir de la que se diferencian de manera gradual y continua los pro-
genitores que restringen su compromiso de linaje. El mapa muestra los cinco compartimentos que componen
el sistema hematopoyético, asi como las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de las subpoblaciones en
diferenciacion provenientes de raton (izquierda) y humano (derecha).

HSC: célula troncal hematopoyética; MPP: progenitor multipotencial; LMPP: progenitor multipotencial pre-
dispuesto al linaje linfoide; ELP: progenitor linfoide temprano; MLP: progenitor multilinfoide; CLP: progenitor
linfoide comin; B/NK: progenitor de células B y NK; CMP: progenitor mieloide comdn; MEP: progenitor de
megacariocitos y eritrocitos; GMP: progenitor granulocitico y monocitico; MDP: progenitor de macréfagos y
células dendriticas; LI: linfocitos innatos.

Modificada de las referencias 14 y 15.

células troncales con capacidad de reconstituir
a largo plazo el sistema hematopoyético (Figura
1)."> Estas células expresan, ademas, antigenos
como CD90, CD117, CD133 y VEGFR2, que
las distinguen de células en estadios de diferen-
ciacion mas avanzados. De manera notable, el
descubrimiento y caracterizacién bioldgica de las
células troncales hematopoyéticas ha trascendido

en tal magnitud que su uso para la regeneracién
de tejidos y el rescate funcional en enferme-
dades hematopoyéticas e inmunolégicas ha
revolucionado la Medicina moderna.

Las células troncales hematopoyéticas dan
origen a los progenitores multipotenciales, que
conforman el segundo compartimento y el mas
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heterogéneo del sistema. En éste, los progenito-
res han perdido la capacidad de autorrenovacion
y la de reconstitucién a largo plazo. En el ratén,
los estadios de transicion progenitor multipoten-
cial predispuesto al linaje linfoide y progenitor
linfoide temprano (early lymphoid progenitors)
son el inicio del programa de diferenciacion
linfoide, evidente por la expresion de la enzi-
ma recombinasa RAGT. Sus contrapartes en el
humano aparentemente residen en la fraccion
de progenitores multilinfoides (multi-lymphoid
progenitors). Rio abajo, la via avanza hacia los
progenitores oligopotenciales, que han incre-
mentado su capacidad de proliferacion, pero
sus potenciales de diferenciacion se restringen
a dos o tres tipos celulares. Aunque comparten
ciertas caracteristicas fenotipicas con las células
de los compartimentos anteriores, estos progeni-
tores tienen patrones de expresion antigénica de
acuerdo con el programa de diferenciacion que
inicia (Figura 1). A pesar de su inmadurez, las
células que residen en el acervo de precursores
unipotenciales son altamente proliferativas y
reconocibles por su morfologia a través de mi-
croscopia de luz. Este compartimento contiene
mas de 90% de las células hematopoyéticas
residentes en la cavidad de la médula 6sea.' Por
Gltimo, las células terminalmente diferenciadas
y en vias de maduracién son morfoldgica, feno-
tipica y funcionalmente distintas y se dividen
en dos grandes grupos: mieloides y linfoides.
Las primeras comprenden a los granulocitos
(neutréfilos, baséfilos y eosindfilos), monocitos,
macrdéfagos, eritrocitos, megacariocitos, células
cebadas y células dendriticas mieloides, mientras
que las segundas comprenden a los linfocitos B,
los linfocitos T y diversas subpoblaciones de cé-
lulas innatas, incluidas las células NK, las células
linfoides innatas (o linfocitos innatos) y algunas
categorias de células dendriticas de origen linfoi-
de. Las células de linaje mieloide son producidas
a través de un proceso dindmico conocido como
mielopoyesis, en tanto que las de linaje linfoide
son consecuencia de la linfopoyesis.

2016 enero-marzo;63(1)

Progenitores linfoides de células B: luz a
través de los ratones RAG1-GFP

La poblacién de progenitores multipotenciales
predispuestos al linaje linfoide contiene proge-
nitores clonales con un potencial combinado de
células B, Ty mieloide,'® asi como restringidos a
linajes de B oT, y productores de células NK. La
regulacion negativa de la molécula de adhesion
VCAM-1"y la transcripcion del locus de la enzi-
ma que recombina los segmentos genéticos VD)
de lainmunoglobulinay del TCR, la recombinasa
RAGT, marcan a las células que apenas inician
el programa de diferenciacion hacia la estirpe
linfoide.” Por ello, los ratones knockin RAG1/GFP
se constituyeron como una herramienta particu-
larmente Gtil en la investigacion del proceso de
linfopoyesis temprana,”'*2%22 y permitieron el
aislamiento y caracterizacién de los progenitores
linfoides mas tempranos en el higado fetal y en
médula 6sea de los que se tiene conocimiento:
los progenitores linfoides tempranos. En ese
modelo, un alelo del gen RAG1 se reemplazé
por la secuencia que codifica la proteina ver-
de fluorescente y fue posible localizar la sefal
de fluorescencia por andlisis de citometria de
flujo, que corresponde con la transcripcién del
gen RAG1.7?° Las células que expresan RAG-1
pueden clasificarse en una serie de estadios de
diferenciacién, comenzando con la fraccion c-
kitSca1*GFP"y culminando con subpoblaciones
GFP". En el higado fetal y en la médula ésea
adulta, las células troncales y los progenitores
mieloides residen en la fracciéon GFP-, mientras
que los progenitores linfoides en la GFP*. Los
progenitores linfoides tempranos son parte de la
poblacion LSK, de fenotipo Lin-ckithSca-1+Thy1.1-
IL7-R- TdT*CD27+Flt3* y altamente sensibles al
tratamiento con estrégenos.”'*** Su potencial
para generar todas las lineas de células linfoides
es muy alto, asi como para producir células del
sistema inmunolégico innato linfoide, pero el
potencial de diferenciacion mieloide es reducido.
Acorde con estas caracteristicas, los progenitores
linfoides tempranos transcriben genes asociados
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con linajes linfoides como gata-3, ebf, b29 y dan
origen a la fraccién de pro-linfocitos Lin-ckit°Sca-
1*Thy1.1-FIt3*GFP*, que desregula la expresién de
c-kite incluye a la mayor parte de los progenitores
linfoides comunes o CLP (common lymphoid pro-
genitors). La participacion de estos progenitores
estd marcada por la expresion en superficie del
receptor de IL-7 (IL-7R) y su distintiva sefnaliza-
cién por STATS, y aunque tienen cierta actividad
clonogénica de T, B y NK (lo que originalmente
les valié su designacion), se reconocen como los
mas eficientes precursores de linfocitos B.2*

De la “fraccion A” al BCR y la migracién
periférica

Otro parteaguas en la construccién del mapa
de diferenciacién linfoide se establecié con
los trabajos de Hardy, en 1991, en los que se
identificaron las principales subpoblaciones
con participacién de linaje B en la médula
6sea y se propuso un esquema secuencial de
diferenciacién rio abajo de los progenitores
linfoides comunes.?>2¢ El compartimento celular
mas primitivo exhibia un fenotipo B220*CD19-
CD43*CD247 y se denominé fraccién A. Esta
fraccion comprende tres subpoblaciones defi-
nidas no yuxtapuestas: DX5Ly6C* (45-55%),
DX5*Ly6C- (30-35%) y DX5-Ly6C- (16-20%), de
las que sélo la dltima tiene potencial precursor
de células B'*?728 y se denominé pre-proB. La
caracterizacion reciente de células de linaje no-B
dentro de las otras dos subpoblaciones (DX5-
Ly6C*y DX5*Ly6C") y sus controvertidos origenes
incrementaron la complejidad del sistema linfo-
hematopoyético. Dos categorias de células
dendriticas plasmacitoides (pDC) residen entre
las DX5Ly6C* de la fraccion A que expresan
CD11¢,* mientras que la subpoblacién cohorte
DX5*Ly6C- contiene células que coexpresan el
marcador NK1.1 y que se identifican como IKDC
(interferon-producing killer dendritic cells) con
poderosa capacidad citotéxica y antitumoral,
asi como de produccién de IFN-y.?
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En conclusion, parte de la fraccién A correspon-
de a células del sistema inmunolégico innato,
como las pDCs, NKs e IKDCs, que tienen su
origen en progenitores linfoides tempranos y
cuyo brazo de diferenciacién aparentemente es
previo e independiente de la participacion de
los precursores en la ruta de células B pre-proB.
Hay grandes expectativas acerca de la posible
inclusiéon de otras células linfoides innatas de
reciente descubrimiento dentro de la fraccion
A de Hardy.

La regulacién positiva de CD19 es uno de los
sellos mas tempranos del compromiso del linaje
B, que participa en la transduccién de senales
de las células en el proceso de diferenciacion.
Las células denominadas pre-proB residentes
en la fraccion A2 de Hardy expresan IgH en
linea germinal, ademas de genes que codifican
para componentes de los receptores pre-B y B,
como mb-1, B29y |5, y factores de transcripcion
necesarios para la diferenciacién, como Pax5 y
E47 (Figura 2). Las senales de IL-7 son criticas
en esta transicion, como lo indica el bloqueo
profundo en el desarrollo de B a nivel de la
fraccién A2 de la médula 6sea de ratones defi-
cientes en IL-7R.23" Los subsecuentes estadios
independientes de antigeno son guiados con la
finalidad de expresar moléculas de inmunoglo-
bulina funcionales en membrana y, de manera
orquestada, diversos factores de transcripcion
estan implicados en esta ruta (Figura 2). De
ellos, PU.1, lkaros, E2A, Bcl11a, EBF y Pax5
participan en la determinacién del compromiso,
la especificacion del linaje o ambos. La deficien-
cia de PU.1 resulta en que Flt3 y EBF no sean
expresados, bloqueando la diferenciacion de
células B.32 E2A es decisivo para la activacién de
RAG, y sus productos, directa o indirectamente,
regulan la expresion de Pax5, que a su vez regula
la expresion de genes especificos de células B,
incluyendo CD19."'® Ademas, un nimero de
genes que participan en la sefalizacion del re-
ceptor pre-B, como mb-1, éA5, VpreB y B29, asi
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Figura 2. Regulacion intrinseca y microambiental del
desarrollo temprano del linaje B. En la médula 6sea, la
transicion de los estados de diferenciacion linfoide B
depende de los programas genéticos en concordancia
con senales proporcionadas por el microambiente
hematopoyético. Las células estromales altamente pro-
ductoras de CXCL12 conforman los nichos linfoides
tempranos, en tanto que su contraparte productora de
IL-7 sostiene las etapas precursoras proB. Las células
preB adquieren independencia de IL-7 concomitante
a la formacién del pre-BCR. La produccién de células
B inmaduras va acompafiada de su migracién a la
periferia. Se muestran los factores de transcripcién que
participan mas activamente en la via de diferenciacién
de linfocitos B.

HSC: célula troncal hematopoyética; MPP: progenitor
multipotencial; ELP: progenitor linfoide temprano;
CLP: progenitor linfoide comun.

Modificada de la referencia 11.

como RAG1/2 y TdT requeridos para el rearreglo
de inmunoglobulinas, son blancos potenciales
para las secuencias de unién a ADN de E2A.*
EBF comienza su expresion en los progenitores
linfoides tempranos y en coordinacién con los
productos de E2A, EBF es clave en el control pre-
vio al rearreglo de genes de inmunoglobulina.*

Por dltimo, la funcién de Pax5 es esencial para
la represién de la transcripcién de genes no
linfoides y no B.>*3> Entonces, en esta red de

2016 enero-marzo;63(1)

regulacion, el desarrollo de progenitores mul-
tipotentes es dependiente de PU.1 e lkaros,
mientras que la especificacién y el compromiso
de las células pro-B son dependientes de E2A/
EBF y Pax5.

En humanos, a partir del progenitor de células
B y NK (B/NK) se derivan las células pro-B con
fenotipo CD34*CD19*CD10*y de ahi secuencial-
mente las pre-Bl grandes CD34*CD19*CD10~,
pre-Bll grandes CD34-CD19*CD10*, pre-BlI
pequenas CD34:CD19*CD10*, B inmaduras
CD34-CD19*CD10*slgM* hasta la produccién
de B maduras CD34-CD19*CD10slgM*slgD+,
que a la larga se exportaran a los tejidos linfoides
periféricos para cumplir su funcién de recono-
cimiento de antigeno, activacion y produccion
de anticuerpos especificos.” La linfopoyesis de
B en humanos parece cumplirse sin el estricto
requerimiento de la IL-7.

El microambiente hematopoyético en la
regulacion de la linfopoyesis de B

Las células primitivas y las terminalmente di-
ferenciadas crecen en estrecha comunicacion
con el microambiente de la médula 6sea y en
exposicién a combinaciones y concentracio-
nes variables de citocinas." La contribucion
de células estromales, osteoblastos y células
endoteliales en los distintos estadios de diferen-
ciacion linfo-hematopoyética es decisiva.>*3¢ El
microambiente especializado que sostiene a las
células troncales constituye el nicho hematopo-
yético que promueve el mantenimiento de las
células troncales hematopoyéticas a lo largo de
la vida. Se propone que para que un microam-
biente se considere nicho deben satisfacerse dos
criterios: que en él resida la célula progenitora
in vivo y que promueva su mantenimiento. A la
luz del conocimiento actual existen al menos
tres tipos de nichos: el osteoblastico, el vascular
y el reticular. El primero de ellos esta en el en-
dosteo y da soporte a través de los osteoblastos



Balandran JC y col. Ontogenia de los linfocitos B

a las células troncales hematopoyéticas.*® Los
osteoblastos proveen sefiales reguladoras de la
quiescencia a la poblacién de células troncales
hematopoyéticas a través de la via no canénica
de Wnt, angiopoyetina, trombopoyetina, SDF-1/
CXCL12 y osteopontina. Por su parte, el nicho
vascular reside alrededor de los sinusoides y a
través de su endotelio las células hematopoyéti-
cas pueden entrar y salir de la circulacién. Este
nicho es aparentemente inductor. En el lumen
de la médula 6sea tiene lugar la mayor parte de
los procesos de diferenciacién linfoide tempra-
na. El ambiente perivascular esta marcado por
células reticulares altamente productoras de
CXCL12 y de IL-7 que promueven la diferen-
ciacién de los precursores B (Figura 2). Ademas,
otras células, como las mesenquimales con
potencial para generar hueso, cartilago y grasa,
son reguladores esenciales de la hematopoyesis
normal.?”?8 El nicho endosteal CXCL12+ Nesti-
na+, y posiblemente el endotelial, mantienen
a las células troncales hematopoyéticas en
ciclos de prolongada quiescencia en los que
alrededor de 70% de las células estan en G,
presumiblemente debido a la expresion de
factores genéticos intrinsecos que inhiben el
ciclo celular, como p21 y pTEN , asi como a
la actividad de diversas moléculas de ancla-
je.>>41 Diversos estudios indican que la mayor
parte de los progenitores linfoides tempranos
pasan también un tiempo considerable en G '®
en nichos de células estromales CXCL12+,
[lamadas CAR (CXCL12-abundant reticular
cells)*4y que esta condicion quiescente puede
ser importante en el control del tamafio de la
poblacién y para la integridad de las células
que reabastecen el sistema inmunoldgico a lo
largo de la vida.'® De especial importancia es
la estrecha comunicacién y dependencia del
estadio temprano pre-proB y el mds tardio de
células plasmaticas a las células CAR, mientras
que en la etapa proB la dependencia esta rela-
cionada con células estromales que producen
IL-7 (Figura 2). La relevante investigacion de
Nagasawa y colaboradores sugiere entonces
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que en la médula 6sea las células CAR consti-
tuyen los nichos del desarrollo de células B y
que la investigacion del papel de CXCL12 en
la patobiologia de las enfermedades de este
linaje —leucemias, linfomas y mielomas— sera
prioridad de la investigacion biomédica en los
afos venideros. Para lograrlo, debe considerarse
que la arquitectura tridimensional de los nichos
es decisiva para la adecuada regulacién del
proceso hematopoyético, por lo que existe un
especial interés por el desarrollo y aplicacién
de modelos de estudio tridimensionales (3D),
asi como la construccion de organoides que
promuevan las interacciones que inician y
mantienen los procesos de diferenciacion de
los precursores B, tanto en la normalidad como
en emergencia hematopoyética.

Perspectivas

Por su importancia para la practica clinica,
posiblemente una de las prioridades del mun-
do biomédico sera definir los mecanismos
que perturban los patrones de diferenciacién
temprana de las células B en circunstancias
patolégicas de inflamacién, autoinmunidad,
inmunodeficiencias y cancer. Nuevas y pode-
rosas plataformas de estudio, experimentales
y tedricas, que consideren la complejidad
de la intercomunicacién hematopoyética-
microambiental, seran indispensables para el
cumplimiento de esta labor.
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El protocolo de investigacion II: los
disenos de estudio para investigacion
clinica

Miguel Angel Villasis-Keever?, Maria Guadalupe Miranda-Novales?

Resumen

En la investigacion clinica que se realiza en el drea de la salud, la
mayor parte de los estudios se hacen en los seres humanos. Entre los
principales objetivos estan conocer las caracteristicas de uno o mas
grupos de estudio, el comportamiento, la o las causas de las enferme-
dades, identificar las mejores herramientas para el diagnéstico o definir
el mejor tratamiento contra una enfermedad en particular. Ademas,
existen otros tipos de investigacion que pueden clasificarse como in-
vestigacién biomédica basica; en este tipo de estudios, el objetivo lo
constituyen los animales de laboratorio, células, tejidos o moléculas.
En términos generales, en estos estudios, los propésitos son, entre otros:
la determinacién de la fisiologia, patogenia o los mecanismos biolé-
gicos en cuanto a las funciones o alteraciones de uno o mas érganos
o sistemas. En esta seccién nos enfocaremos a los disefios de estudio
en investigacion clinica.

PALABRAS CLAVE: disefios de estudio, investigacion clinica.
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The research protocol II: study designs
in clinical research.

Miguel Angel Villasis-Keever?, Maria Guadalupe Miranda-Novales?

Abstract

In clinical research that takes place in health-care areas, most of the
studies are performed with human beings as research subjects. The main
objectives of these studies are to know the characteristics of one or
more groups, the behavior of human diseases, the etiology or causes of
diseases, to identify the best diagnostic tools, or to establish the best treat-
ment for a condition or disease in particular. Additionally, some studies
are classified as basic bio-medical research; in these investigations, the
subjects of study are laboratory animals, tissues, cells, or molecules.
In general terms, the objectives of these studies are to understand the
physiology, pathogenesis, or biological mechanisms that could explain
functions or alterations in one or more systems or body organs. This
article will only address clinical research designs.

KEYWORDS: study designs; clinical research
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Disefios de estudio en investigacion clinica

La eleccion de un disefio en especifico para
dar respuesta a una interrogante mediante un
estudio de investigacién debe basarse en el
planteamiento adecuado de esa pregunta, en los
posibles alcances de la investigacién y tomar en
cuenta los recursos disponibles con los que se
cuenta. Para clasificar los disefios de investiga-
cién es importante identificar sus componentes
y caracteristicas; ambos se utilizan para describir
a los estudios, pero no son per se disenos meto-
dolégicos de un estudio.

Componentes de los estudios de investigacion

Los componentes que pueden identificarse en
cualquier estudio de investigacién son: 1) nu-
mero de mediciones, 2) nimero de grupos en
el estudio, 3) si existe una intervencién o no por
el investigador, 4) el momento o tiempo en que
ocurre el fenémeno o lo que se desea estudiar,
y 5) la manera de recolectar los datos. Al tener
en cuenta estos cinco componentes, los estudios
pueden clasificarse de la siguiente manera:

1) De acuerdo con el ndmero de mediciones, un
estudio se denomina transversal o longitudinal. Si
existe una sola medicién se denomina transversal;
si se realizan dos 0 mas evaluaciones de un mismo
aspecto o variable, entonces es longitudinal.

2) De acuerdo con el niimero de grupos, los estu-
dios pueden ser descriptivos o analiticos (también
[lamados comparativos). Cuando sélo se incluye
un grupo de estudio se denominan descriptivos
y si hay dos o mas grupos, comparativos o ana-
liticos. En un estudio comparativo se contrastara
una o mas variables entre los grupos incluidos.
En los estudios descriptivos solamente se narran
las variables de interés en el grupo seleccionado.

3) De acuerdo con la existencia o no de una ma-
niobra, en observacionales o experimentales. En
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los estudios observacionales, los investigadores
recaban los datos o variables de los fenémenos
a estudiar en uno o mas grupos, pero no existe
participacién o modificacién de las variables. En
los estudios experimentales los investigadores
registraran los resultados después de realizar una
intervencion (medicamento, cirugia, maniobra
educativa, etc.) que se aplica a uno o mas grupos.

4) De acuerdo con el momento en que ocurre
el fenémeno a estudiar, en prospectivos o retros-
pectivos. La interpretacion de estos términos ha
cambiado; sin embargo, el significado original
de un estudio prospectivo es aquél en el que los
investigadores tratan de determinar la posibili-
dad de que ocurra un evento o desenlace (por
ejemplo, la muerte) a partir de una causa (por
ejemplo, infarto de miocardio). En este disefo,
los investigadores primero identifican la causa
y vigilan durante un tiempo a los pacientes para
conocer si tendran o no el desenlace; es decir, es
un estudio de causa a efecto. En el caso de los
estudios retrospectivos, la situaciéon es inversa:
los investigadores tienen un grupo de sujetos
donde ya sucedi6 el desenlace y van a buscar la
causa o los factores de riesgo que se relacionaron
con la ocurrencia del desenlace; es decir, son
estudios del efecto a la causa.

5) De acuerdo con la manera de recoleccion, en
prolectivos o retrolectivos. Para evitar las posibles
confusiones relacionadas con los conceptos de
prospectivo o retrospectivo, se consideré que
era necesario diferenciar las fuentes de recolec-
cién de datos para efectuar la investigacion. De
esta manera, un estudio prolectivo sera aquél
en el que se empezard a recabar informacion a
partir del momento de inicio del estudio; por el
contrario, en los retrolectivos, los investigadores
tomaran los datos o variables de estudio a partir
de fuentes secundarias. De estos Gltimos, lo mas
comdn en la investigacién clinica es la revision
de expedientes clinicos, pero también pueden
ser archivos histéricos, reportes de otras encues-

81



82

Revista Alergia México

tas, estadisticas vitales de unidades médicas,
regiones o ciudades.

Al tomar en cuenta las componentes y carac-
teristicas de los estudios de investigacién, se
clasifican en los siguientes tipos:

a) Ensayos clinicos: se realizan cuando se eva-
lGa si la intervencién (variable independiente)
modifica uno o mas fenémenos (variable de-
pendiente). En este tipo de estudios, lo mas
importante es la intervencion; al grupo al que
se le asigna la misma se denomina grupo expe-
rimental y el grupo que no la recibe es el grupo
control. En los ensayos clinicos, la medicién de
las variables de interés es de manera prolectiva
y se hacen una o mas mediciones. De esta ma-
nera, se puede decir que un ensayo clinico es un
estudio experimental, comparativo, longitudinal
y prolectivo. En general, este tipo de estudios no
tiene como proposito determinar factores de ries-
go o causas, por lo que los términos prospectivo
o retrospectivo no se utilizan.

b) Estudio de cohorte(s): este tipo de disefio se
utiliza cuando se buscan factores de riesgo o se
trata de definir el curso clinico o prondstico de
las enfermedades. Los investigadores no asignan
alguna intervencion, por lo que son estudios
observacionales. Debido a que se realizan com-
paraciones entre dos 0 mds grupos, se consideran
analiticos. Si el objetivo del estudio es identificar
causas de la aparicion de enfermedades, entonces
son prospectivos, debido a que parte de la expo-
sicién (o la ausencia de la misma) a los factores
de riesgo o causas (variables independientes) y
después de un tiempo se manifiesta u ocurre la
enfermedad (variable dependiente o de resultado).

Disefios de investigacion de acuerdo con su
proposito

e Para determinar la frecuencia, prevalen-
cia o incidencia.

2016 enero-marzo;63(1)

e De tratamiento o terapia, cuando se
trata de evaluar si una intervencién (por
ejemplo, un farmaco, una cirugia, una
vacuna o una accién educativa) sirve para
mejorar o prevenir una o mas condiciones
clinicas.

¢ De prueba diagnéstica, si la intencion es
establecer la utilidad de un examen (por
ejemplo, pruebas de laboratorio, radio-
graffas o tomografias) para identificar y
descartar una enfermedad, o bien, una
complicacién determinada.

¢ De pronéstico, cuando la finalidad es
conocer la evolucién de un grupo de
sujetos durante un periodo con alguna
enfermedad o cierta caracteristica, hasta
que sobrevenga el desenlace de interés.

e De causalidad, cuando se desea identifi-
car la causa o los factores que se asocian
con la aparicién de una enfermedad o
una complicacion.

Asimismo, se debe hacer una mencién especial
de un tipo de estudio denominado revisién
sistematica o metanalisis, que se basa en la
compilacién y analisis critico de diferentes es-
tudios experimentales y observacionales que
comparten objetivos similares.

A continuacion se revisan las caracteristicas de
los diferentes disenos metodolégicos.

Estudios observacionales

Estudios de cohorte

El nombre de cohorte viene del latin cohors, tér-
mino que utilizaban los romanos para designar a
una unidad militar de infanterfa; en investigacion
este término se usa para describir a un grupo de
sujetos que comparten una misma caracteristica
(por ejemplo, ser estudiantes, tener antecedentes
familiares de cancer, ser inmigrantes, etc.). Para
iniciar el estudio, los investigadores identifican
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a uno o mds grupos de sujetos que conforma-
ran la(s) cohorte(s); posteriormente, procederan
a seguirlos durante un tiempo, que puede ser
de dias, meses o anos, hasta la ocurrencia del
evento (por ejemplo, la enfermedad) motivo de
interés o estudio. En los estudios observacio-
nales, los de cohorte constituyen el grupo mas
s6lido o con mayor validez, porque si se realiza
adecuadamente, los resultados obtenidos seran
los de mayor confiabilidad; es decir, con el me-
nor nlmero de errores o sesgos. Este es uno de
los mejores disefios para tratar de establecer la
causa u origen de una enfermedad a partir de
la exposicién a uno o mas factores de riesgo.
Por ejemplo, un investigador desea comprobar
que la radiacion (exposicién al factor) puede
producir algin tipo de enfermedad; para reali-
zarlo primero identifica a dos grupos de sujetos:
unos que trabajan en una planta nuclear y un
grupo de sujetos que viven en la misma ciudad,
pero que trabajan en oficinas de gobierno. Para
incluirlos en el estudio, los sujetos de cada
grupo no deben padecer la enfermedad en el
momento que se realiza la entrevista inicial.
Posteriormente y cada seis meses acude a los
domicilios de los sujetos de ambos grupos vy, a
través de una encuesta, averigua si en el tiempo
transcurrido han acudido al médico y si les han
confirmado que padecen alguna enfermedad.
Este seguimiento (que también se denomina vi-
gilancia) se termina cuando un sujeto manifiesta
la enfermedad de interés (por ejemplo, cancer)
porque ya ocurrié el evento, el desenlace o la
variable dependiente que se buscaba. También
puede terminar cuando un sujeto fallece (por
causa diferente al cancer), cambia de domicilio
y no se puede localizar, o bien, simplemente
porque ya no quiere participar en el estudio; a
esta situacion habitualmente se le conoce como
pérdida. Por Gltimo, el seguimiento puede termi-
narse cuando los investigadores deciden dar por
concluido el estudio, ya sea porque asi estaba
programado (por ejemplo, se planeé vigilarlos
por un periodo de cinco afios) o porque ya no
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hay recursos o posibilidades de continuarlo. En la
dltima fase del estudio, los investigadores deben
realizar un analisis estadistico para determinar si
efectivamente la exposicién a radiaciones puede
causar cancer; si la hipotesis es correcta, enton-
ces, al comparar las proporciones de sujetos que
padecieron cancer, la mayor proporcion estara
en el grupo de trabajadores de la planta nuclear.

Los estudios de cohorte pueden ser descriptivos o
analiticos. Si el objetivo es conocer la incidencia
de una enfermedad es un estudio descriptivo
en un solo grupo de individuos. Los estudios de
cohorte analiticos incluyen dos o mas cohortes.
El ejemplo previo del riesgo de padecer cancer
entre individuos expuestos a radiacién es la
forma mads comun de los estudios de cohorte ana-
liticos: existe una cohorte de sujetos expuestos
y otra de no expuestos al factor de riesgo o a la
posible causa; ambos grupos se siguen de ma-
nera prospectiva durante un tiempo determinado
hasta que ocurre el desenlace. Debido a que los
estudios de cohorte inician con la exposicién
de individuos a los factores de riesgo hasta el
desenlace, es comuin que se describan como
estudios que van de la causa al efecto.

Validez interna

Un estudio confiable es el que se realiza cum-
pliendo los lineamientos para evitar sesgos.
Los estudios de cohorte tienen tres elementos
principales que determinan su validez interna:
la seleccion de los sujetos, el seguimiento y
la evaluacion del resultado (la ocurrencia del
desenlace).

Para evitar sesgos en la seleccion, al inicio del
estudio los sujetos expuestos y los no expuestos
al o los factores de riesgo no deben tener el
desenlace estudiado. Si la poblacién de donde
se obtendran los sujetos es muy grande, la
inclusion al estudio debe realizarse mediante
una seleccién aleatoria. Esto significa que todos
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los sujetos tendran la misma posibilidad de ser
escogidos. En lo que respecta al seguimiento,
un estudio bien realizado es aquél en el que
todos los sujetos incluidos en el estudio se man-
tuvieron en vigilancia durante todo el tiempo
planeado en el protocolo. Para estudios muy
largos, el investigador debe anticiparse a las
posibles pérdidas y tener un plan para rescatar a
los sujetos. Si en un estudio las pérdidas superan
20%, los resultados seran poco confiables. Por
altimo, y no menos importante, es la forma de
evaluar el desenlace. En los mejores estudios
los investigadores planean que el desenlace lo
evalle una persona que desconozca si el suje-
to pertenece al grupo expuesto o no expuesto
(cegamiento). No es infrecuente encontrar que
un investigador que particip6 en la planeacion
de un estudio identifique con mayor frecuencia
la enfermedad entre los sujetos expuestos sin
que esto sea real e inconscientemente registrara
datos que favorecen esa relacién causal; es de-
cir, identificard mas sujetos con la enfermedad
en la cohorte expuesta y menos en la cohorte
no expuesta.

Ventajas

Los estudios de cohorte son los mejores para
registrar la incidencia de las enfermedades y
las causas potenciales de la ocurrencia de una
condicion. Esto dltimo debido a que los facto-
res de riesgo potenciales se miden antes que
suceda el resultado. Los estudios de cohorte,
particularmente los prospectivos, le dan al in-
vestigador la oportunidad de medir las variables
de manera completa, precisa y confiable. Todo
esto redundard en un estudio con pocos sesgos.
Los estudios de cohorte retrospectivos tienen las
mismas ventajas; sin embargo, como el evento ya
ocurrio, el estudio tendra una duracién mucho
menor, por lo que significard un ahorro en todos
los aspectos, particularmente el econémico,
porque no se requerira hacer la vigilancia de los
sujetos seleccionados.
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Desventajas

Los estudios de cohorte prospectivos, en gene-
ral, son costosos, porque se requiere un tiempo
suficiente para que sucedan los eventos; si los
eventos o desenlaces son raros y se requiere
seguir a los sujetos por periodos muy largos, en-
tonces serd necesario hacer grandes inversiones,
de tiempo y dinero, para obtener los resultados
esperados. Por el contrario, un estudio de cohor-
te retrospectivo no tiene esta desventaja porque
el evento ya ocurri6; sin embargo, la evaluacion
de la exposicion a los factores de riesgo serd me-
nos confiable que la de los estudios prospectivos
y dependera de los datos colectados y el registro
del desenlace.

Estudios de casos y controles

Este es uno de los disefios que mds se utiliza en
la investigacion clinica y epidemioldgica, y tiene
como objetivo principal establecer la causa de
una enfermedad o un evento.

El estudio de casos y controles pertenece al grupo
de estudios observacionales, porque no hay ma-
nipulacién de las variables. Para realizarlo, en un
principio se identifican dos grupos de sujetos: el
grupo de casos y el grupo de controles. El primer
grupo esta constituido por sujetos que ya tienen
la enfermedad o la condicién que se estudia,
mientras que el grupo de controles lo integran
sujetos que en el momento de la evaluacion no la
tienen. Los factores de riesgo que se piensa son los
causantes de la enfermedad estan planteados en
el protocolo y si la hipédtesis de los investigadores
es correcta, entonces, al terminar el estudio, se
establecera que, en comparacion con el grupo de
controles, el de casos tuvo con mayor frecuencia
el o los factores de riesgo que los investigadores
pensaron eran causantes de la enfermedad.

En comparacién con el estudio de cohortes, el
protocolo de investigacion de los estudios de
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casos y controles parte de la identificacién del
desenlace, en este caso la enfermedad, y poste-
riormente se busca la causa, que son los factores
de riesgo o exposicion. De ahi que este tipo de
disefio de investigacién también se describa
como estudios que van del efecto a la causa.

En cuanto a la confiabilidad de los resultados
para determinar la causa de una enfermedad,
estos estudios se consideran en un nivel inferior
a los de cohorte.

Validez interna

Para determinar la validez de los estudios de
casos y controles deben evaluarse las fuentes
potenciales de sesgos; en este caso las principa-
les son la seleccién de los sujetos y la manera
de evaluar si los factores de riesgo existen o no
en los dos grupos.

La seleccion de los sujetos es muy importante;
debe establecerse que los dos grupos estén
compuestos por individuos que tengan carac-
terfsticas similares para que se asignen al grupo
que realmente les corresponde, es decir, al gru-
po de casos y al de controles. Para lograrlo, los
investigadores deben asegurarse que los sujetos
tengan o no la enfermedad; en este sentido, no
es suficiente que un sujeto afirme estar sano o
enfermo. Como parte del protocolo del estudio
debe haber una manera estandarizada para
hacer una evaluacion completa de todos los
sujetos incluidos, realizando los estudios médi-
cos conducentes para descartar o comprobar la
existencia de una enfermedad.

En cuanto a la manera para determinar la exis-
tencia de los factores de riesgo, y a fin de evitar
sesgos, es necesario que los investigadores to-
men en cuenta que quienes hardn la entrevista
a los sujetos incluidos estén cegados a las hip6-
tesis que se plantearon en el protocolo. Al igual
que en los estudios de cohorte, si quien hace la

“Rlergia

México

SLaai :

entrevista conoce que cierto factor predispone
a la enfermedad, entonces existe la posibilidad
que de manera inconsciente pregunte con mayor
intencién a los casos que a los controles. Asimis-
mo, es posible que los casos estén mas propensos
a recordar mejor ciertos aspectos relacionados
con su vida que los controles, debido a que es
muy comin que los sujetos enfermos continua-
mente analicen y busquen la o las causas de la
enfermedad.

Ventajas

Este tipo de estudios, en contraste con los de
cohorte, son poco costosos y mas factibles de
realizar. Lo anterior se debe a que el desenlace
estudiado ya ocurrié y no es necesario mantener
la vigilancia de los pacientes. En este sentido,
la evaluacién solamente se realiza en una sola
ocasién y por tanto, los resultados se obtendran
en un tiempo mucho menor.

Desventajas

El mayor problema de estos estudios es que la
informacién que se obtenga de los factores de
riesgo depende, en buena medida, de lo que
los sujetos incluidos en el estudio recuerden
adecuadamente de sus antecedentes familiares
y personales. Los casos aportaran mayor infor-
macién, por lo que es facil comprender que no
es posible estimar el grado de exposicion al o los
factores de riesgo con la misma precision que en
un estudio prospectivo de cohortes.

Estudios transversales

Los estudios transversales se incluyen en la
clasificacion de los estudios observacionales
porque no hay manipulacién de las variables.
El objetivo principal para el que es (til este tipo
de investigacién es conocer la prevalencia de
una condicién o enfermedad, lo que significa
determinar la frecuencia de esa condicién en un
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grupo de sujetos y en un momento determinado.
El otro objetivo es establecer la causa; sin embar-
go, en comparacion con los estudios de cohortes
y de casos y controles, es el disefio mas débil
para lograrlo, de ahi que sea mejor considerarlos
estudios que sirven para hacer una exploracion
acerca de posible(s) factor(es) de riesgo que se
piensa estan asociados con la ocurrencia de una
condicion determinada en un grupo de sujetos.

En cuanto a su estructura, es similar a la de los
estudios de casos y controles, pero con ciertas
diferencias: s6lo se requiere un grupo de estudio
y cuando se trata de un estudio de causalidad,
la evaluacion de la exposicion y del desenlace
se realiza en un solo momento, sin que requiera
hacer una clasificacién previa de los dos grupos.

Validez interna

Los elementos principales para determinar que
un estudio transversal se realizé adecuadamente
son la seleccién de la muestra y la manera de
recolectar la informacion. La seleccién de la
muestra se refiere al hecho de elegir a los sujetos
que conformaran el grupo de estudio, a partir de
una poblacion determinada; en la mayor parte
de las investigaciones no es posible estudiar a
todos los sujetos que integran a una poblacién
por diferentes motivos, por ejemplo, la poblacién
es muy grande, falta de recursos econémicos o
por personal insuficiente. En general, cuando se
realiza una seleccion aleatoria para la inclusion
de sujetos al estudio se considera que hubo una
buena seleccién de la muestra de estudio.

Con respecto a la manera de la recoleccion de la
informacion, para que un estudio sea confiable
los investigadores deben realizarla de manera
sistematizada; es decir, seguir un protocolo de
investigacion. Debe planearse su realizacién en
formatos o instrumentos de recoleccién de datos
disefiados especificamente para el estudio, o
bien, utilizar instrumentos ya validados en otros
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estudios. Por dltimo, y no menos importante,
es que la encuesta debe hacerse con personal
previamente capacitado.

Ventajas y desventajas

En términos generales, las ventajes y desventajas
de los estudios transversales son las mismas que
las de los estudios de casos y controles, pero
los resultados son menos confiables. Cuando
se obtienen resultados que sugieren que un
factor puede producir alguna enfermedad, no
es posible asegurar que esta asociacion sea real,
porque en un momento dado se desconoce si
la exposicion al factor se produjo antes de que
ocurriera el efecto, en este caso la enfermedad.

Sin embargo, se considera el mejor disefo para
establecer la prevalencia de enfermedades en la
poblaciéon estudiada. Asimismo, debido a que
son faciles de ejecutar, a partir de los resulta-
dos obtenidos puede planearse la realizacion
de otros estudios mas sélidos que conlleven a
establecer mejor la causa.

Series de casos

El diseno de estudio mds débil, desde el punto
de vista metodoldgico, son las series de casos.
En general, pueden considerarse estudios ob-
servacionales, aunque lo que se registre es la
“evaluacion” de una intervencion.

En este tipo de disefio, los investigadores se
limitan a describir la evolucién de un grupo de
sujetos (generalmente pacientes) después de
vigilarlos durante algin tiempo. Lo comin es
que el nimero de sujetos que se describen en el
estudio sea de algunos cuantos (menor de 10).

La validez de este tipo de estudio es practi-
camente nula porque no hay un protocolo de
investigacion de por medio y la informacion
que se reporta se basa en registros tomados
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a partir de otras fuentes y no de formatos
elaborados exclusivamente para el estudio,
donde el investigador en muchas ocasiones no
intervino. De ahi que la calidad de los datos
tenga poca validez.

Opinion-panel de expertos

Ante la ausencia de informacién confiable o
cuando es escasa acerca de un tema en particu-
lar, puede recurrirse a la opinién de los expertos
en el tema.

Esta manera de obtencién de informacién no se
basa en un protocolo de investigacion o de datos
recuperados de manera sistematica, sino en las
experiencias del grupo de expertos, quienes ex-
presan y discuten sus puntos de vista acerca del
tema en particular. Para lograr una sintesis de la
discusion existe un moderador que la coordina
y la resume, para después de una o mas sesiones
llegar a consensos entre el grupo de expertos.
El grupo estd constituido por especialistas en el
tema, que pueden ser médicos, investigadores,
enfermeras, etc.

Estudios experimentales: ensayos clinicos

En este grupo de estudios existen varios tipos:
ensayos clinicos controlados, ensayos clinicos
cruzados, cuasiexperimentos, ensayos clinicos
de antes y después.

Este tipo de estudios se incluyen en los disefios
experimentales por el hecho de que los investi-
gadores manipulan las variables, en especial la
variable independiente. Estos estudios son idea-
les para determinar si la variable independiente o
intervencion es Gtil para modificar (en la mayor
parte de los casos, para aliviar) una condicién o
enfermedad preexistente en un grupo de sujetos.
Existen diferentes tipos de intervenciones, la mas
comun es cuando se trata de la administracion
de farmacos; sin embargo, también puede ser
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una maniobra educativa o una intervencion
quirtrgica o, bien, una estrategia de prevencion,
como la vacunacion.

En un ensayo clinico los investigadores tienen
un grupo de sujetos con caracteristicas simi-
lares, que se dividen en dos o mas grupos, y
deciden aplicar la intervencion evaluada a uno
de esos grupos. Después existe un periodo de
vigilancia a los grupos con objeto de evaluar en
periodos preestablecidos las modificaciones a
la condicion de estudio, que por lo general es
una enfermedad. Si al término del estudio los
investigadores observan que en una proporcion
importante del grupo de estudio (grupo al que
se le aplico la intervencion) se modificé favora-
blemente su enfermedad, en comparacién con
el grupo control (grupo al que no se le dio la
intervencioén), entonces se considera que ésta
fue dtil.

Validez interna

Aun cuando existen varios aspectos que deben
tomarse en cuenta para evaluar si un ensayo
clinico controlado se efectud sin sesgos, los mas
importantes son la forma de asignacion de la
intervencion, la manera de hacer el seguimiento
y si el estudio fue ciego.

Para que la asignacién de la intervencion sea
adecuada, los investigadores deben haberla
realizado de manera aleatoria. Esto significa
que todos los sujetos participantes en el estudio
tendran las mismas posibilidades de que se les
asigne al grupo de estudio o al grupo control,
sin la influencia de factores que determinen la
asignacion a uno de los grupos, como las carac-
teristicas de los sujetos (por ejemplo, los sujetos
mas graves, con menor escolaridad o con menos
ingresos econémicos), o bien, por los mismos
investigadores, porque cuando se sabe que una
intervencién puede beneficiar a los sujetos (a
pesar que no esté comprobado), puede optarse

87



88

Revista Alergia México

para asignar uno u otro tratamiento de manera
arbitraria.

En cuanto al seguimiento, los ensayos clinicos
deben cumplir con las mismas caracteristicas
que los estudios de cohortes para tener vali-
dez interna. En sintesis, en estos estudios los
investigadores deben asegurarse de mantener
en vigilancia a todos los pacientes incluidos
durante el tiempo programado. En caso de exis-
tir pérdidas mayores a 20%, el estudio pierde
confiabilidad y sera dificil asegurar que la inter-
vencion es efectiva o no.

La ceguedad en los ensayos clinicos es un
elemento decisivo porque los resultados que
se obtengan tendran mayor validez. Al igual
que en otros disefios de investigacién que se
comentaron, un estudio ciego es cuando los
investigadores desconocen alguna parte del
protocolo del estudio, en general, las hipétesis
de trabajo. Para el caso de los ensayos clinicos
controlados, la ceguedad consiste en que las
personas responsables de evaluar los desen-
laces, que en este caso son los efectos de la
intervencion, deben desconocer al grupo que co-
rresponden los sujetos. De esta manera, cuando
los investigadores estan ciegos a quienes se les
asignd o no la intervencién en estudio efectuaran
evaluaciones mas cercanas a la realidad, porque
existe la posibilidad de que inconscientemente
los investigadores registren datos que no son
ciertos si conocen que ciertos sujetos estan
recibiendo los “beneficios” de la intervencién.
A esta condicién se le conoce como un ensayo
clinico ciego simple; mientras que un ensayo
clinico doble ciego es cuando, ademds de los
investigadores, los pacientes tampoco conocen
el tipo de intervencién a la que son sometidos.
Para lograrlo, los sujetos del grupo control debe-
ran recibir algin tipo de “tratamiento” que sea
comparable con el que se les otorga al grupo de
estudio; en general, este tipo de “tratamiento” se
conoce como efecto placebo.
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Ventajas

El ensayo clinico controlado es el mejor disefo
de estudio cuando se evalGa una intervencion.
Los resultados obtenidos de un estudio de este
tipo bien realizado seran muy confiables.

Desventajas

Debido a que se requiere una planeacion, la
seleccion cuidadosa de los sujetos en estudio, la
evaluacion de los efectos de la intervencion sin
errores, asi como el seguimiento completo por
tiempos que pueden ser prolongados, los ensa-
yos clinicos controlados se consideran estudios
costosos por la inversién econémica y por el
personal implicado para su ejecucion.

Asimismo, en funcién de que los sujetos tienen
un proceso de seleccidn riguroso, es posible que
quienes se incluyen en este tipo de estudios no
sean similares a los de la poblacién en general
(en epidemiologia esto se conoce como pobla-
cion representativa), de ahi que la aplicacién de
los resultados en otras poblaciones sera poco
factible.

Revisiones sistemdticas-metandlisis

En las Gltimas décadas ha habido gran avance
en el desarrollo de este tipo de estudios, incluso
se consideran una nueva disciplina, porque los
lineamientos para su realizacion y andlisis tienen
menos de 20 afios y continuamente se busca la
manera de mejorarlos. La importancia que tienen
estos estudios para las evaluaciones econémicas
cada vez es mayor y en la actualidad son la
principal fuente de informacién para realizarlas.

En general, el objetivo primario de estos estudios
es revisar todas las investigaciones realizadas
acerca de un tema en particular, a fin de sinteti-
zar o resumir la informacion que se ha generado
hasta el momento que se realiza el estudio y
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asi responder a una pregunta de ese tema. Una
revision sistematica es un tipo de investigacion,
porque sigue una metodologia especifica, que
parte de una hipoétesis para desarrollar un pro-
tocolo de estudio. Por esta razén, también se
conocen como estudios secundarios porque el
andlisis se basa en los resultados de estudios
originales o primarios, que incluyen ensayos
clinicos, estudios de cohortes, etc.

La necesidad de sintetizar la informacién de
un tema en particular se generé porque existen
multiples estudios primarios con los mismos
objetivos, pero que con frecuencia llegan a re-
sultados opuestos o no concluyentes. Cuando se
conjuntan diferentes estudios y los resultados se
combinan y analizan en un solo estudio se puede
llegar a mejores conclusiones para determinar
el efecto de alguna intervencién en particular.

Los términos revision sistematica y metanalisis
se utilizan indistintamente para describir a las
investigaciones que conjuntan diferentes estu-
dios primarios; cuando los resultados pueden
combinarse y se realiza un anlisis estadistico
se prefiere describirlos como metandlisis, mien-
tras que el término revision sistematica se usa
cuando los resultados de dos o mas estudios
primarios no pueden combinarse porque son
muy diferentes entre si, a pesar de compartir los
mismos objetivos.

Validez interna

Como en los estudios primarios, las revisiones
sistematicas requieren realizarse apropiadamen-
te para que los resultados sean confiables. Los
elementos mas importantes para determinar la
validez de estos estudios son la forma de bus-
queda de los estudios primarios y la manera de
evaluar los estudios primarios seleccionados.

Respecto a la bisqueda de los estudios pri-
marios, los investigadores implicados en la
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revision deben identificar todos los estudios
que se han realizado acerca del tema. Para
lograrlo es necesario localizar los estudios
publicados en diferentes fuentes; en primer
lugar hay que explorar las bases de datos de
estudios publicados (por ejemplo, Current
Contents, Index Medicus, Artemisa, Biblioteca
Cochrane). Los estudios publicados son los
articulos incluidos en revistas cientificas con
circulacion periédica. También puede consul-
tarse a los expertos en el tema, quienes pueden
tener conocimiento de algunas publicaciones
que no se localizan en esos indices o bases
de datos. Después, los autores pueden optar
por localizar estudios no publicados; para
este propdsito debe contactarse a los autores
de estudios originales para que den la infor-
macion. Esta opcién puede no ser necesaria
porque consume mucho tiempo y no siempre
los autores de los estudios originales propor-
cionan la informacion solicitada. En resumen,
entre mayor sea el nimero de opciones para
localizar los estudios originales (indepen-
dientemente del lugar o pais de realizacién
y del idioma) que se incluirdn en la revisién
sistematica, los resultados seran mas confiables
porque permitiran tener una vision mas amplia
del estado que guarda la investigacién, en un
momento dado, acerca del tema en estudio.

En cuanto a la evaluacién de los estudios prima-
rios que se incluyeron en la revision, se requiere
la participacién de dos o mas investigadores,
mismos que de manera independiente extraeran
los datos contenidos en cada uno de los estudios.
En otras palabras, identificardn, seleccionaran,
transcribiran y elaboraran una base de datos con
la informacién de los estudios. Si no se incluyen
mas de dos investigadores en esta fase puede ha-
ber problemas relacionados con la interpretacién
que un solo investigador le dé a la informacion.
Los datos extraidos por los dos investigadores se
compararan entre si, y entre mas similares sean,
los resultados serdn mas confiables.
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Ventajas

La principal ventaja es que pueden tenerse re-
sultados mas rapidos que cuando se elabora una
investigacion original. No se requiere un equipo
de trabajo compuesto por muchos individuos vy,
por ende, es mas barato.

Desventajas

En muchas ocasiones los estudios originales no
tienen la calidad necesaria para incluirlos en la
revision sistematica o, bien, no hay informacion
suficiente para tener disponibles los resultados
necesarios para la elaboracion de una evaluacion
economica. Por esta razén, sera indispensable
la realizacion de un estudio original. Un punto
a considerar es que la recopilacién de todos
los estudios primarios es la parte del protocolo
que consume mas tiempo, porque depende de
la disponibilidad de los articulos en diversas
bibliotecas; en este mismo sentido, la falta de
un buen ndimero de articulos durante la revision
pone en riesgo la calidad del estudio.
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Sindrome hemofagocitico asociado
con hepatitis

Eunice Sandoval-Ramirez!, Ignacio Camacho-Meza?, Nery Eduardo-Solis?,
Oswaldo Plascencia-Tabares?, Efrain Navarro-Olivos?, Francisco Ignacio
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Resumen

El sindrome hemofagocitico se distingue por la proliferacién y activacion
de células presentadoras de antigeno en la médula ésea y otros 6rga-
nos del sistema reticulo endotelial, asi como de linfocitos T CD8+ que
ponen en peligro la vida de los pacientes. Las manifestaciones clinicas
predominantes, como fiebre, citopenias, hepatitis, coagulopatia, sinto-
mas neuroldgicos e insuficiencia orgdnica miltiple estan relacionadas
con inflamacién sistémica. Comunicamos el caso de un lactante que
inicié su padecimiento con ictericia, dolor abdominal, vémito, ataque al
estado general, hepatomegalia, esplenomegalia y caracteristicas bioqui-
micas sugerentes de inflamacién hepatocelular y colestasis progresiva
con mala evolucién clinica; al cuadro se agregé fiebre persistente, crisis
convulsivas, anemia, trombocitopenia, leucopenia, ferritina y triglicéri-
dos elevados, que integraron sindrome hemofagocitico con desenlace
fatal a pesar de recibir tratamiento inmunosupresor.

PALABRAS CLAVE: sindrome, hemofagocitosis, hepatitis, citocinas,
macréfago.
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Hemophagocytic syndrome associated to
hepatitis.

Eunice Sandoval-Ramirez?, Ignacio Camacho-Meza?, Nery Eduardo-Solis?,
Oswaldo Plascencia-Tabares?, Efrain Navarro-Olivos?, Francisco Ignacio
Ortiz-Aldana®

Abstract

Hemophagocytic syndrome is characterized by increased proliferation
and activation of antigen presenting cells (histiocytes) in bone marrow
and other organs of the reticuloendothelial system as well as CD8+ T
cells that threatens life of patients. The predominant clinical manifes-
tations such as fever, cytopenia, hepatitis, coagulopathy, neurological
symptoms and multiple organ failure are related to systemic inflam-
mation. We report the case of an infant who started with jaundice,
abdominal pain, vomiting and malaise, at admission, hepatomegaly,
splenomegaly and biochemically with features suggestive of hepatocel-
lular inflammation and progressive cholestasis with poor outcome, it was
added persistent fever, seizures, anemia, thrombocytopenia, leukopenia,
elevated ferritin and hypertriglyceridemia integrating hemophagocytic
syndrome with fatal outcome despite immunosuppressive therapy.

KEYWORDS: syndrome; hemophagocytosis; hepatitis; cytokine; mac-
rophage
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ANTECEDENTES

El sindrome hemofagocitico, sea primario o
secundario, se distingue por proliferacién y
activacion de células presentadoras de antigeno
y linfocitos T CD8+ en la médula 6sea y otros
6rganos del sistema reticulo endotelial que
ponen en peligro la vida de los pacientes.” Las
manifestaciones clinicas predominantes, como
fiebre, citopenias, hepatitis, coagulopatia y
sintomas neurolégicos, estan relacionadas con
inflamacion sistémica.?

Entre las causas primarias del sindrome se inclu-
yen la linfohisticitosis hemofagocitica familiar y
el sindrome linfoproliferativo ligado al cromo-
soma X, mientras que las secundarias incluyen
las infecciones, farmacos, procesos malignos
y autoinmunitarios (Cuadro 1).2 El diagnéstico
se relaciona con sospecha de sepsis, lo que
retrasa el tratamiento. En 2004 la Sociedad del

Cuadro 1. Procesos infecciosos asociados con sindrome
hemofagocitico

Virus
Virus de Epstein-Barr
Citomegalovirus
Virus herpes simple
Virus varicela zoster
Adenovirus
Parvovirus B19
Virus de hepatitis A, C
Bacterias
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Brucella abortus
Mycoplasma pneumoniae
Babesia microti
Hongos
Histoplasma capsulatum
Candida albicans
Cryptococcus neoformans
Micobacterias
M. tuberculosos
M. leprae
Rikettsias
Coxiella brunetti
Parasitos
Leishmania donovani
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Histiocito propuso los criterios diagndsticos
que permanecen como el patrén de referencia
para la identificacion del sindrome (Cuadro 2).*
Evaldan la funcién citotéxica de las células NK
y del receptor alfa soluble para interleucina 2
(IL-2);% sin embargo, en etapas tempranas hay
ausencia de hemofagocitos y para el diagndstico
se incluyeron algunos marcadores de activacién
de macréfagos y de células dendriticas como la
ferritina.®

Comunicamos el caso de un lactante con hepa-
titis y sindrome hemofagocitico asociado.

CASO CLiNICO

Paciente masculino de un afio 11 meses de
edad, previamente sano, cuyos familiares ne-
garon antecedentes patologicos. El paciente fue
llevado a nuestro hospital por un padecimiento
de siete dias de evolucion con rinorrea hialina,
congestidn nasal, fiebre no cuantificada, dolor
abdominal, ictericia, vomito, coluria, petequias
y melena. Ingresé somnoliento, ictérico, con
equimosis difusas, hepatomegalia y espleno-
megalia. Leucocitos 900, hemoglobina 8.7 g/
dL, neutrdfilos totales 200, plaquetas 1,000;
alanino aminotransferasa 415 U/L, aspartato

Cuadro 2. Criterios diagnésticos de linfohistiocitosis he-
mofagocitica

1. Enfermedad familiar-defecto genético conocido
2. Criterios clinicos y de laboratorio (cinco de ocho
criterios)
Fiebre
Esplenomegalia
Citopenia en dos o mas lineas celulares
* Hemoglobina <9 mg/dL
¢ Neutrofilos <1,000 células
Hipertrigliceridemia, hipofibrinogenemia o ambas
o Triglicéridos
* Fibrinégeno
Ferritina > 500 mcg/L
CD 25 soluble > 2,400 U/mL
Actividad disminuida o ausente de células NK
Hemofagocitos en médula ésea, frotis de sangre periférica
o linfonodos
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aminotransferasa 2,481 U/L, gammaglutamil-
transpeptidasa 463 U/L, deshidrogenasa lactica
19,428 U/L, fosfatasa alcalina 512 U/L, bili-
rrubina total 8.2 mg/dL, bilirrubina directa 7.0
mg/dL, tiempo de protrombina 14.6 segundos,
tiempo parcial de tromboplastina 40.5 segun-
dos; anticuerpos IgM-HAV neg; AgHBs IgM neg;
hepatitis C neg; toxoplasmosis IgM (-) 3 mg/
dL, 1gG (+) 14.5 Ul/mL; CMV IgM (-) 8 mg/dL,
I1gG (+) 81.2 Ul/mL rubéola IgM (-) 10 mg/dL,
IgG (-); VEB VCA IgM (-), VCA 1gG (+) 77.4 Ul/
mL, EBNA-T IgG (+) 501 Ul/mL, VEB AgC IgM
(-), EAg IgG (-); los hemocultivos no mostraron
desarrollo a los cinco dias. Ante la sospecha
de origen autoinmunitario de la enfermedad se
aplicaron tres bolos de metilprednisolona; el
paciente continué con melena, fiebre y datos
de respuesta inflamatoria sistémica. Ingresé a la
unidad de terapia intensiva con diagnéstico de
choque séptico de foco pulmonar. Tuvo crisis
convulsiva ténico-clénico generalizada con
tomografia de crdneo normal. Se administré
dosis tnica de gammaglobulina intravenosa 2 g/
kg, el lactante persistio febril con pancitopenia.
Los marcadores para sindrome hemofagocitico
reportaron ferritina de 18,902.70 ng/mL, trigli-
céridos de 380 mg/dL y el aspirado de médula
6sea no confirmé células hemofagociticas. Se
inici6 tratamiento con dexametasona a 10 mg/
m? de superficie corporal/dia y ciclosporina 3
mg/kg/dia. Persistio febril con datos de dificultad
respiratoria, requirié soporte ventilatorio mecani-
co, tuvo deterioro hemodindmico, coagulacién
intravascular diseminada, insuficiencia organica
multiple y paro cardiorrespiratorio sin respuesta
a maniobras avanzadas de reanimacion.

DISCUSION

Se comunica el caso de un lactante con ic-
tericia, dolor abdominal, vémito y ataque al
estado general, cuadro sugerente de un proceso
infamatorio hepatico, bioquimicamente con ca-
racteristicas de afectacion hepatocelular intensa
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con elevacion de deshidrogenasa lactica que
sugeria un caracter inflamatorio parenquimatoso,
la elevacion de la gammaglutamil transpeptidasa
y fosfatasa alcalina reflejaban discreta afectacion
canalicular; el paciente tuvo incremento en la
bilirrubina directa que introducia un patrén
colestdsico; con estas caracteristicas clinicas
y bioquimicas se consider6 que cumplia con
criterios diagnésticos de hepatitis de origen a
determinar con patrén colestdsico, se inicié
el abordaje y se descartaron las causas mas
frecuentes en nuestro pafs, como la hepatitis A;
se solicitaron perfiles infecciosos de acuerdo
con la edad del paciente; sin embargo, por la
evolucion térpida y la trombocitopenia asociada
que condicionaba sangrado a distintos niveles,
al descartar el origen infeccioso se consider6
el origen inmunolégico de la enfermedad y se
decidi6 tratar como hepatitis autoinmunitaria;
debido a la mala evolucién consideramos el
diagnéstico de sindrome hemofagocitico e ini-
ciamos tratamiento inmunosupresor.

El diagnéstico de sindrome hemofagocitico
requiere la existencia de citopenias y hemofa-
gocitosis en la médula ésea, pero su ausencia
no descarta el diagnéstico.” La trombocitopenia
seguida de leucopenia es el hallazgo inicial mas
frecuente de sindrome hemofagocitico asociado
con hepatitis;® algunas explicaciones propuestas
son la existencia de inmunocomplejos circu-
lantes y la elevacion persistente de citocinas
proinflamatorias durante la enfermedad, como
IL-1b, factor de necrosis tumoral alfa, IL-6, IL-8,
receptor de IL-2, que promueven la activacion
de macrofagos.’

Los pacientes con sindrome hemofagocitico
cursan con esplenomegalia, incluso ésta se
considera un criterio diagnéstico; en el curso
de la enfermedad hay alteraciones en las prue-
bas de funcion hepatica debido al dano celular
secundario a la activacién de macréfagos y he-
mofagocitosis por el sistema reticulo-endotelial.
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En el caso comunicado, el paciente manifest6
inicialmente su padecimiento con hepatitis
aislada, referida como inflamacién hepatica,
traducida como elevacion de las enzimas hepa-
ticas, esta inflamacién es comdn en la aparicién
inicial; sin embargo, la manifestacion Ginicamen-
te hepdtica es poco frecuente.'®

En 2004, la Sociedad del Histiocito modificé el
tratamiento al incluir la administracion de ciclos-
porina desde el inicio, incluso si las infecciones
o citopenias no se han curado."

El sindrome hemofagocitico debe sospecharse en
pacientes que cursan con antecedente familiar
o infecciones de cualquier causa que muestren
mala evolucién, con persistencia de fiebre,
citopenias, datos de respuesta inflamatoria sis-
témica, insuficiencia orgdnica multiple sin un
foco infeccioso evidente, porque el diagndstico
oportuno contribuye al tratamiento adecuado y
mejor prondstico.
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Trasplante de progenitores
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Resumen

La incidencia de la enfermedad granulomatosa crénica en reportes in-
ternacionales es de 1:250,000; sin embargo, en México se desconoce.
En el Instituto Nacional de Pediatria, a partir de 2009 se implementé
un proyecto para facilitar el diagnéstico de esa enfermedad. De esa
fecha al dia de hoy se han estudiado 68 casos, de los que 80% son
formas ligadas al cromosoma X, ademds de que cada vez los casos se
han diagnosticado a una edad mas temprana. En la actualidad nos en-
contramos con un nuevo reto: el tratamiento curativo de los pacientes
con enfermedad granulomatosa crénica. Comunicamos el caso de un
paciente con enfermedad granulomatosa crénica ligada al cromosoma
X, trasplantado exitosamente al mes de vida en México.

PALABRAS CLAVE: trasplante, progenitores hematopoyéticos, enfer-
medad granulomatosa crénica.

Rev Alerg Méx 2016 Jan-March;63(1):95-103.

Hematopoietic progenitors
transplantation in a patient with chronic
granulomatous disease in Mexico.
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Abstract

The incidence of chronic granulomatous disease in international reports
is 1:250,000; however, in Mexico it is unknown. At the National Institute
of Pediatrics of Mexico a project for facilitating the diagnosis of the
disease was implemented by us in 2009. From the start of such project
up to date 68 cases have been studied; 80% of those are X-linked forms
(LX) and moreover, it has become noticeable the diagnosis at a younger
age. The new challenge we are facing its to provide a successful treat-
ment to those patients diagnosed with chronic granulomatous disease
(CGD). We are reporting the case of a one-month old newborn patient
diagnosed with CGD-LX that was successfully transplanted in Mexico.

KEYWORDS: transplant; hematopoietic progenitors; chronic granulo-
matous disease
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ANTECEDENTES

La enfermedad granulomatosa crénica es una
inmunodeficiencia primaria causada por un
defecto en el estallido respiratorio de los fa-
gocitos (neutrofilos, eosindfilos, monocitos y
macro6fagos), que juega un papel critico en la
muerte de bacterias y hongos. La enzima que
cataliza el estallido respiratorio es la NADPH
oxidasa, que consiste en un complejo enzima-
tico formado por seis subunidades (gp91phox,
p22phox, p47phox, p67phox, p40phox, Rac2).
El gen que codifica para la subunidad gp91phox
es CYBB, se encuentra en el cromosoma X y el
resto de los genes CYBA, NCF1, NCF2, NCF4 'y
RAC2 estan en los autosomas.'

Como resultado del defecto de la NAPDP-oxida-
sa la mayoria de los pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica sufren infecciones graves
y recurrentes, ademds, carecen de regulacion
en el proceso inflamatorio; secundariamente
padecen granulomas difusos que pueden llegar a
causar sintomas como obstruccién en el eséfago,
el estdbmago, los uréteres, la vejiga urinaria o
trastornos disfuncionales secundarios a fibrosis
extensa de los diferentes sistemas. Uno de los
primeros signos de la enfermedad en los que
reciben la vacuna de BCG es BCGitis.

El diagnoéstico de la enfermedad granulomatosa
cronica se hace al demostrar ausencia de la
produccion de radicales libres en los neutréfilos
activados, mediante diferentes pruebas, como
reduccién de nitroazul de tetrazolio, reduccion
de ferrocitocromo o 1,2,3 dihidrorodamina. El
estado de portador en la forma recesiva ligada al
cromosoma X puede detectarse a través de 1,2,3
dihidrorodamina.>#

La mayoria de los pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica son tratados a largo
plazo con profilaxis antimicrobiana y antifingi-
ca, con lo que disminuye el riesgo de padecer

2016 enero-marzo;63(1)

infecciones fatales, mas no desaparece. La admi-
nistracion de interferén-gamma recombinante es
motivo de controversia. Por tanto, el trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas es el
dnico tratamiento potencialemente curativo en
la actualidad.®

Entre los dos patrones de trasmision hereditaria
la forma recesiva ligada al cromosoma X es la
mas frecuente (60-80%) en comparacién con la
forma autosémica recesiva.>*>

La incidencia de la enfermedad granulomato-
sa crénica en reportes internacionales es de
1:250,000; sin embargo, en México se desco-
noce. En el Instituto Nacional de Pediatria a
partir de 2009 se implementé un proyecto para
facilitar el diagnéstico de enfermedad granulo-
matosa crénica y el tipo de herencia, a través de
la prueba de 1,2,3 dihidrorodamina.®

Debido a que la enfermedad granulomatosa
crénica recesiva ligada al cromosoma X es fatal
y el Ginico tratamiento potencialmente curativo es
el trasplante de células progenitoras hematopo-
yéticas, el Instituto Nacional de Pediatria (centro
nacional de referencia de inmunodeficiencias
primarias), ya lo realiza en pacientes con esta
enfermedad. Comunicamos el caso de un pa-
ciente con diagndstico temprano de enfermedad
granulomatosa crénica recesiva ligada al cromo-
soma X en el primer mes de vida y trasplantado
exitosamente antes del afio de edad.

CASO CLiNICO

Paciente masculino de un afo tres meses de edad
al momento del reporte, originario de Oaxaca,
México, con antecedente familiar de padres no
consanguineos, producto del quinto embarazo,
tres hermanos varones con antecedente de
fiebre, candidiasis oral de repeticién, BCGitis,
otitis, hiporexia y pérdida de peso, todos finados
antes de los dos anos de edad. El cuarto herma-
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no tenia antecedente de BCGosis, neumonia y
candidiasis oral (Figura 1).

En el caso que comunicamos hubo varios datos
que orientaron el diagnéstico de una inmu-
nodeficiencia primaria, especificamente de
enfermedad granulomatosa crénica, como el
antecedente de varios varones afectados en la
familia, finados por infecciones recurrentes y
severas. Realizamos como prueba de tamizaje
1,2,3 dihidrorodamina en el cuarto hermano
sintoméatico y en el entonces recién nacido
asintomatico.

Los resultados mostraron falta de produccion
de radicales libres en los dos varones. Por tan-
to, realizamos la misma prueba en la madre y
la hija con el fin de detectar si eran portadoras
de enfermedad granulomatosa crénica recesiva
ligada al cromosoma X; s6lo la madre mostré
un patrén bimodal compatible con el estado de
portador (Figura 2). La hermana mostré un patrén
normal similar al control.

O 4O
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o Finado a los 18 meses por
@ Finado 12 meses* miltiples cuadros de neumonta,
@ Finado 6 meses* candidiasis oral, BCGitis, abscesos,

O Aborto a los 7 meses  hepatoesplenomegalia

® Finado 2 afios*

* Padecieron complicaciones infecciosas que en ocasiones
ameritaron hospitalizaciones, como cuadros febriles,
candidiasis oral, BCGitisy otitis.

Figura 1. Arbol genealégico que muestra los an-
tecedentes de hermanos varones finados a edades
tempranas; todos padecieron infecciones recurrentes.
La madre es portadora.
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A los nuevos casos con enfermedad granulo-
matosa crénica se les cuantificé la expresion
de gp91phox por citometria de flujo; ambos
mostraron nula expresion, lo que se asocia con
mal pronéstico.

Un mes después del diagnéstico el cuarto her-
mano sintomdtico fallecié debido a sepsis con
foco pulmonar. En el otro caso se inicié inmedia-
tamente profilaxis antimicrobiana, tratamiento
con interferén-gamma, no se vacuné con BCG
y fue referido al tercer nivel de atencion médica.

Posterior a la evaluacion médica se decidié
realizar trasplante de células progenitoras hema-
topoyéticas, tomando en cuenta que se trataba de
un caso con un fenotipo severo, de acuerdo con:

1. Patrén de herencia de enfermedad granulo-
matosa cronica recesiva ligada al cromosoma
X.

2. Nula expresion de gp91phox por citometria
de flujo.

3. Un hermano finado por enfermedad granu-
lomatosa crénica y tres hermanos finados
con el mismo cuadro clinico, pero sin
diagndstico.

Se seleccioné a la hermana sana de cinco afios
de edad como donadora por ser emparenta-
da con HLA 10/10 (HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DRB1, HLA-DQAT1, HLA-DQBT1). Como
parte del protocolo se valoraron los diferentes
sistemas; en evacuaciones se aislé Clostridium
difficile, que remitié con metronidazol. A los 10
meses de edad del paciente se realiz6 el tras-
plante de células progenitoras hematopoyéticas,
que se obtuvieron de médula 6sea, se usé un
régimen de acondicionamiento mieloablativo
con busulfan 16 mg/kg/dia, ciclofosfamida 120
mg/kg/dia y gammaglobulina antitimocito 4.5
mg/kg/dia (dia -11). La dosis infundida de células
progenitoras hematopoyéticas fue de CD34+
5.22x10° y mononucleares 8.5x107 (dfa 0).
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Figura 2. Ensayo de 1,2,3 dihidrorodamina. A. Produccién normal de radicales libres en neutréfilos representada
por el histograma punteado dezplazado a la derecha sobre el eje de las X. By C. Falta de produccién de radicales
libres en los dos hermanos con enfermedad granulomatosa crénica; el histograma punteado no tiene un despla-
zamiento hacia la derecha. D. Estado de portadora de la madre; el histograma punteado tiene un patrén bimodal
que representa las dos poblaciones de neutréfilos en la madre del paciente, la de la izquierda con producion
anormal (indice de oxidacién de 1.4) y la de la derecha con produccién normal (indice de oxidacién de 35).
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Al dia +13 hubo evidencia de recuperacién en la
cuenta absoluta de neutréfilos (mds de 500 cel/
mm? durante tres dias sostenidos) y quimerismo
del 100%. Al dia +14 del trasplante se aislé
adenovirus en evacuaciones; sin embargo, el
paciente se mantuvo asintomatico. Al dia +33
tuvo enfermedad de injerto contra huésped en
piel grado I, que se traté exitosamente con ta-
crolimus tépico y metilprednisolona a 1 mg/kg/
dia. En el dia +50 postrasplante se documento
infeccién por citomegalovirus, que se negativi-
z6 al dia +58; en el dia +106 se documentaron
adenopatias cervicales derechas, la biopsia por
escision no mostré anormalidades y las cargas
virales en ese momento para citomegalovirus,
virus de Epstein-Barr y adenovirus tuvieron re-
portes negativos. El Gltimo quimerismo del dia
+92 fue del 100%. Al dia +118 en muestra de
sangre periférica se evalué el estallido respira-
torio por ensayo de 1,2,3 dihidrorodamina y la
expresion de la proteina gp91phox en neutré-
filos (citometria de flujo, en comparacién con
un sujeto sano); observamos que en relacién
con los estudios previos al trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas hubo mejoria en
ambos resultados (Figura 3). En la actualidad, el
paciente tiene seguimiento en la consulta externa
y se ha mantenido en buenas condiciones, sin
eventos infecciosos o inflamatorios, continlda
con tratamiento antimicrobiano profilactico, este
Gltimo se indicé por los efectos de mieloablacién
del acondicionamiento (Figura 4).

DISCUSION

No existen reportes epidemiolégicos de la en-
fermedad granulomatosa crénica en México;
en 2002 se publicé un registro de las inmuno-
deficiencias primarias de 30 afios del Instituto
Nacional de Pediatria, se recabaron 171 casos
y de ellos s6lo 12 correspondieron a enferme-
dad granulomatosa crénica. En la Unidad de
Investigacion en Inmunodeficiencias, de 2009
a 2015 estudiamos 68 casos, documentamos
que el primer sintoma de la enfermedad en
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Figura 3. Ensayo de 1,2,3 dihidrorodamina. Se obser-
va la produccion de radicales libres en neutrdfilos,
representada por el histograma punteado desplazado
a la derecha sobre el eje de las X. Observamos que
hay un patrén bimodal en el paciente, lo que refleja
que tiene dos poblaciones con diferentes indices de
oxidacion, que corresponden a las células del receptor
(izquierda) y a las del donador (derecha).

México puede ser una reaccion adversa local a
la vacuna de BCG, al igual que en otros paises
de Latinoamérica.” En paises en los que no se
aplica la vacuna de BCG, en general de primer
mundo, no se observan los efectos adversos de
la vacuna de BCG como parte de la enfermedad
granulomatosa crénica. Ante un evento de BC-
Gitis, BCGosis, otro foco infeccioso o los tres,
debe incluirse a la enfermedad granulomatosa
crénica como parte del diagnéstico diferencial.
En los 68 casos otras manifestaciones frecuentes
fueron neumonias, adenitis, sepsis o fiebre sin
foco infeccioso aparente.®
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Figura 4. Diferentes eventos alrededor del trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH).
Bu: busulfan; CMF: ciclofosfamida; GAT: gammaglo-
bulina antitimocito; 1,2,3 DHR: ensayo de dihidroro-
damina; gp91phox: cuantificacién de la expresion de
la proteina posterior al trasplante; CMV: citomegalo-
virus; VEB: virus de Epstein-Barr.

Los pacientes con enfermedad granulomatosa cré-
nica con herencia recesiva ligada al cromosoma X
tienen menor supervivencia y mayor mortalidad.
En un estudio europeo de 429 pacientes con
enfermedad granulomatosa crénica se describid,
al momento del estudio, un promedio de vida de
49.6 afios para pacientes con enfermedad granu-
lomatosa crénica autosémica y de 37.8 afios para
pacientes con enfermedad granulomatosa crénica
recesiva ligada al cromosoma X; la supervivencia a
10 afios en el primer grupo fue de 94% y de 86%
para el segundo. Se ha reportado que tan s6lo 50%
de los pacientes alcanzan los 30 afos, a pesar de
llevar apego estricto al tratamiento profilactico;
30% de los pacientes muere por aspergilosis. El
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
es una alternativa terapéutica con potencial de
curar la enfermedad granulomatosa crénica y de
revertir el dano a érganos blanco.>#'°

Existe controversia de cuando es el momento
ideal para realizar el trasplante de células

2016 enero-marzo;63(1)

progenitoras hematopoyéticas en la enferme-
dad granulomatosa crénica. Los pacientes
con ausencia de la actividad de la NADPH-
oxidasa tienen mal pronéstico, por lo que se
recomienda que en ellos el trasplante se realice
en edades tempranas. Los pacientes con enfer-
medad granulomatosa crénica recesiva ligada
al cromosoma X, en general, tienen actividad
nula de la NADPH-oxidasa. Segin Gungory su
grupo, las indicaciones generales para realizar
el trasplante de células progenitoras hemato-
poyéticas son:

1. Una o mas infecciones que pongan en riesgo
la vida del paciente.

2. Falta de apego al tratamiento profilactico
antimicrobiano.

3. Dependencia de esteroides por enfermedad
autoinflamatoria.

El inciso 1 incluye a los pacientes con infeccio-
nes activas, como aspergilosis, que no responden
al tratamiento y en los que el trasplante de cé-
lulas progenitoras hematopoyéticas es la tnica
alternativa de curacion. Asimismo, en pacientes
adolescentes y en adultos jévenes, estos criterios
son mas dificiles de aplicar debido a que en ellos
ya existe dafio a diferentes érganos y la mortali-
dad después del trasplante es alta.®'

Diversos autores demostraron disminucion de
la morbilidad y mortalidad en pacientes con
enfermedad granulomatosa crénica. Cole y
colaboradores compararon un grupo de 32
pacientes con enfermedad granulomatosa cré-
nica: casos antes de ser trasplantados y casos
no trasplantados contra casos trasplantados; el
dltimo grupo tuvo, por mucho, menor ndmero de
admisiones hospitalarias por infecciones, colitis,
colonoscopia y cirugias, y mejoria en la curva de
crecimiento. Cole y su grupo, ademas, conside-
ran que el éxito del trasplante de manera global
se asocia con la éptima seleccion de un dona-
dor relacionado, la administracion de farmacos
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menos toxicos durante el acondicionamiento y
de antivirales cada vez mejores.

El proceso de trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas en si mismo tiene limitaciones,
como disponibilidad de donantes, riesgos aso-
ciados con el esquema de acondicionamiento y
las complicaciones que surjan de la interaccion
inmunitaria entre el huésped y el donante.”

Diversos centros hospitalarios reportaron su ex-
periencia en el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas. En estos estudios se describen
los diversos regimenes usados, inicialmente
con un acondicionamiento mieloablativo y en
un estudio reciente con esquema de acondi-
cionamiento de intensidad reducida. La dosis
de mieloablacién éptima para generar espacio
en los nichos receptores e inmunosuprimir al
huésped, sin tener sus efectos adversos como
enfermedad de injerto contra huésped e infec-
ciones fatales, es todo un reto.

Soncini y su grupo describieron los resultados
de 20 pacientes trasplantados en el periodo de
1998 a 2007, los pacientes tenian entre 15 meses
y 21 afios de edad; el trasplante en 10 de ellos
fue con donantes compatibles de hermanos,
nueve con médula ésea y uno con sangre del
cordén umbilical. El resto recibid trasplantes de
donador no relacionado con HLA compatible.
El seguimiento varié de 4 a 117 meses, 18 pa-
cientes sobrevivieron con una funcién normal
de neutrdfilos (90%) y dos murieron a causa de
infecciones por hongos.™

En Reino Unido e Irlanda se evaluaron 94 pa-
cientes con enfermedad granulomatosa crénica
en el afo 2000. Los resultados mostraron una
funcién casi normal de los neutréfilos (90%)
después del trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas. Ademas, este estudio fue el
primero que demostré que la calidad de vida
es adecuada después del trasplante de células
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progenitoras hematopoyéticas; todos los casos
tuvieron un efecto positivo en el desarrollo de
su capacidad emocional, social y escolar en la
vida cotidiana a largo plazo.'"

En la enfermedad granulomatosa crénica se han
descrito regimenes de acondicionamiento redu-
cido en pacientes con mayor riesgo, como son
pacientes adolescentes o adultos que no pueden
tolerar regimenes mieloablativos por infeccio-
nes activas (demostradas por microbiologia o
radiologia) o autoinflamacién, que no remite
al tratamiento, con fiebre de 38°C o proteina
C reactiva elevada (o ambas). Este grupo etario
tiene mortalidad asociada con el trasplante de 28
a 50%. Estos regimenes de acondicionamiento
reducido tienen como objetivo incrementar el
injerto mieloide y reducir la toxicidad a 6rganos.®
Gungor y su grupo incluyeron a 56 pacientes
con los criterios enumerados previamente de
16 centros hospitalarios de 10 paises, durante el
periodo de 2003 a 2012, la edad promedio de los
pacientes fue de 12.7 afos; 21 tenian donador
relacionado con HLA compatible y 35 donador
no relacionado con HLA 9/10 o 10/10; la fuente
de las células progenitoras hematopoyéticas fue
la médula ésea en 45 pacientes y sangre peri-
férica en 11. El régimen de acondicionamiento
incluyé fludarabina y busulfan, en algunos casos
se adicionaron dosis bajas de globulina antiti-
mocito. El injerto ocurrié, en promedio, a los
19 dias. En una mediana de seguimiento de 21
meses, la supervivencia global fue de 93% (52
de 56), la probabilidad de supervivencia global a
dos afios fue de 96% y de supervivencia libre de
eventos fue de 91%. La incidencia acumulada de
enfermedad injerto contra huésped grave (grado
[11-1V) fue sélo de 4% vy la forma crénica repre-
sentd 7%. El 93% de los pacientes sobrevivié.?

No debemos pasar por alto las complicaciones
propias de la enfermedad granulomatosa crénica
posterior a trasplante, como la colitis inflama-
toria y la enfermedad inflamatoria progresiva
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del pulmén, ambas como parte de una enzima
NADP-oxidasa alterada en la enfermedad granu-
lomatosa crénica y que regula anormalmente el
proceso de inflamacién.®

El estado del injerto en enfermedad granuloma-
tosa cronica puede evaluarse con herramientas
como la determinacién de quimerismo; sin
embargo, otras técnicas Utiles son la compa-
racion de la 1,2,3 dihidrorodamina (evalda el
estallido respiratorio) y la expresién positiva de
la proteina gp91phox en neutréfilos, monocitos
o ambos, antes y después del trasplante. Am-
bas muestran la existencia de una poblacién
celular (receptor 100% o donador 100%) o
dos poblaciones celulares (cierto porcentaje
del paciente y cierto porcentaje del donador).
En la enfermedad granulomatosa crénica se
requiere un minimo de 10% de las células
del donador para que el paciente esté libre
de manifestaciones clinicas. Otras ventajas de
estas herramientas son su simplicidad, rapidez
y costo-efectividad.'®"

Por dltimo, la terapia génica tendria varias
ventajas tedricas sobre el trasplante de célu-
las progenitoras hematopoyéticas, incluida la
pronta disponibilidad de células madre he-
matopoyéticas propias del paciente, sin riesgo
de enfermedad injerto contra huésped. Sin
embargo, la falta sostenida del gen marcado
en el compartimiento mieloide en los primeros
ensayos resulta en una correccion funcional
insignificante de la enfermedad y graves eventos
negativos (mielodisplasia y leucemia mieloide
aguda) causados por mutagénesis de insercion.
En México aln no se cuenta con terapia géni-
ca; sin embargo, parece ofrecer una alternativa
prometedora en el futuro que incluso podria
sustituir al trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.'

La difusion de las inmunodeficiencias primarias
en México ha llevado a su mayor diagnéstico,

2016 enero-marzo;63(1)

incluida la enfermedad granulomatosa crénica
(fumeni.org.mx). El reto al que nos enfrentamos
ahora es ofrecer un tratamiento curativo a los
nuevos casos. Una de las limitantes en México
es la falta de suficientes donadores de células
progenitoras hematopoyéticas. En nuestro pais
la Fundacién Comparte Vida A.C. tiene entre
sus objetivos fomentar la cultura de la donacién
mediante la realizacion de campanas diversas
de difusién y educacién continua para trasmitir
a la poblacién la importancia de convertirse en
un donador potencial altruista al apoyar a los
miles de pacientes que requieren un trasplante
de médula ésea.

En el caso que comunicamos, la edad temprana
al momento del diagnéstico y el tratamiento
curativo son factores que reflejan el esfuerzo
de un equipo multidisciplinario que ha traba-
jado en la difusion de las inmunodeficiencias
primarias en los médicos de primer contacto.
En la actualidad, la Unidad de Investigacién en
Inmunodeficiencias (UIID) forma parte de una
red de diagndstico a nivel nacional, integrada
por diferentes inmunélogos (http://fumeni.org.
mx/encuentra-un-inmunologo/), que después
de una valoracion clinica del paciente con
infecciones severas y recurrentes, compatibles
con enfermedad granulomatosa crénica, nos
envian las muestras para realizar pruebas de
tamizaje. Los casos diagnosticados se refieren
inmediatamente a un grupo de médicos, entre
ellos, médicos especialistas en la realizacién
de trasplante de células progenitoras hemato-
poyéticas.
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Anafilaxia dependiente de cereales
inducida por ejercicio

Marta Seoane-Rodriguez, Maria Elisa Caralli, Cristina Morales-Cabeza, Sarah
Micozzi, Manue De Barrio-Fernandez, Patricia Rojas Pérez-Ezquerra

Resumen

La anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de trigo (WDEIA por
sus siglas en inglés de wheat-dependent-exercise-induced-anaphylaxis)
es una entidad cada vez mds frecuente. La deteccion de IgE frente a
w-5-gliadina in vitro se usa como método diagndstico, pero la provo-
cacién oral controlada simple ciego (POC) con el alimento, junto con
la realizacion de ejercicio fisico, es el método diagnéstico patron de
referencia. Se comunica el caso de una paciente de 38 afios de edad,
con antecedente de episodios de anafilaxia relacionados con la ingestion
de alimentos y la realizacion de actividad fisica. Se realiz6 un estudio
alergolégico. Las pruebas cutaneas fueron positivas a harina de trigo,
cebada y centeno. IgE total: 238.0 kU/L, IgE especifica positiva (mayor
de 100 kU/L) a trigo, cebada, centeno y negativa a rTri-a-19w-5 gliadina.
La provocacién oral controlada con pan de trigo y ejercicio fisico fue
positiva. En este caso con anafilaxia inducida por ejercicio dependiente
de trigo sin sensibilizacién a w-5 gliadina la ausencia de IgE frente a
Y, a, B y w-gliadina no excluiria el diagndstico de esta enfermedad.

PALABRAS CLAVE: anafilaxia, cereal, ejercicio.
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Cereal-dependent exercise-induced
anaphylaxis.

Marta Seoane-Rodriguez, Maria Elisa Caralli, Cristina Morales-Cabeza, Sarah
Micozzi, Manue De Barrio-Fernandez, Patricia Rojas Pérez-Ezquerra

Abstract

Wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis (WDEIA) is increasing.
In vitro test such as w-5-gliadin levels are useful in the diagnosis, while
oral single blind challenge tests (OCT) with wheat plus exercise con-
tinuous being the gold standard diagnostic method. This paper reports
the case of a 38-year-old woman, with several episodes of anaphylaxis
after eating different foods and doing exercise after ingestion. An allergy
study was performed with positive skin prick tests for wheat, barley and
rye. Total IgE 238.0KU/L, positive specific IgE (>T00KU/L) to wheat,
barley and rye, and negative to rTri-a-19 w-5 gliadin. OCT with bread
and exercise was positive. In this case of wheat-dependent exercise-
induced anaphylaxis (WDEIA) with negative serum specific IgE to -5
gliadin, negative results with y, a, B y w-gliadin doesn’t exclude the
diagnosis of WDEIA.

KEYWORDS: anaphylaxis; cereal; exercise
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ANTECEDENTES

La anafilaxia inducida por ejercicio depen-
diente de alimentos es un sindrome en el que
es necesaria la sensibilizacién a un alimento
y la realizacion de ejercicio fisico en las si-
guientes horas a su consumo para la aparicién
de la reaccién alérgica. La anafilaxia inducida
por ejercicio dependiente de alimentos, y
mdas concretamente la anafilaxia inducida por
ejercicio dependiente de trigo (WDEIA por sus
siglas en inglés de wheat-dependent exercise-
induced anaphylaxis), son entidades clinicas
cada vez mas frecuentes que conviene tener
en cuenta por parte de los médicos que estan
en los servicios de urgencias, de manera que
puedan ser diagnosticados y tratados correcta
y eficazmente.

La w-5-gliadina es un alergeno mayoritario del
trigo responsable de practicamente la totalidad
de los casos de anafilaxia inducida por ejercicio
dependiente de trigo. La deteccién de IgE especi-
fica en el suero del paciente se usa como método
diagnéstico.”? Sin embargo, la provocacién
oral controlada simple ciego con el alimento
asociado con ejercicio fisico es el patrén de refe-
rencia para el diagnéstico de este padecimiento.
Reconocer el alimento responsable no implica
prohibirlo, pero si evitar el ejercicio fisico en las
siguientes horas a su ingestion.® Se han descrito
otros cofactores, como la toma de farmacos,* que
pueden ser importantes en el desencadenamien-
to del cuadro clinico.

CASO CLiNICO

Paciente femenina de 38 afios de edad, originaria
de Marruecos, sin antecedentes personales ni
familiares de atopia, que consulté por padecer
en los cinco anos previos ocho episodios de
eritema y habones pruriginosos generalizados.
Los datos clinicos comenzaron al poco tiempo
de cambiar su residencia a Espana.

“Rlergia

México

SLaai :

El primer cuadro clinico consistié en la apari-
cién de eritema y habones generalizados, leve
prurito cutaneo, sin angioedema labial, palpe-
bral ni en otra localizacién, obstruccién nasal,
prurito 6culo-nasal e hiperemia conjuntival. En
la segunda ocasion se intensificd la obstruccion
nasal y se asocid prurito intenso en las palmas
y tos, sin sibilancias ni disnea. Durante el tercer
episodio a los datos clinicos cutaneos (urticaria
generalizada) y de rinoconjuntivitis se afiadié
leve disnea alta, sin disfagia ni disfonia. El si-
guiente cuadro consistié en lesiones habonosas
generalizadas, eritema en el tronco y los miem-
bros superiores, sin afectacién facial, prurito
palmoplantar, parestesias en las manos, tos sin
sibilancias y dolor epigastrico. En las primeras
cuatro ocasiones se trat6 en diferentes servicios
de urgencias extrahospitalarias con antihistami-
nicos y corticoesteroides, con alivio en una hora.

De manera progresiva las reacciones se hicieron
mas severas, con parestesias y edema labial, sen-
sacion de cuerpo extrano faringeo, disnea severa,
tos y sibilancias bilaterales, disfagia, nduseas,
vomitos, dolor abdominal y mareo. En el dltimo
episodio a todo lo anterior se afiadi6 pérdida de
la conciencia de segundos de duracion.

Pese a la mayor severidad los tltimos cuadros
cedieron en una hora tras recibir tratamiento con
antihistaminicos y corticoesteroides sistémicos
a dosis altas sin llegar a necesitar adrenalina en
ninguno de ellos.

Debido al empeoramiento la paciente se envi6
al servicio de Alergologia, en donde se inicio
estudio y la capacitaron para la administracién
de adrenalina autoinyectable como tratamiento
de anafilaxia.

Los episodios se relacionaron con la ingestion
de diversos alimentos (pan, pizza, pasta, fru-
tos secos, mostaza, legumbres, pescado y
camarones, frutas, verduras, leche y huevo) y
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la realizacion de actividad fisica posterior, ya
fuera caminar rapido, correr, subir escaleras,
incluida la actividad fisica desarrollada durante
la actividad laboral. Casi todos se produjeron
en los 45 minutos posteriores a la ingestion. En
una ocasién ocurrié inmediatamente después
del contacto con la masa de una pizzay en tres
ocasiones habia tomado acido-acetilsalicilico
e ibuprofeno una hora antes de los cuadros. En
todos los casos habia comido harinas, leche y
huevo previamente al ejercicio fisico.

Todos los alimentos implicados los toleré con
posterioridad en reposo.

Se realizé un estudio alergolégico consistente
en pruebas cutaneas y determinacién de IgE
especifica frente a alimentos y provocacién
oral controlada con los farmacos y alimentos
implicados.

Las pruebas cutaneas se realizaron con extractos
comerciales (Alk-Abell6®, Madrid, Espaia) de ha-
rina de trigo, cebada, centeno, a-lactoalbimina,
B-lactoglobulina, caseina, huevo, clara, yema,
ovoalbimina, ovomucoide, cacahuate, almen-
dra, soja, avellana, mostaza, nuez, semillas de
girasol, tomate, camarén, Anisakis simplex, pro-
tefnas transportadoras de lipidos (LTP), profilinay
latex. Como control positivo se usé histamina y
como control negativo, suero salino. Las pruebas
cutdneas resultaron positivas a harina de trigo,
cebada, centeno y negativas para el resto de
alimentos implicados, LTP y profilina (Cuadro 1).

El hemograma y la bioquimica fueron normales.
La IgE total fue de 238.0 kU/L. La IgE especifica
fue positiva (mas de 100 kU/L) para trigo, cebada
y centeno, y negativa para LTP, profilina, rTri-a-19
o-5 gliadina. La triptasa basal fue de 5.01y 3.67
pg/L en dos ocasiones diferentes (Cuadro 1).

Tras la firma del consentimiento informado se
realizd provocacion oral controlada con ibupro-

2016 enero-marzo;63(1)

Cuadro 1. Pruebas cutidneas

Alergeno probado Prueba por puncién IgE especifica

comercial

Trigo + >100
Cebada + >100
Centeno + >100
a-lactoalbdmina - 0.01

B-lactoglobulina - 0.00
Caseina - 0.02
Huevo - 0.04
Clara - 0.02
Yema - 0.02
Ovoalbimina = 0.00
Ovomucoide - 0.00
Cacahuate - 0.01

Almendra - 0.01

Soja - 0.00
Avellana - 0.02
Mostaza - 0.00
Nuez - 0.06
Semillas de girasol - 0.00
Tomate - 0.04
Camarén - 0.00
Anisakis simplex - 0.02
Latex - 0.03
LTP - 0.01

Profilina - 0.00

feno y acido acetilsalicilico hasta alcanzar dosis
terapéuticas, que fueron negativas en reposo
y tras ejercicio fisico, de manera inmediata y
tardia. De este modo, la posibilidad de que se
tratara de una reaccién de hipersensibilidad
tardia al farmaco quedé descartada.

Durante la provocacion oral controlada con
pan y actividad fisica la paciente padecio eri-
tema y prurito palmar con lesiones habonosas
pruriginosas en los brazos, que cedieron por
completo a los 30 minutos de la administracién
de dexclorfeniramina subcutanea, sin precisar
mas tratamiento.

Las pruebas realizadas con el resto de alimentos
y actividad fisica fueron negativas. Todas las
pruebas de exposicion controlada se realizaron
con mas de 48 horas entre ellas.



Seoane-Rodriguez M y col. Anafilaxia dependiente de cereales inducida por ejercicio

Tras la prohibicion de la ingestion de cereales
o alimentos que los contuvieran seguida de la
realizacién de ejercicio fisico la paciente no
volvié a padecer ningtin episodio de anafilaxia.

DISCUSION

Comunicamos el caso de una paciente con anafi-
laxia inducida por ejercicio dependiente de trigo
sin sensibilizacion a w-5 gliadina. Debido a que
existen casos de anafilaxia inducida por ejercicio
dependiente de trigo con IgE especifica frente a
gliadina negativa,® la anamnesis y la prueba de
esfuerzo previo a la ingestion de trigo resultan
esenciales para el diagnostico. La ausencia de
IgE especifica frente a y, o, B y w-gliadina no
excluye el diagnéstico.

La historia natural de este padecimiento no es
bien conocida, pero es posible que con el paso
del tiempo los pacientes toleren la realizacion
de ejercicio fisico tras la ingestion del alimento
causal® e incluso que las pruebas cutaneas se ne-
gativicen. Por ello es importante el seguimiento y
la realizacién de determinaciones complementa-
rias mediante pruebas cutdneas y cuantificacién
de IgE especifica en consultas posteriores.

Es fundamental determinar posibles cofactores
para prevenir nuevos episodios, de modo que
estos pacientes deben evitar la ingestién de cual-
quier alimento que contenga harina de cereales
en circunstancias en las que posteriormente hagan
un esfuerzo fisico, caminar o realizar su actividad
laboral, en caso de que implique actividad fisica.
Cuando tomen estos alimentos deben permane-
cer en reposo durante las horas siguientes a la
comida, sin que exista un consenso acerca del
tiempo exacto que debe transcurrir, que segtin lo
descrito en la bibliografia, varia entre tres y seis
horas.”® Es importante instruir a los pacientes en la
administracién de adrenalina autoinyectable para
detener la reaccién en caso de que ésta ocurra.
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La ausencia de sensibilizacion a w-gliadina no
excluye el diagndstico de anafilaxia por ejercicio
dependiente de trigo.

Asimismo, el conocimiento de esta entidad por
parte de los médicos que desarrollan su activi-
dad asistencial en los servicios de urgencias no
es frecuente y, por tanto, no se sospecha en un
episodio de anafilaxia. Estos pacientes suelen
sufrir varios episodios de anafilaxia antes de ser
estudiados, al tolerar el alimento causal entre
los episodios. Esto complica que los médicos
que no estén familiarizados con la enfermedad
la consideren posible diagnéstico. Es funda-
mental que esta situacion cambie para que los
pacientes que la padecen puedan recibir el
tratamiento correcto desde el primer episodio,
asi como informacién de las precauciones a
tomar hasta que sean diagnosticados por un
alergélogo.

REFERENCIAS

1.  Wong GK, Krishna MT. Food-dependent exercise-induced ana-
phylaxis: Is wheat unique? Curr Allergy Asthma Rep. 2013;13:6.

2. Grosber M, Allertseder V, Mcintyre M, et al. Wheat-
dependent exercise induced anaphylaxis (WDEIA) and
omega-5-gliadin. Allergol J 2010;19:5.

3. Mehiri N, Ourari B, Cherif J, et al. Exercise induced ana-
phylaxis. Tunisie Medicale 2008;86:1.

4.  Wolbing F, Fischer J, Koberle M, et al. About the role and
underlying mechanisms of cofactors in anaphylaxis. Allergy
2013;68:9.

5. Morita E, Matsuo H, Chinuki Y, et al. Food-dependent exerci-
se-induced anaphylaxis. Importance of omega-5 gliadin and
hmw-glutenin as causative antigens for wheat-dependent
exercise-induced anaphylaxis. Allergology Intern. 2009;58:4.

6.  Rosenfield LA, Kalicinsky C. Resolution of wheat-dependent
exercise induced anaphylaxis-case report. Allergy, Asthma
Clin Immunol 2010;6.

7. Beaudouin E. Exercise-induced anaphylaxis: Epidemio-
logy and clinical aspects. Revue Francaise d’Allergologie.
2010;50:3.

8. Paiva M, Gaspar A, Morais-Almeida M, et al. Exercise-
induced anaphylaxis: Frequency in an Immunoallergy
Outpatient Clinic. Rev Portuguesa Imunoalergol
2009;17:5.

107



NORMAS PARA AUTORES

Revista Alergia México es el 6rgano oficial del Colegio
Mexicano de Inmunologia Clinica y Alergia, A. C. y de la
Sociedad Latinoamericana de Alergia, Asma e Inmunologia.
La revista esta abierta a los miembros del Colegio y a la co-
munidad médica en general, de acuerdo con las siguientes
politicas editoriales:

El propésito principal de Revista Alergia México es publicar el
conocimiento producto de la investigacién original en alergia
e inmunologfa clinica y difundir informacién actualizada y
relevante en relacién con las tendencias, metodologias y téc-
nicas que se utilizan en la investigacién en esos campos del
conocimiento. Mediante el proceso de revisién por pares,
el Comité Editorial evalia aportaciones clinicas originales,
casos clinicos, guias clinicas y comunicaciones breves que
contribuyan a la educacién continua de los médicos espe-
cialistas en alergia, inmunologia y disciplinas afines.

Los comentarios editoriales y los articulos de revision se
publican por invitacion expresa del Comité, aunque en
forma extraordinaria pueden ser aceptados si contienen
informacién original, relevante y actualizada.

ELEMENTOS GENERALES DE UN ESCRITO

1. Carétula. Debe llevar el titulo del escrito, titulo corto,
nombre de todos los autores, grados académicos, filia-
ciones institucionales (nombre de los servicios, departa-
mentos e instituciones a los que pertenecen, incluyendo
ciudad, estado y pais) y datos del autor que recibird la
correspondencia relacionada con el escrito: nombre,
direccion postal, teléfono, nimero de fax y correo elec-
trénico (no se aceptaran trabajos sin el correo electrénico
del autor responsable). Para identificar a los autores y los
departamentos o instituciones a las que pertenecen se
deben utilizar nimeros ardbigos en superindice, a seguir
de la puntuacién.

2. Resdmenes. Describiran los aspectos mds relevantes. Es
responsabilidad de los autores escribir el resumen en
inglés y que el texto haya sido revisado por un experto
en ese idioma; su contenido debe ser el mismo que el
resumen en espafiol.

3. Palabras clave. Cuando se requieran, debera incluirse de
tres a cinco descriptores de la Biblioteca Virtual en Salud
(http://decs.bvs.br), con sus respectivas traducciones en
inglés (keywords) del lenguaje controlado del Medical
Subject Headings (http://www.nlm.nih.gov/mesh/
MBrowser.html).

4. Agradecimientos y declaraciones.

e Agradecimientos a todas aquellas personas que
contribuyeron a elaborar el articulo, pero cuya contri-
bucidn no fue suficiente para ser considerados como
coautores.

* Fuentes de financiamiento.
e Posibles conflictos de interés.

5. Tablas. Coloque las tablas en hojas por separado y enumé-
relas progresivamente con niimeros ardbigos. Incluya un

titulo breve para cada unay si fuera necesaria una nota,
asi como la definicion de los simbolos que utilice. Para
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el pie de cuadro se debe emplear niimeros ardbigos en
superindice. Es necesario que las tablas estén en formato
editable de algln procesador de textos (v gr. Word); no se
admitird el manuscrito que no cumpla con este requisito.
Las tablas en formatos Excel, data base, SPSS, Acces o
similares no seran admitidas.

6. Figuras. Deben disenarse profesionalmente. Las foto-
grafias deben presentarse sélo en formato electrénico
JPEG o TIFF y con una resolucién de alta calidad o su
equivalente en 300 dpi. Si se envian fotografias de per-
sonas, éstas deberan preservar su anonimato o en caso
contrario deberd enviarse una carta de consentimiento
para el uso de la fotograffa. Mencione en el texto el lugar
donde quiera que aparezcan las figuras. Las graficas estan
incluidas en esta categoria. Se sugiere el uso de graficos
2D para la representacién de dos variables y 3D para la
representacién de tres variables.

7. Pies de figuras. Las figuras siempre se acompanaran
de “leyendas descriptivos”, en una hoja por separado,
a doble espacio, iniciando cada uno con nimero ard-
bigo. Este apartado debe describir en forma detallada
la figura, no sélo decir de qué tipo de imagen se trata
(por ejemplo, placa de abdomen o de térax). Si en la
figura aparecen flechas, indicar qué estan sefialando.
En gréficas indicar el significado de cada uno de los
colores o patrones de las barras, asi como la significancia
estadistica, si aplica.

8. Referencias. Deben enumerarse por orden progresivo
de acuerdo como aparecen por primera vez en el texto,
tablas y figuras, y estar senaladas en el texto en niimeros
ardbigos, sin paréntesis, en superindice y después de
la puntuacién. Para su correcta estructura es necesario
consultar la guia para la preparacién de las referencias.

Articulos originales

Incluyen los siguientes elementos:

1. Carétula.
2. Restmenes.
e En espanol incluye los siguientes apartados: Introduc-

cién, Objetivos, Métodos, Resultados y Conclusion.
Su extension no debe superar las 250 palabras.

e Eninglés incluye los siguientes apartados: Background,
Objectives, Methods, Results y Conclusion, con un
maximo de 250 palabras.

Palabras clave.

Texto. Maximo 20 cuartillas.

Introduccion

Objetivos (al final de este apartado, incluir los objeti-
VOs).

Métodos (al final de este apartado deberd incluir en
andlisis estadistico).

Resultados.

Discusién (al final de este apartado, incluir las conclu-
siones de estudio).
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5. Agradecimientos y declaraciones (si se consideran nece-
sarios).

Tablas, si se requieren. Maximo cinco.
Figuras, si se requieren. Maximo cinco

Referencias.
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Lista de abreviaturas, si se requiere.

Informes de casos

Su extensién no debe ser mayor a 1200 palabras y un maximo
de tres figuras.

Los informes de casos incluyen los siguientes elementos:

1. Carétula.
2. Resdmenes en espafiol e inglés.
* En espafiol incluye los siguientes apartados: Intro-

duccién, Informe del caso y Discusién. Maximo 150
palabras.

 En espanol incluye los siguientes apartados: Back-
ground, Case report'y Discussion. Maximo 150 pala-
bras.

Palabras clave.

4. Texto. Maximo de 5 paginas.

e Introduccion.
¢ Informe del caso.
e Discusion.

5. Referencias. De seis a 10.

Imagenes clinicas

En este tipo de documentos se aceptard un maximo de tres
autores.

Las imagenes clinicas incluyen los siguientes elementos:

Caratula.

2. Fotografias. Los editores se reservan el derecho de re-
chazar toda aquella imagen cuyo, formato, calidad o
resolucién no sea adecuado. Mdximo cinco.

3. Pies de las fotografias. El texto de cada uno no debe
exceder de 15 lineas a renglén seguido.

4. Referencias. Sélo si se requieren.

Cartas a los editores

Se aceptan cartas relacionadas con articulos publicados en
Revista Alergia México en los dos dltimos niimeros. Deben

”

iniciar con la frase “A los editores:...”.

Se acepta incluir datos propios si estos contribuyen a forta-
lecer el comentario del articulo en mencién.

Las cartas a los editores incluyen los siguientes elementos:

1. Titulos en espafiol e inglés relacionados con el articulo
comentado.
2. Texto. No debe exceder de 500 palabras

3. Tabla. Si se requiere, maximo una.
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Figura. Si se requiere, maximo una.

Referencias. Maximo cinco, incluyendo la referencia
obligatoria del articulo comentado.

6. Nombre completo vy filiacion del autor, incluyendo di-
reccion de correo electrénico, al final del texto.

Una vez recibidas, los editores las remitirdan a los autores de
los articulos comentados para que formulen sus argumentos
de respuesta. Los comentarios a los articulos y las respuestas
se publicardn en el mismo nidimero.

Comunicaciones breves

Son informes breves de datos preliminares o limitados de
investigaciones originales que se encuentran en proceso, o
bien, observaciones o series de casos con datos acerca de la
fisiopatogenia, diagnéstico, tratamiento o factores prondstico
de enfermedades alérgicas o inmunolégicas.

Las comunicaciones breves incluyen los siguientes ele-
mentos:
Primera pagina.
2. Restimenes. No deberdn exceder las 150 palabras, a
renglén seguido, sin apartados.
Palabras clave.

4. Texto. Debe tener una extensién no mayor de 1200
palabras.

5. Referencias. Mdximo 10.
Tabla. Si se requiere, maximo una.

Figura. Si se requiere, maximo una.

Articulos de revision (por invitacion)

Son articulos que investigan, describen y analizan el
estado actual del conocimiento de un tema. Pueden
ser elaborados por uno o mds autores en colaboracién.
Puede abarcar aspectos de la fisiopatogenia, técnicas
novedosas de diagndstico, tratamientos experimentales,
terapias emergentes y nuevas clasificaciones de una en-
tidad nosolégica.

Los articulos de revision incluyen los siguientes elementos:

Carétula.
2. Restmenes.
e En espafiol incluye los siguientes apartados: Intro-

duccién, Objetivos, Métodos y Conclusién. No debe
exceder las 250 palabras.

e Eninglésincluye los siguientes apartados: Background,
Objectives, Methods y Conclusion. No debe exceder
las 250 palabras.

Palabras clave.

4. Texto. Extensién minima de 5000 palabras y maxima de

7500.

e Introduccién (al final de este apartado, incluir los
objetivos).

e Objetivos, incluirlos al final de la introduccién.

* Métodos (las fuentes empleadas para su blsqueda
bibliografica como bases de datos, palabras clave,



periodos y limites de bisqueda, asi como el empleo
o no de métodos no convencionales como busqueda
manual, comunicaciones personales, etc.).

e El autor designara otros apartados que considere con-
venientes para el desarrollo de su tema.

e Conclusion.
5. Agradecimientos y declaraciones (si se consideran nece-
sarios).
Referencias. De 25 a 100.
Tablas. Si se requieren, no mas de seis.

Figuras. Si se requieren, no mds de seis.
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Lista de abreviaturas (si se requiere).

Restimenes comentados (por invitacién)

Son restimenes de articulos destacados y de reciente publi-
cacién en las diversas dreas afines a la alergia e inmunolo-
gia que se considere que aportan informacién relevante o
trascendente.

Los resimenes comentados incluyen los siguientes ele-
mentos:

1. Titulo completo del articulo en el idioma original, asi
como su traduccién en espanol.

2. Referencia completa del articulo comentado (consultar
la guia para la preparacion de las referencias).

3. Resumen. No debe ser una copia fiel del resumen publi-
cado en el articulo original. La extensién maxima es de
250 palabras.

* Objetivo(s): el punto central del estudio o hipétesis en
uno o dos enunciados.

Disefio: en una sola frase describir el tipo de estudio en
cuestion (casos y controles, ensayo clinico controlado
doble ciego, serie de casos, meta-andlisis, etc.).

Sitio: describir genéricamente el lugar donde se realizé
el trabajo (por ejemplo: hospital de tercer nivel de
atencion).

Pacientes o materiales: con especial énfasis en los
criterios de inclusién, de exclusién y eliminacién.

Métodos: técnicas y métodos empleados para evaluar
a los pacientes.

Resultados: con los datos referentes a los pacientes
en primer lugar (ndmero de sujetos estudiados, géne-
ro, distribucién por edad y duracién del seguimien-
to). Los resultados principales deben enunciarse en
cuatro o cinco enunciados positivos. Los resultados
negativos sélo deberdn mencionarse cuando sean
de relevancia.

Limitaciones: destacando los puntos débiles en la me-
todologia de estadio como tamafio de muestra, falta de
grupo control, seguimiento breve, falta de evaluacion
con métodos objetivos, etcétera.

e Conclusiones: en frases concisas, siempre en relacién
directa con los objetivos.

4. Comentario. Debe tener una extension mdaxima de
250 palabras. Debe incluir la aportacién de articulo
al conocimiento médico actual, los defectos meto-

dolégicos, la similitud o discrepancia con trabajos
similares, la necesidad de estudios complementarios
y su aplicacién en los dmbitos de la alergia y la in-
munologia. Todo lo anterior incluido y apegado a la
siguiente estructura:

¢ ;Qué se sabe sobre el tema? El estado del conocimiento
del tema de investigacion, los aspectos controversiales
y el punto central del estudio o hipétesis en breves
enunciados.

¢ ;Qué aporta al conocimiento? Los alcances de la inves-
tigacion, la necesidad y posibilidad de investigaciones
futuras.

Referencias. Maximo cinco.

Nombre completo vy filiacién del autor, incluyendo di-
reccién de correo electrénico, al pie del comentario.

GUIA PARA LA PREPARACION DE LAS REFERENCIAS

Los editores de Revista Alergia México se reservan el derecho
de rechazar cualquier articulo que no contenga sus referen-
cias correctamente estructuradas o no sean localizables por
los lectores, de ahi que no se incluhyen las “comunicaciones
personales”.

Articulos de revistas

e La redaccién deberd ajustarse a las indicaciones del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.
html).

e Se debe incluir a todos los autores (apellidos seguidos de
las iniciales de sus nombres propios en mayusculas y sin
puntos) cuando son tres o menos. Cuando sobrepasen
este nimero se nombrardn los tres primeros, seguidos
de et al., tanto en referencias en espafiol como en otros
idiomas. Cada autor debe estar separado por comas y el
Gltimo autor deberd estar separado del titulo del articulo
por un punto y seguido.

e Se respetard el titulo del trabajo en forma integra en el
idioma original. No se aceptaran los titulos de la revistas
completos; la lista de las abreviaturas correctas de las
revistas indizadas estd disponible en ftp://ftp.ncbi.nih.
gov/pubmed/|_Entrez.txt

e Elafo de publicacién se colocara después de la abrevia-
tura de la revista sin puntuacién de por medio. Luego del
afio de publicacién se colocard “punto y coma” (;) para
separarlo del volumen de la revista.

* No es necesario colocar el nimero ni el mes de publi-
cacion en las revistas que publiquen sus nimeros con
paginacién continua. El volumen estard seguido de “dos
puntos y seguido” (:) para separarlo de la pagina inicial
y final del articulo referido. Ambas péginas estaran se-
paradas por un guién.

Ejemplo:

¢ Bedolla-Barajas M, Hernandez-Colin D. Sensibiliza-
cién a aeroalergenos en sujetos con rinitis alérgica
que viven en la zona metropolitana de Guadalajara,
México. Rev Alergia Mex 2010;57:50-56.
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Capitulo de un libro

Se debe incluir a todos los autores (apellidos seguidos de
las iniciales de los nombres en mayusculas) cuando son tres
o menos. Cuando sobrepasen este nlimero se nombraran
los tres primeros, seguidos de la palabra et al., tanto en
referencias en espaiol como en otros idiomas. Cada autor
debe estar separado por comas y el Gltimo autor debera
estar separado del titulo del capitulo por un punto y segui-
do. Se respetard el titulo del capitulo en forma integra en
el idioma original y se colocard un “punto y seguido” al
final del titulo. A continuacién se colocard la palabra “In”
para publicaciones en inglés o “En” para publicaciones en
espanol, seguida de “dos puntos y seguido” (:). Se incluiran
los nombres de los editores en el mismo formato indicado
para los autores. Luego del Gltimo nombre se colocara la
palabra “editor(es)” antecedido por una coma (,) y seguido
por un punto y seguido (.). Se colocard el titulo del libro
seguido de un “punto y seguido” (.). Luego se escribira el
nimero de la edicién separado por “punto y seguido” de
la ciudad de edicién. Esta estara separada por dos puntos y
seguido (:) del nombre de la editorial. Se colocara un “punto
y coma” (;) seguido del afio de publicacién, dos puntos y
seguido (:) para separar el nimero de pagina inicial y final
del capitulo separados por un guién (-). El afio de publica-
cién se colocara después de la abreviatura de la revista sin
puntuacién de por medio. Luego del afio de publicacién se
colocard “punto y coma” (;) para separarlo del volumen de
la revista. No es necesario colocar el ndmero ni el mes de
publicacién en las revistas que publiquen sus nimeros con
paginacién continua. El volumen estard seguido de “dos
puntos y seguido” (:) para separarlo de la pagina inicial y
final del articulo referido. Ambas péginas estaran separadas
por un guién.

Ejemplo:

e Plaut M, Rotrosen D. Tolerance induced by allergen
immunotherapy. In: Lockey RF, Bukantz SC, Bousquet
J, editors. Allergens and Allergen Immunotherapy. 3rd
ed. New York: Marcel Dekker; 2004:681-682.

Se permite la expresion “en prensa” cuando se trata de un
trabajo ya aceptado para publicacién por alguna revista y
debe especificarse el nombre de la misma.

Todos los demas casos referentes a restimenes, libros, pu-
blicaciones de conferencias, informes técnicos y cientificos,
articulos periodisticos, paginas en internet o material elec-
trénico, pueden consultarse directamente en http://www.
nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.htm!

CONSIDERACIONES LEGALES Y ETICAS

Revista Alergia México sugiere no someter varios articulos
de un mismo estudio, ya que esto puede ser considerado
como una publicacién redundante. Lo mds apropiado es que
los diferentes resultados se publiquen en un solo articulo.
Cada caso que presente esta practica se evaluard en forma
individual.
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Los editores de la Revista tienen la capacidad de juzgar y
sancionar si el estudio de investigacion y posible publicacién
contiene problemas serios como:

1. Informacién errénea de manera intencional.

2. El mismo manuscrito ha sido publicado previamente por
un autor diferente (plagio).

3. El manuscrito se ha publicado previamente por el mismo
autor (publicacién duplicada).

4. El manuscrito ha sido enviado a revision editorial en dos
revistas al mismo tiempo (revision simultanea).

5. Siel manuscrito es publicado en otra revista por el mismo
autor, sin el permiso de Revista Alergia México.

Todos los manuscritos sometidos a publicacion a Revista
Alergia México, deberdn apegarse en sus aspectos éticos a la
Declaracion de Helsinki, adoptada por la Asamblea Médica
de Helsinki en 1964 y revisada por la XXIX Asamblea Mun-
dial Médica en Tokio, Japdn, en 1975. Asimismo, deberdn
informar que el estudio de investigacién fue aprobado por
un comité de investigacion para estudios en humanos o si
se trata de un estudio experimental, si fue aprobado por
un Comité para estudios de animales de experimentacion.

ENVIO DE MANUSCRITOS

* Sélo se acepta el envio por via electrénica de los trabajos,
por lo que es responsabilidad de los autores mantener
una direccién de correo electrénico vigente y funcional.

e Los trabajos que sean sometidos para su posible publi-
cacién deberdn remitirse a revista.alergia@gmail.com

e Se generard acuse de recibo via correo electrénico al autor
y en tiempo oportuno se le comunicara el dictamen del
Comité Editorial.

ACEPTACION DE MANUSCRITOS

e Los trabajos sometidos a revisién por pares en los que
se genere una opinién discordante serdn remitidos a un
tercer revisor.

e En los documentos aceptados para publicacién se no-
tificard al autor que responsable de la comunicacién,
anexando las modificaciones que se consideren perti-
nentes.

e Los autores tienen un plazo maximo de un mes a partir
de la notificacion para realizar dichos cambios y enviar
nuevamente su trabajo. De lo contrario, su aportacion
serd rechazada.

e Revista Alergia México obsequiard al autor principal dos
nimeros completos por cada autor. No estd considerado
el obsequio de sobretiros. La distribucion de sobretiros,
por instituciones comerciales, s6lo podra hacerse previo
consentimiento escrito del autor y del editor.

e Los documentos aceptados para publicacién seran pro-
piedad de la Revista, por lo que la reproduccién total o
parcial requiere la notificacién a las autoridades de la
misma y el reconocimiento de los créditos respectivos.



