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A. RESUMEN

Durante un proceso inflamatorio se desencadenan diversos eventos que permiten €

desarrollo de la enfermedad. Uno de estos es la expresién de moléculas de adhesion,

estimuladas por citoquinas que aumentan la quimiotaxis y por tanto el reclutamiento de
células implicadas en la respuesta aérgica, que perpetdan la inflamacion en € tejido
afectado, en este proceso participa la molécula de adhesion intercelular ICAM -1, que se
ha demostrado esta envuelta en la patogénesis del asmay la forma soluble de la misma
molécula (ICAM -1s) se enclentra en individuos normales en bajas concentraciones,

pero en condiciones inflamatorias las concentraciones de la ICAM -1s aumenta en €l

suero de estos pacientes. En este estudio se determinaron |os niveles séricos de |CAM -
1s en 35 pacientes con rinitis aérgica en diferentes estadios, (leve, moderado y severo)
y se compararon con 10 controles negativos (individuos normales que no presentaron
diagnostico de rinitis aérgica ni asma) y 10 pacientes asmaticos ( con antecedentes de
rinitis alérgica) como control positivo, En un rango de edad de 15 a 55 afios. Con €

objetivo de determinar si dicha molécula es un marcador de severidad de la enfermedad,
y adl facilitar e diagnostico ademés de administrar un mejor tratamiento a estos
pacientes. De la medicion srica de ICAM -1s en los grupos de estudio se obtuvieron
absorbancias utilizando la técnica de ELISA sandwich, las cuales fueron convertidas a
concentraciones ng/ml a las cuales se les aplico un andlisis de varianza, se hallo la (P)
probabilidad y se realizo una gréfica de progresion lineal encontrdndose que existe un
aumento progresivo de las concentraciones de |CAM -1s con respecto a la severidad de
la enfermedad en estudio (P< 0.05), la comparaciéon intergrupal mostré también
diferencias significativas con un (P < 0.05). exceptuando la rinitis leve dado sus bajas

concentraciones de ICAM -1s. En concluson los niveles de ICAM -1s, tienen un



aumento progresivo cada vez que larinitis alérgica se acentta. Confirmado la hipétesis

gue ICAM -1es un marcador de severidad.



B. INTRODUCCION

La rinitis aérgica es una de las enfermedades més comunes en nuestro medio,
alrededor del 18% de la poblacion colombiana padece esta enfermedad, caracterizada
por estornudos, rinorrea, prurito y obstruccién de la via nasal. Puede aparecer en
cualquier etapa de la vida, afectando directamente la via respiratoria, mediante la
inhalacién de alergenos que por 1o comin se derivan de fuentes organicas naturales
produciendo una respuesta inmune y que en la aergia es una consecuencia del efecto
nocivo provocado por la reaccién inflamatoria desencadenada contra antigenos
ambientales que normamente no son patolégicos. Dandose entonces la activacion
celular y posterior liberacion de mediadores, tanto preformados como recién
sintetizados (37)

Algunas particulas como polvo, acaros, polen, etc., penetran la mucosa nasal y son
normalmente eliminadas mediante € reflgjo del estornudo a través de terminales
colinérgicas, mientras que las moléculas que permanecen en contacto con la mucosa son
atrapadas por las células fagociticas que habitan esta &rea y de los cuaes se obtienen
fragmentos que son presentados a linfocitos T, que a reconocer € antigeno producen
una cascada de eventos que conducen a la formacion de inmunoglobulinas (1g)
especificas 0 anticuerpos (Ac) contra los antigenos (Ag) por parte de las células
plasmaticas. En la mucosa nasal predomina la sintesis de inmunoglobulina A (IgA), que
impide que microorganismos y particulas penetren la mucosa, siendo eliminadas en la
capa superficial de la nariz, sin producir ningan cuadro patolégico pero si creando

memoria inmunol égica.



Luego de varios contactos con e aergeno, generamente de gran tamafio (2-4um), la
citoquinas producidas por los linfocitos B (LB), activan la IgE la cual se adhiere por su
porcién Fc a receptores de alta afinidad que encuentra en la membrana de mastocitos
generalmente ubicados en € tgjido nasal. (26,30).

Al pasar cierta concentracion de alergenos, se genera una estimulacion intracelular en la
superficie de mastocitos, basofilos y eosinofilos que induce la liberacién de mediadores
como la histamina, proteoglicanos, heparina y derivados del a&cido araquidoénico entre
otros, algunos de los cuales son vasodilatadores que aumentan la permeabilidad
vascular y facilitan € acceso de més céulas leucocitarias a tejido nasal, las cuales
tienen receptores de membrana que se unen con moléculas de adhesion en e endotelio,
como por giemplo en e grupo de las integrinas la LFA-1 (funcion linfocitaria asociada
al antigeno-1) de los neutrdfilos que interactian con ICAM -1 (molécula 1 de adhesion
intracelular), la cual se expresa en diferentes células, ademés del endotelio vascular, es
mediadora de la inflamacion y puede encontrarse en forma soluble a desprenderse del
epitelio 0 endotelio, mediante clivagje de la membrana de 1CAM -1, indicando € grado
de infiltracién o activacion celular en diferentes fluidos. También se producen
citoquinas y quimioquinas que consolidan la inflamacion loca logrando un ndimer o
mayor de polimorfonucleares activados que pueden destruir sustancias en € tejido. (30)
El cuadro clinico se asocia con la liberacion de estos mediadores y sus efectos, es asi
como la vasodilatacion inducida se traduce en congestion nasal, € aumento de la
permeabilidad vascular en rinorrea y la irritacion del sistema nervioso adrenergico
(SNA), en prurito y estornudos. (26)

Recientemente se ha encontrado que la activacion y la expresiéon de moléculas de
adhesion y sus ligandos incrementan en varios tipos de inflamacion cronica. Un

gjemplo de este es larinitis alérgicay asma, en esta Ultima se ha observado un aumento



en la expresion de moléculas de adhesion especiadmente |ICAM -1 que perpetdan la
inflamacion. Se han realizado técnicas para evaluar €l epitelio respiratorio, como la
inmunofluorescencia y otras para evaluar la molécula (ICAM -1) en su forma soluble
como lo es la técnica de ELISA la cua se realiza en suero, plasma o fluidos corporales,
ofreciendo una sensibilidad del 98% y dando resultados confiables.(17).

En este estudio se midieron los niveles de ICAM -1s en pacientes con rinitis alérgica en
diferentes grados (leve, moderada y severa) con € fin de observar s es un marcador de
severidad, y se observd que existe una relacion de progresion entre los niveles de
ICAM -1sy € estado de la enfermedad, a encontrarse diferencias significativas entre
los grupos con respecto a los controles. Ademas se pudo confirmar que es un marcador
inflamatorio a demostrares un aumento en la concentracion de ICAM-1s en la

poblacion de estudio en general.



C. MARCO TEORICO

1. SISTEMA INMUNE

El distema inmune tiene actividades importantes como mantener la
homeostasiay la salud. Ejerce un control dentro del organismo en virtud de sus
componentes circulantes capaces de actuar en sitios muy aejados de su lugar
de origen. El mecanismo inmunitario regulador puede ampliar enormemente
una respuesta dada o disminuirla de manera notable dependiendo de las
necesidades inmunitarias del organismo. Un sistema inmunitario que funciona
normal es una defensa eficaz contra particulas extrafias como los agentes
microbianos patégenos y contra células propias que han sufrido una

transformacion neoplésica.(3,34)

1.1 COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE
1.11. CITOQUINAS

Son producidas por diversos tipos de células, que actlian en secuenciay sirven
como sefiadles secundarias enddgenas que junto con los antigenos amplifican
con rapidez los mecanismos de defensa loca y sistémicos del huésped que

incluyen macréfagos, linfocitos y otros tipos de células.(11)



FUNCION

Factor de crecimiento y activacion de eosindfilos, que
incrementan el potencial inflamatorio, aumentando la
capacidad de produccion de leucotrienos y
superéxidos.(3,37)

Son producidas por mastocitos, linfocitos T, basofilos y
eosindfilos. Activan LT y LB. Es un switc de isotipo de
1gG a IgE, estimula laproduccion de LTh2, ademas de
inducir |a expresion de CD23 Y CD54. (16,37)

Participan en la maduracion de mastocitos efectores parala
union con la IgE. (24)

1.1.2 CELULASLEUCOCITARIAS

CELULAS

M acr 6fagos

Neutr 6filo

Basofilo

M astocito

Eosindfilo

Linfocito

CARACTERISTICA Y FUNCION

Células con capacidad de fagocitar microorganismos

durante una respuesta inflamatoria y presentar sus fragmentos a los
LT.Son de dos tipos: Polimorfonucleares que son células circulantes
que migran a los sitios de inflamaciéon y los mononucleares que
recirculan en la sangre o se encuentran fijos en los tejidos y se
acumulan en los sitios de inflamacion.(3,34)

Son células que se degranulan localmente inactivando o matando al
agente ingerido, sin dafiarse a si mismo. Tiene unavida mediade 2 a7
horas y participa en reacciones inflamatorias, en vias aéress,
aumentando la broncoconstriccion y la inflamacién.(20,32)

Céulas que miden de 5 a 7 u de diametro, con un nicleo lobulado, se
desplaza a los tejidos en condiciones patoldgicas como en reacciones
alérgicas e inflamacion. (8,37)

Célula que mide de 9 a 12 u, con nicleo redondo. Se encuentra
principalmente en la superficie mucosa, pulmon, intestino y piel,
alrededor de los vasos sanguineos y en microcirculacion. Contiene
mediadores en sus granulos, liberados tras la unién con la IgE.(5,20)

Célula que mide de 10 a 15 u de didmetro, con nucleo bilobulado, su
vida media es de 6 a 12 horas. Son las células més involucradas en la
reaccion aérgicay de parasitismo.(8,34)

Son peguerias células mononucleares que miden de 6 a 10 u, tiene un
nlcleo Unico bien definido, sin grénulos citoplasmicos. Son importantes
en el proceso inflamatorio. Tiene vida media de 100 dias.

Existen dos tipos: LT que se activan por la presencia de un antigeno
especifico, predominan en cuadros inflamatorios por la liberacion de
citoquinas y LB los cudes son la fuente celular de las
inmunoglobulinas.(8,34)




Figura No 1: Céulas que intervienen en larespuesta inmune

En la figura se observan los diferentes tipos de células leucocitarias que intervienen en la
respuesta inmuney reaccion inflamatoria. Ay B) Neutrdfilos, C) Eosindfilo,

D) Monocito, E) Linfocito, F) Basdfilo



1.1.3 INMUNOGL OBULINAS (Ig)

Son moléculas proteicas que portan actividad de anticuerpos, es decir, la
propiedad de combinarse especificamente con la sustancia que provocd su
formecion (antigeno). Se pueden hallar en proporcion variable en  liquidos
extravasculares, en las secreciones exocrinas y sobre la superficie de agunos
linfocitos.

Los anticuerpos son moléculas bifuncionaes y se ligan de manera especifica
con el antigeno e inicia también toda una gama de fendbmenos secundarios
como la fijacién del complemento y la liberacién de la histamina por las
células cebadas, que son independientes de su especificidad por el antigeno.

(37) .Existen 5 tipos de inmunoglobulinas:

INMUNOGL OBULINA FUNCION

1gG Es |a Unica que puede atravesar la placenta
en el humano. Es capaz de fijar complemento y se
involucra en la respuesta secundaria.(37)

Predomina en la respuesta primaria, también fija
complemento y se puede encontrar en la superficie de las
células B.(37)

E

1gA Predomina en |as secreciones corporales como saliva,
|agrimas, secreciones bronquiales, mucosa nasal, liquido
prostético, secreciones vaginalesy secreciones mucosas
del intestino delgado. Su funcidn es impedir el acceso de
sustancias extrafias al sistemainmunitario.(37)

Son las responsables de |a hipersensibilidad de tipo I,
fabricada por plasmocitos |ocalizados en amigdalas ,
adenoides, |amina de submucosa, aparato respiratorio y
digestivo. Se liga a FCeR1 participa en reacciones
inflamatorias en vias aéreas.(8,37)

=




2.ALERGIA

2.1 DEFINICION

La aergia es una condicion clinica caracterizada por € desarrollo de una de
una reaccion inmune disfuncional frente a un antigeno exégeno (alergeno) (14)
En 1906 Von Priquet emplea & término aergia para designar cuadros clinicos
gue implicaban una respuesta aterada de un organismo al ser expuesto a
sustancias del medio ambiente.(8)

Es un término usado para definir la hipersensibilidad en seres humanos.

Una persona que es hiperreactiva a un antigeno se dice que es hipersensible
(alérgica). Las dergias son e resultado de la repuesta inmune a polen, acaros
de polvo, moho, vitaminas, antibidticos, cosméticos y otras sustancias, como
algunos alimentos, que son antigenos débiles a los cuaes la mayoria de los
individuos no reaccionan, pero en ciertos individuos esta sustancia actia como
antigeno, estimulando la sintesis de IgE por células plasméticas especificas,
como en la formacion de células de memoria. Como resultado de la secrecion

de mediadiadores producidos por mastocitos y basofilos (14,36) (figura No 2)



Figura No 2: Reaccion de hipersensibilidad inmediata

Alergeno
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En la reaccion de hipersensibilidad inmediata la activacion y degranulacion del mastocito liberan
sustancias que inducen broncoconstriccion, edema, aumento de la permeabilidad de los capilaresy

quimiotéaxis de otras célulasinflamatorias

2.2CLASIFICACION

Las enfermedades aérgicas han sido clasificadas por Gell y Coombs en cuatro
grupos basandose en la naturaleza de la reaccion inmunol ogica:

Tipo I: (anafilaxia). Los anticuerpos IgE, fijados a las células cebadas,
reaccionan con € antigeno, desencadenando la liberacion de histamina, la
activacion de sustancias de liberacion lenta (SRL-A) y @ factor quimiotéctico
de los eosindfilos (FQE-A). Este es e mecanismo responsable de la atopia, 1a
anafilaxia, laurticariay el angiodema.

Tipo Il : Los anticuerpos IgE o IgM reaccionan con el antigeno sobre las
céulas blanco activando € complemento, lo cua provoca la lisis de las

células. Esto ocurre en ciertos tipos de reacciones medicamentosas.



Tipo I11: Los anticuerpos 1gG o IgM forman complejos con el antigeno y €
complemento, generando factores quimiotacticos para los neutrofilos, con
inflamacion local del tegjido. En lareaccion de Arthus, la enfermedad del suero
y las enfermedades pulmonares por hipersensibilidad interviene este
mecani Ssmo.

Tipo 1V: los linfocitos T sensbilizados reaccionan con e antigeno,
produciendo inflamacion a través de la accién de las linfocinas. El gemplo

principal esla dermatitis por contacto. (37)

3. RESPUESTA ALERGICA A AEROALERGENOS

La nariz contiene estructuras que captan particulas diversas, las que d
acumularse en gran cantidad, son eliminadas a exterior mediante e reflejo del
estornudo a través de terminales colinérgicas que estimulan al sistema nervioso
auténomo (SNA). Este regula la secrecion mucosa y e tono vascular.
Mediante estimulacion colinérgica se incrementa la produccién de moco y se
produce la vasodilatacion, que genera congestién nasal, mientras que el
estimulo afa adrenérgico induce vasoconstriccion, disminucion de la secrecion
mucosa y aumento de la permeabilidad de las cavidades nasales. Algunas
moléculas permanecen en contacto con la mucosa nasal, por lo cud las células
fagociticas que habitan en €l &rea cerca a tegjido epitelial, como los macréfagos
atragpan dichas particulas denominadas antigenos y las disuelven en
citoplasma, mediante un arsenal enzimético con capacidad para destruir
proteinas, carbohidratos, lipidos y écidos nucleicos.

Los fragmentos obtenidos son llevados a un tamafio suficiente para ser

presentados a los linfocitos T, tanto por macréfagos como por las células



dendriticas que se encuentran haciendo parte de la mucosa o en tejidos
linfoideos vecinos que incluyen € anillo de waldeyer en e contexto de
moléculas de superficie de la membrana como € HLA de clase Il, los
linfocitos T a reconocer a antigeno inician una cascada de eventos que
conducen ala formacion de inmunoglobulinas especificas o anticuerpos contra
los antigenos por parte de plasmocitos formados por linfocitos B. En la mucosa
nasal predominara la sintesis de inmunoglobulina A con € fin de neutralizar a
maximo €l paso de microorganismos y paraimpedir que otras particulas entren
a la mucosa. De esta fornma las particulas son eliminadas en las capas
superficiales de la nariz sin conducir a ninglin cuadro patol 6gico.

En algunas ocasiones debido a tamafio del antigeno se sintetiza IgE como
ocurre con los polenes provenientes de las plantas y glicoproteinas
provenientes de insectos, conocidas como aeroalergenos, las que por sus
caracteristicas inducen la produccion de IgE por parte de las citoquinas
producidas por los linfocitos B. Luego de varios contactos con los
aeroadergenos, la IgE va adhiriéndose por su pacion Fc a receptores de ata
afinidad (FCeRI), que para la IgE existe en los mastocitos, células
normamente encontradas en el tejido nasal, en un proceso conocido como
sensibilizacién y que puede durar un tiempo variable dependiendo de la
concentracion @ alergeno y de factores genéticos del individuo.(5) Luego de
pasar una cierta concentracion de aergenos, en la superficie del mastocito, se
genera un estimulo intracelular que induce la degranulacion y con dlo la
liberacion de mediadores por parte del mastocito y de otras células que como

basofilos y eosindfilos también tienen receptores de alta afinidad para IgE.



El mastocito posee en su interior moléculas preformadas como la histamina
(Sustancia que produce vasodilatacion de pequefias vénulas y arteriolas
terminales, con contraccion de células endoteliales de vénulas poscapilares que
se separan produciendo permeabilidad capilar aumentada y edema tisular), N-
tosil-L, arginin metil esterasa, Triptasa (Enzima almacenada con grupos
sulfatos de la heparina y e condroitinsulfato), kininas, citoquinas como el
factor de necrosis tumora alfay lalL-4, ademés mediadores que son inducidos
en el momento de la liberacion como los derivados del &cido araquidonico, por
la accion de la fosfolipasa A2, es decir, prostaglandinas, PGF2, leucotrienos
como el LTB4, tromboxanosy € factor activador plaquetario (PAF).

Las prostaglandinas, la histamina y otros, generan vasodilatacion y aumento
en la permesabilidad vascular con € fin de facilitar e acceso de mas células en
e tgido nasa. Los polimorfonucleares neutréfilos aprovechan la
vasodilatacion e inician su migracion a tejido gracias a la expresion de
moléculas de adhesion en su superficie, como LFA-1 que le permite fijarse d
endotelio a través de ICAM-1, gracias a la accion de citogquinas
proinflamatorias que incluyen a TNF afa, IL-1elL-8.

Estas citoquinas inducen asu vez la sintesis de proteinas quimiotécticas
(quimioquinas) y demés citoquinas proinflamatorias en las células epiteliales
las que consolidan la inflamacién loca logrando un mayor nimero de
polimorfonucleares activados con la capacidad de destruir sustancias extrafias
gue ain se encuentren en € tegido circundante. Las quimioquinas y las
moléculas de adhesiéon son pilares en el control especifico de las células que
llegaran a la mucosa nasal. Es asi como la eotoxing, RANTES y PAF atraen

especialmente a los eosindfilos al tejido, los cuales se expresan por la accidn



de laIL-4 lamoléculade adhesion VLA-4 'y encuentran en la célula endotelial
al VCAM-1 permitiendo asi su migracion tisular.

Por su parte, las citoquinas producidas por los mastocitos y las células
dendriticas crean el ambiente propicio para que en € linfocito T CD4
predomine la funciénTh2, la cua incrementa la vida media de los eosinofilos
por medio de la IL-5, aumenta la sintesis de IgE por medio de IL-4 e IL13
perpetuando asi e fendmeno inflamatorio y comenzando a crear de esta
manera la sintomatologia propia del paciente con rinitis a érgica.

La liberacién de mediadores y sus efectos se asocian directamente con la
presencia del cuadro clinico. Asi, la vasodilatacion inducida se traduce en
congestion nasal, € aumento de la permeabilidad vascular en rinorrea y la

irritacion del SNA en prurito y estornudos. (30) (Figuras No3, 9



Figura No 3: etapa de sensibilizacion
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Figura No 4: Respuesta alérgica



4. SISTEMA RESPIRATORIO




4.1 FUNCION

El sistema respiratorio tiere como mision fundamental redlizar e intercambio
de gases entre organismo y medio ambiente externo, para una adecuada
captacion de oxigeno, imprescindible para € funcionamiento de todos los
sistemas del organismo y la eliminacion del anhidrico carbonico que se
produce durante su trabajo. (39)

La sangre sale de los capilares de la circulacion general con disminucion del

contenido de oxigeno e incremento de dioxido de carbono. De dli llega d

hemicardio derecho y de sus cavidades es impulsada al circuito nenor de la
circulacion, en los pulmones. Estos Ultimos son dos grandes érganos
esponjosos que contienen innumerables sacos peguefios con aire |lamados
alvéolos y un gran nimero de capilares en ellos, que permiten a la sangre de la
circulacion pulmonar estar en contacto intimo con el aire alveolar, en € que se
difunde oxigeno a la sangre y en direccion contraria, se hace la difusion del

bioxido de carbono. El aire de los pulmones es cambiado por dos movimientos
respiratorios, la inspiracién que hace que pase aire a interior de los pulmones

y laespiracion que lo expulse. (8)

4.2 INSPIRACION

Mecanismo por € cua e aire es forzado a entrar en las vias respiratorias y
pulmones. Este es un proceso activo en € que intervienen los musculos que
modifican la ca@cidad de la cavidad torécica creando una presiéon negativa que
obliga € aireaentrar. (41)
La jaula torécica por contraccion de unos musculos y relgacion de otros,

puede aumentar de tamafio a volverse mas profunda, larga y anchay de esta



forma € are penetra a los pulmones. También hace que la sangre pase
adiciona en los vasos pulmonares y extrapulmonares del térax. Durante la
inspiracion € aire llega por la nariz o por la boca, luego es conducido a través
del sistema respiratorio hasta los capilares pulmonares que estan proximos a
cada avéolo en los cuades se rediza € intercambio de gases. Es asi como €

airellegaasu trayecto fina. (7,39)

4.3 ESPIRACION

Al efectuarse € intercambio de gases entre aveolos y capilares pulmonares, la
sangre Ya enriquecida con oxigeno, es recogida por las venas pulmonares, y
dirigida a la parte izquierda del corazon para distribuirla a todo e cuerpo. Una
vez los avéolos contienen € gas carbonico, este es exhalado hacia € exterior.

(39).

4.4 COMPONENTESDEL SISTEMA RESPIRATORIO

ORGANO FUNCION

Cavidadesnasales Estan separadas por un tabicue, y cubiertas por una epidermis
que contiene numerosos foliculos pilosos y dgunas glandula
sebaceas y sudoriparas. Son ricas en elastina y poseen
bastantes vasos aue contribuven a calentar el aire aue entra




Figura No 5: Esquema del aparato respiratorio
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5.ALERGENOS



Inicialmente el término alergeno se referia a lo que hoy Ilamamos fuentes de
alergenos, es decir, los polenes, &caros, mohos, alimentos, etc. Después de
establecer que cada una de las fuentes tiene varios componentes (moléculas)
alergénicos, estos Ultimos fueron designados como alergenos.(4)

Los aergenos son sustancias que producen reaccion de hipersensibilidad
inmediata dando lugar a dos procesos temporamente distintos. una primera
etapa de senshbilizacion en la cua e dergeno penetra a organismo
generamente por la via de las mucosas y es presentado a sistema inmune
donde es reconocido como extrafio y en individuos sensibles, causa produccion
de inmunoglobulina E (IgE) especifica. La segunda etapa es la produccion de
sintomas aérgicos, en donde semanas 0 afios después del proceso de
sensibilizacion, el aergeno es nuevamente internalizado y encuentra células
blanco, que presentan IgE especifica en la superficie de su membrana. Cuando
dos moléculas IgE ligan alergenos bivalentes o polivalentes, produciran
activacion de las células y liberacion de los mediadores farmacol égicos que

darén lugar ala reaccion alérgica(8)

5.1 FACTORES PRODUCTORESDE ALERGENICIDAD

La mayoria de los alergenos son proteinas, glicoproteinas o haptenos gue no
poseen propiedades fisicoquimicas que los diferencien de otros antigenos.
Pueden existir ciertas caracteristicas que facilitan e que una proteina se
convierta en alergeno para un individuo susceptible, las mas importantes son:
lafacilidad para penetrar los mecanismos fisicos de defensa, la complejidad de
la molécula 'y € tamafio, la diferencia genética con € huésped la cud parece

ser e factor fundamental, asi como la concentracién ambiental del alergeno.(8)



52DIVERSIDAD Y ABUNDANCIA DE ALERGENOS

La mayoria de los alergenos particulados tienen un didmetro de 2 a6 um y sus
congtituyentes alergenicos mas comunes son proteinas con un peso molecular
de 10.000 a 40.000 Daltons.(26)

Los aergenos pueden ser de naturaleza muy compleja como: hongos polenes o
acaros, o de menor complegjidad como: caspas animales, aergenos de orina y

haptenos. De las numerosas proteinas de estas fuentes, entre un 20 % y 60 %
son alergénicas, cuando se hacen pruebas cuténeas en individuos alérgicos. Un
paciente alérgico reconocera generalmente més de un alergeno de una fuente
dada, dependiendo de su congtitucidn genética, de la complejidad de la fuente
y ded ensayo utilizado para la determinacion de la aergenicidad, y no
necesariamente reconoce los mismos aergenos. Aquellos que son  méas
frecuentemente reconocidos son denominados a ergenos mayores, en tanto que
los poco frecuentes son denominados a ergenos menores.( 8)

Tedricamente, la respuesta IgE contra una molécula alergenita es la sumatoria
de las respuestas especificas contra cada uno de sus epitopes aergénicos, los
cuales varian en intensidad. Las personas sensibilizadas contra un epitope
reaccionaran contra los alergenos que posean dicho epitope, no importa su

origen. (4)

5.3 PRINCIPALES AEROALERGENOS



TABLA N°1: LISTA DE ALERGENOS INHALANTES

@ Tipodealergeno @ Grupoal que pertenecen los alergenos

5.31 HONGOS ALERGENICOS
Los hongos son organismos eucaridticos de paredes celulares rigidas, que
requieren de carbohidratos externos para su nutricién, debido a que carecen de

clorofila. Muchos de ellos se reproducen por esporas tanto asexuales como
sexuales y a menudo se adaptan a la dispersion aérea.

Los hongos son capaces de colonizar cualquier habitat y durante la evolucion
han desarrollado notable diversidad. En genera requieren de la presencia de
carbohidratos de plantas o aimentos, temperaturas de 18 a 32 grados
centigrados y humedad por encima del 65%.

Por su constitucion glicoproteinica pueden comportarse como materiales
antigénicos o aergénicos y por ello han sido claramente implicados en rinitis,

asma, aspergillosis broncopulmonar y alveolitis ce hipersensibilidad inmediata

).



Los hongos ocupan una posicion muy importante entre los antigenos
inhalados, porque estan presentes tanto en el ambiente doméstico interior como
end arelibre.

Los principales alergenos del aire libre son la Alternariay € Cladosporium
La roya roja o negriza ambas miembros de la clase Basidiomicetos, provocan
problemas de alergia, especialmente en las cercanias de graneros. Los hongos
con mayor prevalencia en sbtanos, ropas de cama, y zonas interiores himedas
son: Penicillium y Aspergillus. Rhizopus nigricans (moho negro del pan),
Sacharomyces cerevisiae (levadura de panadero), Chaetomium, Curvularia,
Helminthosporium, entre otros son también aergenos frecuentes de otros
sitios. (8,37)

Cualquier proteina o glicoproteina soluble que sea un constituyente o producto
metabdlico de hongos, puede ser antigénica o también alergénica, si individuos

genéticamente predispuestos son expuestos a élla. (3,27) (tablaNo 1)

5.3.2 POLENES

La mayoria de los polenes aerotransportados son esféricos, amarillentos de 16
a 60 mm cubicos de diametro en promedio, a menudo contienen |obul aciones
de lipidos en su superficie. Estan constituidos por una capa externa esculpida
en forma visible y que contiene aperturas o poros de forma circular o surcos
elongados generamente en nimero de tres, con dos areas polares en la
terminacion de los mismos. (8)

Debe notarse que la dosis inhalada requerida para producir sintomas en un

individuo sensible varia notablemente; igualmente, las personas sensibles



expuestas a dosis diarias de polen, van requiriendo dosis cada vez menores del

mismo para presentar 1os sintomas. (Tabla Nol)

5.3.3 AEROALERGENOSDE TIPO ANIMAL

Un gran nimero de individuos en la poblacion genera, experimentan
reacciones cutaneas a epitelios animales, estudios realizados han demostrado
gue algunos pacientes asméticos son a érgicos a una especie animal. (8)

L os principa mente implicados son:

*Alergenos de gato: el aergeno més involucrado es € Felt |. Se ha observado
gue la saliva cortiene los aergenos detectables en & pelo, posiblemente por la
costumbre de lamerse. (8).

*Alergenos de perro: por imnumoelectroforesis cruzada se han detectado 25
antigenos en la caspa del animal. Los componentes alergenicos mayores son: la
albuimina sérica y una proteina no sérica denominada Agl3. El suero, la sdliva
y la orina son igualmente fuentes potentes de aergenos. (8)

*Alergenos de insectos. Se ha demostrado que la alergia a la cucaracha es la
més comun en la poblacién Americana, y se ha demostrado que las reacciones
cutaneas positivas a extracto de cucaracha se presentan en un ato porcentagje
de pacientes asméticos en los Estados Unidos. El porcentaje de sensibilizacion
aumenta en la poblacion de baga condicion econdmica, por una mayor

exposicionalergénica. (8)

5.3.4 ACAROS (Polvo de la casa 'y de la habitacion)



Durante mucho tiempo se ha venido atribuyendo a polvo de casa un carécter
alergénico importante y responsable de un gran nimero de dergias
respiratorias como el asmay larinitis cronica

Los &caros del polvo de lacasay de € polvo de la habitacion son piroglifidos
gue pertenecen a la familia de los artrépodos y pueden existir en grandes
cantidades localizados en diferentes nichos. El lugar més propicio para €
desarrollo de &caros de polvo casero y la habitacion es principalmente la parte
superior de los colchones, a de mas se pueden encontrar en muebles, pisos,
nidos de pgjaros y mamiferos.

La supervivencia y reproduccion de los &caros depende de ciertos requisitos
fisicos y bioldgcos como son: luz, humedad, temperatura, perturbaciones
mecanicas, parasitismo y competencia intra o inter especifica. Viven
basicamente por la ingestiéon de la caspa humanay de los hongos anemdfilos.
Desde 1922 se ha especulado sobre la existencia de &caros en el polvo de casa
y su relacion con las adergias. En 1924 se asocio € fendmeno aérgico del
polvo a determinadas circunstancias climaticas, pues se observo mejoria en
ambientes con poca humedad. En 1964 se demostré que € polvo de casa tiene
una cartidad importante de é&caros de alto poder alergizante, y en 1966 se
identificd € D. pteronyssinus como € responsable principal de las aergias
respiratorias inducidas por lainhaacion de polvo de casa.

Se reconoce que del 50% a 80% de individuos asmatic os desarrollan una
marcada sensibilidad a polvo de casa. La actividad domestica pone en
circulacién estas pequefias particulas (&caros), que facilmente se depositan en
las fosas nasdes donde sufren un proceso de disolucion, produciendo la

liberacion de alergenos y la absorcién de estos antigenos por parte del



organismo. Se piensa que 100 &caros por gramo de polvo constituye un factor
de riesgo para la sensibilizacion y que de 100 a 500 &caros por gramo son un
factor de riesgo importante para € desarrollo de la sintomatologia asmética.
(8,40) (TablaNo1)

54 ESTUDIO DE LOS ALERGENOS

El proceso de caracterizacidn de un alergeno comprende varias etapas que van
desde confirmar su aergenicidad hasta definir su estructura y funcién, con el
fin de explorar las posibilidades de eliminar la respuesta de IgE que induce o
modifica la ya existente. Los enfoques y técnicas empleadas pueden variar,
pero todas se sustentan en e desarrollo de la inmunologia, la bioquimicay la

biologia molecular. Los pasos para la caracterizacion de un alergeno son:

~Biologica




6. PATOLOGIASDEL SISTEMA RESPIRATORIO POR

SINDROMES ALERGICOS

6.1 RINITISALERGICA

Es la més comin de las enfermedades nasales, que congtituye un tipo
particular de manifestacion de hipersensibilidad, que se produce como
consecuencia de la exposicién a antigenos, que generalmente ingresan por la
via de las mucosas. Es una inflamacion cronica o aguda de la membrana
mucosa de la nariz, considerada como tipo | de respuesta de hipersensibilidad
y Se caracteriza por una respuesta inmediata a contacto con € alergeno, los
sintomas se producen en los 0jos, la nariz, las orgas y los sinusoides. (5,8)

(Figura No2)

6.1.1 INCIDENCIA

Larinitis alérgica es la manifestacion més comin de una reaccion atopica a los
alergenos inhalados. Alrededor del 10% de poblacion Estadounidense y 18%
de poblacion Colombiana padecen esta enfermedad, que puede aparecer en
cualquier etapa de la vida pero habitualmente comienza durante la nifiez o la
adolescencia.(37. (TablaNo2)

TABLA N°2REACCIONES A AEROALERGENOS

ALERGENO N° de <casos en la|PORCENTAJE
poblacion Colombiana

Acaros total 550 69.35%

Sensibilidad aislada 512 64.565

Pastos total 92 11.60%




Sensibilidad aislada 15 1.89%
Hongos total 54 7.06%
Sensibilidad aislada 6 0.75%
Arboles 8 1%

Malezas 5 0.63%
Epitelios animales total 47 5.92%
Otros 6.44%

6.1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

6.1.2.1 SIGNOSY SINTOMAS

Un atague tipico presenta sintomas como: rinorrea acuosa profusa, estornudos
paroxisticos y obstruccion nasd. El prurito de lanariz y del paladar es coman.
Con frecuencia existe una blefaroconjuntivitis acompariada de prurito intenso
de la conjuntiva y de los parpados. En agunos enfermos, la conjuntivitis puede
ocurrir en ausencia de los sintomas nasales. Los atagues intensos a menudo
van acompafiados por sintomas generalizados de malestar y en ocasiones de
dolor muscular después de periodos de intensa accion estornudatoria. La fiebre
no existe, la hinchazén de la mucosa nasal puede provocar dolor de cabeza,
debido ala obstruccion de los orificios de las cavidades paranasal es.

La exploracion fisica muestra una mucosa nasal, pdlida, hinchada, con
abundante secrecion acuosa. La conjuntiva esté enrojecida, y los parpados con
frecuencia estédn congestionadcs e hinchados. Estos cambios se revierten a la
normalidad cuando no hay exposicién alos alérgenosy entonces el enfermo se

encuentra asintomético (6,37)

6.1.2.2 DATOS DE LABORATORIO
En la rinitis aérgica se observa: Eosindfilos numerosos en las secreciones
nasales, pero la eosinifilia de la sangre es leve o0 normal. La IgE sérica esta4

moderadamente elevada o normal. (37)



6.1.2.3 DIAGNOSTICO DE LA RINITISALERGICA

El diagnéstico esta basado en los antecedentes familiares y del paciente, los

datos de la eploracién fisica durante la etapa sintomética y la Eosinofilia

nasal.

Los métodos diagnosticos utilizados para determinar los posibles agentes

etiolégicos pueden ser divididos en dos categorias: 1) in vivo, que incluye las

pruebas cutaness y de provocacion en la mucosa, 2) in vitro, que incluye la

medida de la IgE total y/o la especifica en € suero del paciente. (8

6.1.2.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA RINITISALERGICA

OTRASPATOLOGIAS

Resfriado comtn:
De origen infeccioso, 103
Sintomas perduran

todo el diay lanoche

Sinusitis:

La descarga nasal es
muco purulentay en
ella predominan
neutrofilos polimorfo -
nucleares

TIPOSDE RINITIS

Rinitis vasomotora croénica: De origen
Desconaocido, hay obstruccién nasal con
drengje haciala parte posterior dela
nasofaringe. En esta no existe paroxismos
de estornudos y la rinorrea es minima, la
congestion es unilateral o bilateral cambial
con la posicion del sujeto, la prueba cuta
nea es negativa.

Rinitis medicamentosa: La congestion se
presenta, por uso excesivo de gotas nasaleq
y nebulizaciones.

RINITIS ALERGICA

La rinitis alérgica es producida tras la
exposicion a un aeroalergeno, los
Sintomas se presentan con més todo

frecuencia en horas de |la mafiana.

Se produce una descarga nasal acuosa

con predominio de eosindfilos.

Existe paroxismos de estornudos,
rinorrea abundante, sintomas oculares
L as pruebas cutaneas son positivas.
Tienen buena respuesta a los antihista
minicos.




6.2ASMA

Definicion: Es un desorden inflamatorio crénico de las vias aéreas, en el cual
numerosas células juegan un papel importante; en particular, mastocitos,
eosindfilos y linfocitos T.

En individuos susceptibles esta inflamacién causa episodios recurrentes de
sibilancias, disnea, tos, usualmente asociados con limitacion variable pero
generalizada del flujo aéreo, la cua es al menos parciamente reversible, ya sea
espontédneamente o con tratamiento, hay espiracion alargada y sonora debido al
estrechamiento generaizado, no localizado, de las ramificaciones bronquiales,
sobretodo las de menor calibre, €l paciente tiene problemas para exhalar y los
alvéolos permanecen inflados durante la espiracion. La inflamacion produce
hiperreactividad de la via aérea. (8,22). El sindrome asmé&tico reversible en
forma espontédnea o por accion de farmacos, tiene frecuentemente origen
alérgico y es una condicion multifactorial determinada por la interaccion de
factores genéticos y ambientales que conducen a un estado de inflamacién

cronico de las vias aéreas.(37)

6.2.1 CARACTERISTICASCLINICAS

Sgnosy sintomas:

Las crisis de asma tipica aparecen con mayor frecuencia en las horas de la
noche, muchas veces a amanecer, y comienzan generalmente con tos quintosa
intensa, acompafiada de sensacion de opresion torécica, seguida de sibilancias,

y posteriormente hay franca disnea de predominio espiratorio.



El paciente generalmente debe sentarse inclinado hacia delante, se ve palido,
moderadamente ciandtico, angustiado, sudoroso, con los muascul os espiratorios
contraidos. Al cabo de un tiempo variable la tos se va haciendo productiva, con
expectoracion blanca, adherente, perlada, con lo cual se va produciendo alivio
del cuadro y quedando € paciente exhausto.

Al redlizar un examen fisico encontramos un paciente disneico, con torax
insuflado, hiperresonante, con espiracion prolongada; hay disminucion
generalizada del murmullo vesicular y de las vibraciones vocaes y se

auscultan sibilancias diseminadas.(1,25)

6.2.2 DIAGNOSTICO

Los sintomas principales del asma son: sibilancias, disnea, opresion torécica,
tos y expectoracion; € diagndstico varia segin € momento en que se presentan
los sintomas con mas frecuencia: en la noche o a amanecer, desencadenados
por estimulos como € aire, frio, alergenos o estados catarrales. |gualmente otra
probabilidad de diagndstico de asma esté dada por la megjoria de los sintomas
por medicacion antiasmatica.

El examen fisico ayuda a excluir otras enfermedades pulmonares, pero no
agrega mayores pruebas diagnosticas. Las sibilancias son importantes, lo
mismo que la hiperinflacion, la disnea, la utilizaciéon de los musculos
espiratorios.(29,37)

7.1CAM -1s UNA MOLECULA DE ADHESION

7.1 MOLECULAS DE ADHESION
Con e término moléculas de adhesion se designa a un grupo diverso de

moléculas proteicas implicadas en la interaccion fisica o de contacto entre dos



células. Las moléculas de adhesion adquieren una relevancia méxima durante
la embriogénesis de los organismos pluricelulares ya que tienen un papel

crucia en los procesos de morfogénesis, migracion celular y organogénesis.

Son ellas las responsables de la cohesion celular, de la segregacion de las
céulas en tgidos, de los plegamientos criticos y de la invasion ordenada y

dirigida que llevan a cabo los diferentes tegjidos para conformar los 6rganos. En
la etapa adulta las moléculas de adhesion juegan un papel importante como

mediadores de la interaccion entre las células.

Las moléculas de adhesion realizan dos funciones principales:

1) se unen a contra-receptores especificos ubicados en otras células o la matriz
extracelular, facilitando las interacciones celulares y la migracion de ellas por

los diferentes tejidos.

2) transducen seflales reguladoras de la transcripcion celular luego de la
interaccion con sus ligandos.

La interrelacion entre un leucocito y una célula endotelial establece un tipo de
unién transitoria entre dos tipos de células diferentes que usuamente
interactlan a través de moléculas de adhesion distintas pero que conllevan a
una répida y trangitoria activacion de genes o vias metabolicas en las dos
cdulas, la interrelacion entre dos células del mismo tipo establecen un tipo de
union por lo general permanente y estrecha a través de moléculas de adhesion
del mismo tipo que llevan a la expresion de vias metabdlicas estables que dan

caracteristicas constantes al epitelio.(13,25)

7.1.1. CLASIFICACION FUNCIONAL



La expresion de las moléculas de adhesion esta determinada por muiltiples
factores en e entorno de cada célula como por gemplo la composicion idnica
del medio (presencia de Cat++, Mg++), € tipo de matriz extracelular, € tipo de
células presentes (del mismo o diferente tipo), la integridad del entorno celular
(cuando hay lesion se exponen otras moléculas), la presencia de factores de
crecimiento, hormonas, interleuquinas, neurotransmisores, factores
inhibidores, presencia de estimulos especificos (eléctricos, fotoquimicos y
mecanicos) a los que reaccionan determinados tipos de células. Existen dos
tipos de interacciones generales a través de las cuales las moléculas de
adhesion gercen sus funciones en e desarrollo, diferenciacidn y regulacion de
la actividad celular. La primera es la mediacion adhesion céula sustrato que
implica la presencia de receptores en la membrana celular que permite la
interaccion activa con los componentes del sustrato y la segunda en la
mediacion de la adhesion célula- célula que

implica la presencia de moléculas complementarias en la superficie de ambas
cdulas llamadas genéricamente CAM (Cdl-AdhesiénMolecules). Se han

descrito tres tipos de interacciones intercelulares: (figura No 3)

O H0 Or® |0

Homofilica:union de dos Heter ofilica: union de dos Conexion: puente
Moléculas del mismo tipo moléculas diferentes y formado por sustancias
complementarias extracelulares  secretadas

7.1.2. CLASIFICACION QUIMICO-ESTRUCTURAL



Segin las caracteristicas quimico-estructurales, las moléculas de adhesion

pueden dividirse en varias familias:

7.1.2.1 Familiadelas Cadherinas

Cadherinas Cadherinas dominio extracelular

NH2

actina

M. celular

En el diagrama se observa el dominio extracelular, trasmembrana e intracelular. Las cadherinas se
fijan al cito esqueleto de la actina a través de un complejo de proteinas denominadas cateninas.

7.1.2.2.Familia delasintegrinas

Cadenaalfa

Cadenabeta

I;J,] Membrana celular

Talina alfa actina

actina

Integrinas son glicoproteinas trasmembranales conformadas por subunidades alfa y beta. La
subunidad alfa tiene los dominios ligadores de calcio o magnesio y la subunidad beta el dominio

ligador detalinay afaactina paralaunion al citoesqueleto. Ambas son necesariasparalaunion alos
componentesde lamatriz extracelular.

7.1.23. Familia delas sdlectinas

neutrofilo

glicoproteinas

P selectina Dominio Lectina
|

Cat+ glicolipido




Selectinas son proteinas trasmembrana que poseen un dominio lectina capaz de reconocer
oligosacaridos especificos asociados a proteinas o a lipidos de membrana. Media uniones
inter celulares dependientes de calcio, transitoriasy débiles. En el recuadro se muestra la estructura
de la P selectina, esta molécula de adhesion s expresada por células endoteliales activadas y
produce la adhesion inicial de leucocitos circulantes a su superficie mientras que se activan

mecanismos de unién mas fuertes mediados por integrinas. Participan en procesosinflamatorios

7.1.2.4.Superfamilia de las inmunoglobulinas (1g- like CAMYS)
Esta superfamilia comprende aguellas proteinas que tienen uno o0 més
dominios extracelulares homélogos a las inmunoglobulinas. Estas moléculas
median la adhesion celular no dependiente de calcio.. Se expresan en
diferentes tejidos por 10 que en su notacion se usa un prefijo que denota el tipo
de tejido en que se describieron o en €l que predominan, por gjemplo:

N- CAM: neuronat cell- adhesion molecule

Ng-CAM: neuroglia- cell- adhesion molecule

[-CAM : intercellular adhesién molecule. (entre leucocitos y células

diana)
La superfamilia de las inmunoglobulinas puede subdividirse en:
Tipo C1: involucradas en el reconocimiento de los antigenos; se incluye aqui
los receptores antigénicos de los linfocitos T y B los anticuerpos, y las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad.
Tipo C2: Proteinas de adhesion celular y fijadoras de complemento; incluyen
cllulas de accion muy diversa, desde adhesiéon neurona ( N-CAM),
coestimulaciéon celular ( CD28, CD80, CD86, CDLA-4 ) y moléculas de
adhesion que en agunos casos son ligandos para las integrinas. Estas

moléculas estan involucradas en la circulacion y tréfico de los leucocitos a los



organos linfoides y a los sitios de dafio tisular por medio de interacciones
célula- célula o célula- matriz extracelular.

Cinco miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas estan expresadas
constitutivamente por las células endoteliales, y se encuentran involucradas en
la adhesion firme de los leucocitos a elas. ICAM -11CAM-2; VCAM-1,
PECAM-1, y MAJCAM-1. La expresion de la mayoria de estas moléculas es
regulada positivamente por varias citoquinas, Ilevando a un incremento en la
unién fuerte de los leucocitos a endotelio durante los procesos inflamatorios.
(24,25)

Superfamila de las inmunoglobulinas.
.

] Membrana celular

Esta moléculas estan constituidas por un dominio extracelular con disposicién en multiples asas
cicladas por puentesdisulfuro (Ig-Likedomain). En su parte proximal presenta partes semejantesa
la fobronectina. Eldominiointracelular esvariabley esel encargado de producir sefiales

intracelulares o mediar la adherencia al citoesqueleto.



8. ICAM -1 (intercellular adhesion molecule-1)

También denominada CD54, es una molécula de adhesion de superficie que
sirve como contrareceptor para la integrina  LFA-1, también se liga a
fibronectina y diferentes tipos de serovirus. En genera sirven como receptoras
o ligadoras, en la superficie de la célula endotelial, para las integrinas
existentes en linfocitos, leucocitos, macréfagos y eosindfilos.

Es fuertemente glicosilada, y pesa de 90 a 115 kDa, es una molécula de
cadena smple que expresa cinco dominios unidos por puentes disulfuro, como
una inmunoglobulina. Se expresa sobre la superficie luminal, intercelular y

subluminal en células del epitelio respiratorio y endotelio que irrigan a este
sstema. Son mediadoras de la inflamacion y pueden regular fuertemente la

expresion en areas locales, esta involucrada en la activacion del neutrdfilo, ya
gue por medio de €ellas se une a las células del endotelio o0 € epitelio. Su

expresion aparece de 16 a 24 horas después de ser estimulada por citoquinas
como: Interleuquina 1 (IL-1), factor de necrosis tumora (TFN), interferén

gama ( IF gama) e Interleuquina 4 (11-4)(8,24)Figura No 8

8.1 ICAM-1s( solubleintercellular adhesion molecule-1)

Los componentes solubles de ICAM -1 son desprendidos de la superficie
celular durante la unién a los ligandos, asi esta concentracién en suero o
fluidos extracelulares reflgja el grado de infiltracion o activacion celular.(10)
La presencia de varias formas de ICAM -1 en circulacion puede ser explicada
por una formacién de complejos consigo mismo y/o con otras moléculas en €
plasma. (31). Esta forma soluble tiene procedencia a través de un clivaje

proteolitico de membrana de la ICAM -1 y es similar estructuralmente a esta,



por lo cual puede participar en reacciones de adhesion dependientes de LFA-1,
(29), ademas su funcion es modulada por la asociacion de dominios
citoplasmicos con la actina del citoesqueleto. (18)

La forma soluble se empezd a detectarse bajo la hipétesis que existen varios
receptores para leucocitos como la IL-2R y receptores de bgja afinidad de IgE
(CD23) en forma soluble en €l suero,(29) paralo cua se realizaron técnicas
de ELISA, encontrandose que ICAM -1s esta presente en individuos sanos
pero que sus niveles se incrementan durante la inflamacion o malignidad.(40)

Estructurade ICAM-1elCAM-1s

N e Serepresentala

bl forma natural de
ICAM-1 unida

C. al endotelioy la
forma soluble

b3 (ICAM-1s) , con
suscinco

b4 dominios

D5

Membrana celular

r
/]

ICAM -1 ICAM -1s




D. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La constante permanencia de materiales organicos en el polvo domestico como los
acaros, e polen, esporas de hongos, emanaciones de insectos y otros animales, que
actian como aérgenos, penetrando directamente en la mucosa respiratoria por
inhalacidén, son la causa més comun de la rinitis alérgica, la cual se ha incrementado
significativamente en los Ultimos afios. De acuerdo con informacion epidemiol 6gica
cerca del 40% de la poblacion general es atOpica, como lo demuestran |os resultados
positivos de las pruebas cutdneas redlizadas con alergenos especificos,(12)
evidenciando un problema de salud que genera una gran morbilidad y afecta de
manera importante la calidad de vida de los pacientes.(12)Estudios realizadbs han
demostrado que en asma extrinseca en fase de activacion o severa, que puede ser
consecuencia de rinitis alérgica, existe un aumento en la expresion de las moléculas
ICAM -1 en e endotelio de la vasculatura del tracto respiratorio.(22). Ademés la
ICAM -1 puede desprenderse del epitelio o del endotelio convirtiéndose en soluble
(ICAM -1s), y mostrdndose como un marcador Util de inflamacion.(10) Durante este
proceso las moléculas de adhesion son reguladas positivamente por varias citoquinas,
[levando un incremento en la unién fuerte de los leucocitos a endotelio y acentuando
asi la enfermedad. Demostrando que |as enfermedades como rinitis alérgicay asma se
deben tratar en un estado inicia para suprimir la inflamacién. Al detectar un aumento
en la expresion de ICAM -1s en pacientes con rinitis aérgica en estado moderado,

severo y leve € tratamiento convencional con antihistaminicos deberia combinarse
con corticosteroides inhalados ya que son antiinflamatorios que intervienen en el

metabolismo del &cido araquidonico, disminuye la sintesis de leucotrienos y

prostaglandinas, reducen la permeabilidad aumentada en la microvasculatura, inhiben



la produccién y secrecion de citoquinas (11-4, 11-5), previene iguamente la migracion
dirigida y la activacion de células inflamatorias.(32) Disminuyendo asi la
hiperactividad bronquia, reduciendo los sintomas que mejoran la calidad de vida y
evitando el riesgo de que € episodio progrese, no obstante para determinar si existe
una mayor expresion de estas moléculas en la rinitis aérgica, se requiere de un
andisis inmunolégico que permita establecer si las moléculas ICAM -1s son un

marcador de la inflamacion y por ende de la severidad de la enfermedad.



E. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Determinar los niveles séricos de la molécula de adhesion intercelular soluble

|CAM -1s en pacientes con rinitis alérgica

OBJETIVOSESPECIFICOS

*Observar s existe aumento de la expresiéon de moléculas ICAM -1s en €
suero de pacientes con rinitis aérgica con respecto a los controles negativos
*Determinar por e méodo de ELISA (sdndwich) la expresién de moléculas
ICAM -1s en pacientes con rinitis aérgica en sus diferentes grados de
severidad

*Anadlizar si existe un aumento progresivo de ICAM -1s proporcional con cada
grado de severidad de larinitis alérgica.

*Determinar s ICAM -1s es un marcador de severidad en larinitis aérgica.



F. MATERIALESY METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio observacional analitico, que compara las concentraciones de

ICAM-1s entre casos de rinitis alérgica, asmay controles..

2. HIPOTESIS

En la respuesta inmune de pacientes con rinitis alérgica en fase aguda hay un

aumento en los niveles s&ricos de las moléculas ICAM -1

3. SELECCION DE GRUPOS

Se trabgj6 con 55 pacientes de ambos sexos,16 hombres y 39 mujeres, 10
como control positivo,10 como control negativo y 35 con rinitis alérgica en
diferentes niveles, con edades entre los 15 y 55 afios. Todos sometidos a
criterios de inclusion.
3.1 Criteriosdeinclusion:
Examen fisico: Descartar otras enfermedades inflamatorias o infecciosas
Pruebas cuténeas: Positivo para a ergenos inhalados.
Pacientes Asmaticos con antecedentes de rinitis alérgica
Individuos para control negativo sin diagnostico de enfermedades
inflamatorias de las viasrespiratorias

Espirometria: obstruccién que responde a los broncodilatadores.



3.2 Criterios de exclusion:
Pacientes con tratamiento por via ora con corticosteroides o
antihistaminicos

Menores de 15 afios, no fueron incluidos en € estudio

4. GRUPO CONTROL POSITIVO

Con la colaboracion del personal médico de la unidad de neumologia del
Hospital Universitario de la Samaritana, fueron seleccionados 10 pacientes
asmaticos, que tenian tratamiento con inhalantes 0 que no estaban en
tratamiento.

Estos pacientes se sometieron a la espirometria con resultados que indicaban:
leve, moderada o parcid dteracién obstructiva con respuesta a
broncodilatadores. Redlizada para comprobar la existencia de asma en €

paciente.

5. GRUPO CONTROL NEGATIVO

Se eligieron 10 personas que asistieron a consulta médica al instituto de Asma,
Alergia e inmunologia, en los que no se encontraron signos ni sintomas de
rinitis alérgica. Estos pacientes se sometieron a pruebas cutaneas por el método
de Prick, las cuales resultaron negativas para los diferentes alergenos. Esto

con € fin de descartar pacientes sintométicos.

6. GRUPO EXPERIMENTAL

El personal médico del Ingtituto de Asma, Alergia e Inmunologia asistio 35

pacientes con signos y sintomas de rinitis alérgica, segin e examen fisico, y



posteriormente les practicaron pruebas cuténeas por € método de Prick,
obteniendo un test positivo para diferentes alergenos. Se clasifico € estado de
la enfermedad de cada paciente en rinitis alérgica: leve, moderada y severa
segun parametros clinicos tales como:sintomas nasales que ocurren
diariamente (cantidad de estornudos, obstruccién nasal, prurito y rinorrea) en
una escala de cuatro puntos: cero = ausente, uno = leve, dos =moderado y tres

=severo (38)(anexos)

7. PRUEBAS

7.1 ESPIROMETRIA

La espirometria consiste en determinar la actividad ventilatoria de un
individuo, midiendo los volumenes y capacidades pulmonares. Para realizar

esta prueba se requiere de un espirometro que se fundamenta en una campana
[lena de gas que flota dentro de un canal con agua. A este canal se conecta un

tubo por uno de los extremos y €l otro extremo se conecta con la boca del

paciente. La espiracion e inspiracion se registran en un espirograma.(39) Existe
la espirometria de circuito abierto frecuentemente utilizada, ya que es una
técnica smple, de mas f&cil entendimiento para quien se redliza la pruebay a
su vez disminuye € riesgo de infecciones, pues en esta € paciente inhala a

maximo(capacidad total del pulmon. TLC) sin utilizar € tubo, hasta que se ch
la orden de exhalar que esel momento donde se coloca el tubo sobre la boca
y exhala fuerte y completamente como sea posible, este esfuerzo produce un

flujo que se traduce en una curva de tiempo - volumen.

En la espirometria de circuito cerrado, € paciente respira normalmente a través

de un tubo conectado en la boca y cuando se le da la instruccion debe inhalar



profundamente y exhalar con fuerza por e mismo tubo durante seis segundos
0 hasta que finalice € test. (40)

El vaor diagnéstico esta en que evalla la presencia o severidad de la
enfermedad pulmonar y permite la monitorizacién de la efectividad de la

terapia a medir la extension de ateracion pulmonar.(39)(Figura No6)

Figura No 6: Espirémetro

7.2 PRUEBASCUTANEAS

Las pruebas cutareas son un método usado generamente para confirmar la
sensibilidad especifica en pacientes con enfermedad atdpica o con anafilaxia
después de que sus antecedentes sugieren los alergenos persistentes que deben
ser probados. Minutos después de la introduccion del aergeno, la histamina
liberada por las células cebadas de la piel provoca vasodilatacion (eritema),
edema localizado por aumento de la permeabilidad vascular (roncha) y prurito.
La piel reacciona a aergeno en cas todos los enfermos con aergia detipo I,

aun cuando sus sintomas ocurran en otros organos blanco como la nariz, la



conjuntiva, los pulmones o € aparato digestivo. Muchas pruebas con aergenos
pueden ser g ecutadas simultdneamente.

Las pruebas cutaneas resultan confiables, convenientes y seguras, se ha
demostrado que son Utiles para e diagnostico en pacientes con enfermedad
aérgica

Los antihistaminicos inhiben o disminuyen la respuesta a las pruebas cutaneas
y por lo tanto, su administracion debe suspenderse minimo durante una
semary, antes de la prueba. La hidroxicina es inhibidora hasta por una semana,
las xantinas, los medicamentos simpaticomiméticos y los glucocorticoides no
inhiben la reaccion a las pruebas cutaneas y no necesitan ser suspendidos antes
de la prueba

Siempre deberén hacerse pruebas cuténeas por € método del prick. Las
pruebas se aplican en la espalda o en las superficies internas de los antebrazos,
dependiendo del nimero de pruebas, estas deberdn ir acompafiadas por un
diluyente que sera e testigo, algunos aergdlogos emplean histamina como

testigo positivo.(8,37)

7.2.1. Procedimiento:

Se toma la cara anterior del brazo y ante brazo en los pacientes, la pid se
limpia con alcohol se secaad aire, se marca el lugar de cada antigeno a estudiar
y se coloca una gota dd extracto concentrado del mismo, se punza
(intradérmico) la piel en un angulo de 90 grados, con una lanceta a través de la
gota, después de 20 minutos, tiempo en € cua se produce €l pico de mayor

reaccion, la gota es retirada y la reaccion es medida y registrada por cruces



teniendo en cuenta € didametro del eritema y € de la roncha en mm

comparandolos con € control positivo.(8,40) tabla No3

Tabla No 3: Sistema graduado de lectura de pruebas cutaneas

GRADO RONCHA mm ERITEMA mm
0 Menor de 4 Menor de 10
2+ 510 21-30

3+ 10-15,seuddépodos 31-40

4+ Mayor de 15 Mayor de 40

Se emplea solucion salina a 0,85% como control negativo e histamina como
control positivo la cual aumentala permeabilidad al favorecer la dilatacion de
los vasos sanguinecs, la digpédesis de las células, € quimiotactismo y la
exudacion plasmética iniciando asi  una reaccion inflamatoria que se observa
en la formacion de una papula, eritemay prurito en € area afectada.( Area de
puncién).(32)

Cuando la prueba esta bien hecha € testigo es negativo y un resultado de 2+ o
mayor es significativo. Los alergenos que dan resultados negativos o 1+ con €

prick deben ser confirmados por la via subcuténea.(37) (figura No 7)

Figura No 7: pruebas cutaneas




Polvo

GATO
Pastos
Aplicacién delosalergenosen la Se muestran reacciones positivas para
superficie del brazo del paciente. Se algunos aler genos ( pastosy acaros), se
observa la gota de alergeno dispuesto observaeritemay papula.
apenetrar lapiel.

8. RECOLECCION DE MUESTRAS

Una vez cumplidos los criterios de inclusién se completaron los grupos de
trabajo y se procedio a recolectar las muestras de sangre de cada uno de los
pacientes. En total asepsia se tomaron muestras de sangre venosa, en tubos
secos (sin anticaagulante), que luego fueron centrifugadas durante 15 minutos
con € fin de obtener & suero de cada paciente, este fue separado y alicuotado,
para posteriormente ser amacenado a —70 grados centigrados, hasta ser

estudiados. (FiguraNo 8,9y 10)



Figura No 8:toma de muestra

En la figura observamos la obtencién de las muestras de los pacientes que entraron al estudio. Se
tomé una muestra de sangre sin anticoagulante, para la obtencién de suero.

FiguraNo 9: Muestras de suero de los pacientes

Luego dela
centrifugacion se
obtuvieron sueros
que fueron
alicuotadosy
almacenados

A -70°C, para
luego ser
analizados.




Figura Nol0: Almacenamiento a menos 70°C

9. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

9.1. Fundamento dela prueba. Método de ELISA:

Este es un ensayo inmunoenziméatico de |CAM -1s,de tipo sdndwich en la cual
las moléculas ICAM -1s de la muestra son capturadas por un anticuerpo
monoclonal anti-lCAM -1s que se encuentra en |los pozos del microplato y por
otro anticuerpo monoclonal anti-lCAM -1s e cua esta biotinizado, siendo esta
la fase sdlida donde esta el complejo Ag-Ac. Luego se agrega un conjugado de
estreptavidina peroxidasa que se une a Ac biotinizado pues la biotina es a fin
con la estreptaviding, después de una incubacién se agrega un cromogeno con

peroxidasa ya que la peroxidasa reacciona con la estreptavidina y hace que se



produzca un color , € cua % mide por su intensidad que es proporciona ala
cantidad de ICAM -1s que se encuentra en lamuestra o el standard. (17)(figura

Nol1)

Figura No 11: fundamento técnica de ELISA sandwich

Cromogeno peroxidasa

ICAM-1s

9.2 Desarrollo delatécnica:

Se procedi6 a redizar la técnica segin € inserto de la casa comercia
(Beackman Coulter Company) para la identificacion de moléculas ICAM -1s
en suero, plasmay otros fluidos por € método de ELISA.

a) Preparacion de estandares:

Se hace una dilucion seriada del patron standard ya listo 160ng/ml, para
obtener las diferentes concentraciones que luego serén graficadas para

extrapolar las muestras en estudio. Seguin instrucciones de la casa comercial

TABLA N°4: PREPARACION DE STANDAR



b) Se llenan los pozos del microplato con 50 ul del standard o la muestray se
agrega 50 ul del articuerpo biotinizado. Se incuba durante 2 horas a

temperatura ambiente en continuo movimiento a 350(rpm).(Figura No12)

Figura No 12a

ICAM -1s
Con los
suerosy

estandares




c) Se lavan los pozos con solucién lavadora previamente preparada, tres
veces descartando fuertemente en cada lavado el contenido de cada pozo.

d) Seagregan 100ul de conjugado a todos los pozos exceptuando el blanco, se
incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente, y en continuo

movimiento a 350 (rpm).(Figura No 12.b)

Figura No12b

Placa de ICAM -1s
con conjugado

€) Lavar tres veces con solucién lavadora, descartando fuertemente €l

contenido de los pozos.
f) Se agrega 100ul de cromdgeno en todos los pozos y se incuba durante
15 minutos a temperatura ambiente y en constante movimiento

350(r.p.m.) (figura 12.c)

FiguraNo12c

Placa de
ICAM —1s
con
Cromadgeno,
luego dela
reaccion con
el conjugado.




g) Por Ultimo se aflade 100ul de solucion stop a todos los pozos

incluyendo € blanco. (figura 12.d)

Figura No 12d

Placa de |ICAM -1s
con lasoluciéon de
frenado.

P - -

h) Finamente se lee |a absorbancia de cada Fnueﬂray el standard a 450 nm.

El equipo utilizado para leer esta técnica es un lector de ELISA, Multiskan
Mcc/340. Que consiste en un fotémetro de 8 canales con un filtro de luz en la
zona vertical y es designado para leer la absorbancia de liquidos donde la luz
araviesa la muestra. La longitud de onda (340-750nm) es seleccionada
utilizando 8 filtros de interferencia sostenidos en una rueda, asi la absorcion de
laluz es proporciona ala cantidad de luz absorbida en la sustancia. Se utilizan
microplatos de 8x12 y las lecturas son procesadas y enviadas a un centro de
impresion. Este equipo esta destinado para medir ensayos calorimétricos y
turbidimetricos, tipicos de inmunoenzayos enziméticos Yy trabgos

microbiol égicos.(figuraNol3)



Figura No 13: Lector de ELISA

Se observa un multiskan Mcc/ 340. Las muestras se leyeron a una absorbancia de 450 nm

G. METODOSESTADISTICOS

Los niveles de ICAM -1s en € suero de pacientes de los diferentes grupos de estudio
fueron comparados usando un andlisis de varianza (ANOVA). Se halaron los
intervalos de confianza arededor del promedio de cada grupo, obteniéndose una
probabilidad estadisticamente significativa,(P<0.05) la cua fue comprobada por el

método de Bonferroni. Por Ultimo se redliz6 una gréfica de progresion lineal de las



concentraciones promedio, de ICAM -1s, de control negativo, rinitis alérgica leve,

moderada, severay asma con sus respectivos sus interval os de confianza.

H. RESULTADOS

Las concentraciones de ICAM-1s en los grupos de estudio se obtuvieron por

extrapolacion de las absorbancias de las muestras en una curva esténdar hallada al

graficar las absorbancias del estéandar y las concentraciones dadas por € fabricante.

(TablaNol).

TABLA Nol: Concentraciones séricas ng/ml de ICAM -1s de cada grupo en

estudio
Rinitis Rinitis
Alérgica Alérgica
leve moderada
1 5.40 4.90 5.20 7.23 9.20
2 5.00 6.69 6.65 75l 7.10
3 5.30 6.61 6.68 6.93 6.90
4 5.8l 7.18 8.49 5.29 9.25
5 5.85 6.10 6.52 6.12 6.50
6 5.60 5.95 6.70 6.70 6.70
7 5.20 5.80 6.54 6.40 6.80
8 0.20 4.30 6.52 5.80 6.60
9 0.10 6.40 6.69 4.50




10 3.70 6.51 6.08 7.00
11 6.43 5.16

12 6.42 4.59

13 8.60

14 9.23

15 8,7

Los promedios obtenidos del grupo en general (rinitis leve, moderada, severa'y asma)
mostraron un aumento de las concentraciones de 1CAM -1s en relacion con € control
negativo. Por lo cual serealizd un andlisis de varianza que mostré una P = 0.0013 entre

los grupos. (TablaNo 2y 3)

TABLA No 2: Determinacioén devarianza

Andlisis de varianza de un factor

TablaNo 3: Test de ANOVA

Gréfica No: 1 Comparacién de promedios de las concentraciones (ng/ml) de

ICAM -1s Control positivo Vs control negativo.
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cont negativo cont positivo
Grupos de estudio cont nega:jil

cont positi

Tabla No 4: Valoresng/ml de ICAM -1sy datos estadisticos de control positivo Vs control
negativo.

__[Feontnegativo | contpositivo |

[ JICAM -1s ng/ml
5,40 9,20
5,00 7,10
5,30 6,90
5,31 9,25
5,85 6,50
5,60 6,70
5,20 6,80
0,20 6,60
0,10 4,50
3,70 7,00
Media 4.16 7,06
2,19 1,36
probabilidad 0.0023

En € grupo de pacientes asméticos las concentraciones de |CAM -1s aumentaron (X=
7.06) con respecto a control negativo (X= 4.17), tal como se esperaba ademés de

encontrar una probabilidad significativa (p< 0.05). (Gréafica No 1, tabla No 4)

Gréfica No 2. Comparacién de promedios de las concentraciones (ng/ml) de

ICAM -1s Control negativo Vsrinitis alérgica leve



Tabla No 5: Valores ng/ml de ICAM -1s y datos estadigticos de Rinitis alérgica leve Vs
control negativo.

[ JICAM -1s ng/ml

5,40 4,90
5,00 6,69
5,30 6,61
5,38l 7,18
5,85 6,10
5,60 5,95
5,20 5,80
0,20 4,30
0,10
3,70

Media 4.16 5,94
2,19 0,95

Gréfica No 3: Comparacién de promedios de las concentraciones (ng/ml) de

ICAM -1s Control negativo Vsrinitis alérgica moderada
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Grupos de estudio '

Tabla No 6: Valores ng/ml de ICAM -1sy datos estadisticos de Rinitis alérgica moderada

Vscontrol negativo

_RA moderada

[ JICAM -1s ng/ml
5,40 52
5,00 6,65
5,30 6,68
5,31 8,49
5,85 6,52
5,60 6,7
5,20 6,54
0,20 6,52
0,10 6,4
3,70 6,51
6,43
6,42
Media 4.16 6,59
Desv standard 2,19 0,95

Gréfica No 4: Comparacién de Promedios de las concentraciones (ng/ml) de

ICAM -1s control negativo Vsrinitis alérgica severa
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Tabla No 7: Valores ng/ml de ICAM -1sy datos estadisticos de Rinitis alérgica Severa Vs

control negativo

- R

[ JICAM -1s ng/ml

5,40 7,23

5,00 7,51

5,30 6,93

5,31 5,29

5,85 6,12

5,60 6,7

5,20 6,4

0,20 58

0,10 6,69

3,70 6,08

5,16

4,59

8,6

9,23

8,7
Media 4.16 6,74
Desv standard 2,19 &5

En el grupo experimental (rinitis alérgica en diferentes grados de severidad), se hall6
gue las concentraciones de la molécula ICAM -1s aumentaron en genera con respecto a
control negativoy este fue progresivo entre cada estadio de la enfermedad.

(Gr&ficasNo 23y 4)



Gréfica No 5: Comparacion de la media de las concentraciones (ng/ml) de ICAM-

1sen losgrupos de estudio.
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TABLA No 8: Valor delas medias y desviacién standard de las concentraciones de

ICAM -1s obtenidas encada grupo de estudio

Los niveles de |CAM -1s en € suero de pacientes con rinitis alérgica progresaron de
acuerdo a estadio de la enfermedad. Rinitis leve (X=5.94)< rinitis moderada (X=
6.59)< rinitis severa (X=6.74) < asmaticos (X=7.06)con respecto al control negativo.

(X=4.17). (Tabla No8 Gré&fica No 5)

Gréfica No 6 : probabilidad del evento con respecto al control negativo



ORA leve
ERA moderada
ORA severa

TABLA No 9: Correccion de probabilidades (bonferroni)

Al hallar por e método convencional la probabilidad de que € evento (expresion de
moléculas ICAM -1s) no sucediera, se observO que a medida que progresa la
enfermedad dicha probabilidad disminuye, significando esto que la expresion de la
molécula s aumenta a acentuarse la enfermedad. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las concentraciones de ICAM -1s en cada
grupo de estudio a medida que progresa la enfermedad y € control negativo, Rinitis
moderada(p= 0.0017), rinitis severa (p=0.0014) y asma (p= 0.0023), excepto en larinitis

leve (p= 0.0495). (Gréfica No 6)



Estas probabilidades fueron corregidas por € método de Bonferroni (Mditiples

pruebas), que arrojaron los mismos datos de probabilidad (P<0.05) (tabla No 9)

Gréfica No 7: Progresion lineal de las concentraciones de IC AM -1s en 10s grupos

Progresn Concentradion tamilx Qupos de ESLck

=+ Ronedo—+1CH



de estudio

Progresiéon concentracion ICAM-1s Vs estadio delaenfermedad  de

cada grupo.
Promedio 4.17 5.94 6.59 6.74 7.06
D.S. 2.19 0.95 0.72 1.35 1.36
E.S. 0.69 0.34 0.21 0.35 0.43
IC95INF 2.81 5.28 6.18 6.05 6.21
IC95SUP 5.52 6.60 6.99 7.42 7.90

En la grafica No 7 progresion concentracion ICAM -1s por grupos de estudio, se

Control Rinitis Rinitis Rinitis Asma
negativo Leve moderada severa
muestra una prc xio de ICAM -1s de cada

@ romedio @ icos

los intervalos de confianza obtenidos alrededor de cada grupo, indicando que la

grupo de trabajc Jerada, severay asma, con
concentracion de ICAM -1s, aumenta con la gravedad de la enfermedad.

Al comienzo de la gréfica se observa que €l rango entre los intervalos de confianza (1C)
dd control negativo es mayor (IC 2.81- 5.52)(X=4.17) con relacién a grupo
experimental, pues los intervalos de la rinitis cada vez se aproximan mas al promedio o
media de cada grupo. Rinitis leve (IC 5.28 — 6.60)(X=5.04), rinitis moderada

(IC6.18 — 6.99) (X=6.59), rinitis severa (IC 6.05 — 7.42)(X= 6.74), d fina de la gr&fica
el rango de los intervalos de confianza se amplia nuevamente en os pacientes asmaticos

(IC6.21 — 7.90= (X = 7.06) (TablaNo 6 Gr&ficaNo 7)



|. DISCUSION

En la rinitis alérgica se ha destacado € papel de las moléculas de adhesion en €
reclutamiento de las células inflamatorias. Una de estas moléculas es la ICAM -1 la
cual eleva su expresion en € endotelio luego de la activacion celular y produccion de
citoquinas inflamatorias que atraen y acumulan leucocitos estimulando los receptores
de adhesion en la superficie celular. (2) De manera que da estimular € endotelio
vascular se desencadena la expresion de la selectina endotelial, la cual causa que los
leucocitos circulantes exhiban una adhesién de rodamiento a endotelio. Algunos
leucocitos se adhieren firmemente a endotelio y migran a espacio perivascular. El
rodamiento de los leucocitos es seguido por un aumento de la expresion endotelia de
los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (ICAM -1, ICAM -2y VCAM-
1), junto con sus correspondientes integrinas en la superficie de los leucocitos las cuales

permiten una interaccion entre leucocitos y células endoteliales. (24)



Se ha encontrado que 1CAM -1 posee una forma soluble (ICAM -1s) que es estructural y
funcionalmente similar a ICAM -1, por lo que también participa en reacciones de
adhesiéon a LFA-1,(43) convirtiéndose asi en un marcador inflamatorio. Estudios han
demostrado que la molécula ICAM-1s se aumenta en pacientes asmaticos y en
pacientes con rinitis aérgica (16), pero no demuestran € aumento de la expresion de
ICAM -1s relacionado con la severidad de la enfermedad, por lo cua en este estudio se
quiso observar si esta molécula

(ICAM -15) se puede tomar como un marcador de severidad de larinitis alérgica

Los resultados obtenidos confirmaron nuestra hipétesis a  obtener diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones de ICAM -1s y € avance de la
enfermedad. Para lograr esto tomamos pacientes con rinitis alérgica en estado leve,
moderado y severo a medir sus niveles moleculares de ICAM -1s y obtener sus
concentraciones marcaron diferencias significativas entre cada estadio de la
enfermedad, mostrando un aumento progresivo de la molécula a evolucionar la rinitis
alérgicay estabilizandose a llegar a la fase severa existiendo una aproximacion de las
concentraciones de | CAM -1s de rinitis alérgica con respecto a los pacientes asméticos
tomados en este caso como control positivo, ademés se encontré que en el estado leve
de la enfermedad la expreson de ICAM -1s no fue significativa, ya que € dafio
endotdia aln no es severo y la proliferacion leucocotaria no alcanza concentraciones
que conlleven a aumento de las moléculas de adhesion, mientras que en los estados
moderado y severo € aumento en la expreson de moléculas ICAM-1s es més
significativo debido a que en edtas, la respuesta inmunolégica hacia la fagocitosis de
los microorganismos es mayor y por tanto hay un aumento en la extravasacion de

polimorfonucleares quienes también aumentan Illegando a sitio de inflamacion y



provocando mayor dafio tisular como consecuencia de la degranulacion, consolidando
asi lainflamacion local.(42).

Debido a que los pacientes asméticos no estaban clasificados por grados de severidad
de su enfermedad por lo cual la expresién de moléculas |ICAM -1s difiere, obteniéndose
asi una mayor varianza(32)

Se observo que la probabilidad de que no exista un aumento de la expresién de la
molécula fue mayor en los pacientes con asma que en rinitis moderada y severa, sin
embargo en larinitis alérgicala probabilidad de que no suceda el evento disminuye con
laseveridad de la enfermedad.

La confirmacion que la rinitis alérgica es un marcador inflamatorio, se obtuvo de la
probabilidad p<0.05en el grupo derinitis alérgica en general. pues aunque e aumento
de expresion de la molécula no es constante en € grupo experimental total, la expresion
se aumenta en todos los grados de la enfermedad.

Los intervalos de confianza hallados y representados en la gréfica de progresién lineal

muestran & inicio (Control negativo) un amplio rango, lo que significa que en este
estado la expresion de las moléculas | CAM -1s es constante puesto que son individuos
que no presentan ninguna enfermedad inflamatoria. Al continuar la progresion lineal de
la gréfica se encontré que los valores cada vez se van acercando més hacia e valor
medio, lo que indica que la variabilidad entre las concentraciones de las moléculas de
estos pacientes es menor dandole un valor mas especifico y a finalizar se observa
nuevamente una amplitud entre los intervalos de confianza de las concentraciones de
ICAM -1s la cua se hace constante y estable debido a que este es el estado més critico
de la enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias en donde se encuentran los

pacientes asmaticos.



Todos los datos analizados permiten afirmar que la molécula 1CAM -1s, es de ayuda
diagnéstica, en larinitis aérgica en estado moderado y severo, siendo un indicador del

estado inflamatorio.

CONCLUSIONES

La molécula ICAM -1s es un marcador de severidad de la rinitis alérgica ya
gue en €l estado severo de estos pacientes se produce un marcado aumento

serico de los niveles de dicha molécula

Se confirmé que 1CAM -1s es un marcador inflamatorio, debido a que las
concentraciones de ICAM -1s muestran un aumento en una reaccion

inflamatoria (rinitis alérgica) en general.

En la rinitis aérgica leve la concentracion de la molécula no es un dato

significativo para € diagnéstico, debido a que la probabilidad de que no



aumente la expresion de la molécula ICAM -1s es mayor que en los estadios

moderado y severo de la enfermedad.

En pacientes con rinitis alérgica en estado moderado y severo la medicion de
la molécula ICAM -1s, es de ayuda diagnostica y ademés permite la
adecuada administracion de un tratamiento que disminuya la progresion del

episodio.

L os resultados de este estudio brindan la posibilidad de meorar la calidad
de vida de los pacientes con rinitis aérgica, graciasaun rapido diagndstico,

dirigido a combatir la inflamacion que es €l punto clave de la enfermedad.

Los valores de referencia de las concentraciones de 1CAM -1s, hasta €
momento pueden estar guiados por € vaor promedio obtenido en cada

grupo, en la poblacion Colombiana en edades entre 15 y 55 afios.



K. RECOMENDACIONES

Los avances en € estudio de larinitis alérgica han permitido revelar algunos
pasos de la cascada inflamatoria. Sin embargo, no es claro porque la
enfermedad es leve en algunos pacientes pero severay persistente en otros.
En e futuro deben investigarse los factores que determinen la severidad y
cronicidad de la enfermedad.

Se sugiere hacer un estudio que confronte los niveles de la molécula | CAM -
1s con a administracion de corticosteroides para observar si se disminuyen
los niveles de expresion de la ICAM -1y asi |a hiperactividad bronquia y los
sintomas.

Se propone un nuevo estudio con una poblacion mayor, para €

establecimiento de valores de referencia de |as concentraciones de ICAM -1s



que definan los niveles de la molécula en cada estadio de larinitis alérgicaen
la poblacion Colombiana.

Se recomienda investigar méas especificamente sobre la rinitis alérgica leve,
para poder establecer un método efectivo de diagndstico, ya que en este
estudio los datos obtenidos de este grado de la enfermedad no fueron lo

suficientemente significativos.

I. ANEXOS

Reactivos utilizados para el desarrollo delatécnicade ELISA

ICAM -1s.Inmunotech. Beckman coulter company

Los reactivos deben ser ailmacenados de 2 a 8°C. En € kit se provee de:

1) Un microplato y cubierta: 96 pozos con un anticuerpo monoclonal anti-lCAM -1s. €
microplato es de 12 x 8 pozos, listo para usar.

2) Un standard de ICAM -1s: Liofilizado, contiene aproximadamente 160 ng/ml de
ICAM -1s humano recombinante, se encuentra en presencia de suero y azido de
sodio (mayor de 0.1%).Se debe recongtituir € standard liofilizado con e volumen
del diluyente 1 hasta € nivel indicado. La concentracién del estdndar debe ser de
160 ng/ml luego de ser recongtituido. Después de esta recongtituido €l standard es

estable un mes almacenado de2 a 8°C antes de la fecha de expiracion cuando es



3

4)

6)

8)

alicuotado en tubos plésticos y amacenado a  -10°C. Las diluciones del standard

deben prepararse para cada ensayo y no deben ser almacenadas.

Un anticuerpo monoclona biotinizado anti- ICAM -1s: Un via de 6ml, listo para
usar. Este contiene el Ac monoclonal anti-lCAM -1s, proteinas y preservativos. La
solucion es estable de2 a 8°C antes de la fecha de expiracion.

Diluyente 1: dos viales de 25 ml, listo para usar. Contiene proteinas y écido de sodio

(mayor de 0.1%), es usado para la preparacion del stardar y la dilucion de las
muestras con concentraciones de 1CAM -1s mayores de 16ng/ml. La solucion es

estable de 28°C antes de fecha de expiracion.

Conjugado de estreptavidina-HRP: un via de 12ml listo para usar. Este contiene un
conjugado de estreptavidina- peroxidasa, proteinas y preservativos. Es estable de 28
°C antes de la fecha de expiracion.

Solucion de lavado (20X): un vial de 50ml, La solucion stock debe ser diluida con

950ml de agua destilada antes de su uso, la solucién es estable un mes de 2-8°C o
hasta la fecha de expiracion si es aicuotaday almacenada a -10°C.

Cromogeno TMB: un via de 12ml listo para usar, estable de 2-8°C antes de la fecha
de expiracion.

Solucion stock: un vial de 6ml listo para usar, contiene &cido sulfdrico 2n. Es un

producto irritante y debe tenerse cuidado con e caor, la solucién es estable de 2

8°C antes de la fecha de expiracién



FORMATO DE CLASIFICACION DE PACIENTES (LEVE, MODERADO Y

SEVERO) CON RINITISALERGICA SEGUN EXAMEN FiSICO.

Nombre(s) y apellidos

Identificacion No:

Edad Sexo

Examen fisico:
Conjuntiva:
Mucosa nasal:
Oido:

FC:

FR:

Sintomatologia por dia
Ausente + ++ +++ ++++
Estornudos
Prurito
Rinorrea
Obst nasal

Prueba cutanea:

Frecuencia con gque se presentan los sintomas:

Estado de la enfermedad del paciente:




D

2)

3

4)
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