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RESUMEN

Cada vez existe mas evidencia en la literatura mundial de que la inmunidad mediada por células
tiene participacion en la patogénesis del asma, de existir este proceso, se esperaria la presencia de
linfocitos T activados. La activacion de linfocito T se acompana de la expresién de ciertas moléculas
de superficie que incluyen el antigeno de histocompatibilidad clase Il (HLA-DR) y el receptor para la
interleucina 2 (IL-2R). Estos marcadores dan indicio de la activacion celular in vivo. Desde 1988
existen trabajos de investigacion en adultos con asma grave, en donde se confirma esta hipotesis y
se ve que la presencia de estos marcadores de activacion correlaciona con la gravedad del cuadro
clinico. En este trabajo se estudiaron los casos de 20 nifios con asma leve, moderada o grave, a los
cuales se les midieron los niveles de linfocitos T en sangre periférica y por medio de citometria de
flujo la presencia o no de los marcadores de activacion ya mencionados. Se compararon los
resultados de citometria de flujo con los obtenidos en un grupo control de nifios sin asma y de las
mismas edades. La relacién entre masculinos-femeninos fue de 2.3:1 y en cuanto a edades el grupo
mas numeroso fue el de preescolares (50%). En relacion a la gravedad del asma, 15% tuvieron
asma cronica leve, 70% asma cronica moderada y 15% asma crénica grave. No se encontro
diferencia significativa entre los valores de marcadores de activacion de linfocitos T de los pacientes
que tuvieron crisis asmatica leve o moderadas comparados con los nifios de la misma edad en el
grupo control; sin embargo, si se encontré una diferencia significativa de la presencia de estos
marcadores entre los nifios con crisis asmaticas graves y su grupo etario de control. Los nifios con
crisis asmaticas graves se encontraban en el grupo de asma cronica grave (75%) y asma cronica
moderada (25%). Conclusiones: De acuerdo a estos resultados podemos afirmar que en nuestro
grupo de estudio encontramos una correlacion directamente proporcional entre la gravedad del
asma y especialmente de la crisis asmatica, con la presencia de marcadores de activacion de
linfocitos T en sangre periférica. Es necesario continuar mas estudios orientados en este sentido
para poder entender mas la fisiopatogenia de la respuesta asmatica y asi poder ofrecer mejores
alternativas terapéuticas a los pacientes.

Palabras clave: Linfocitos T, marcadores de activacion, sangre periférica, asma grave.
ABSTRACT

More and more, there is evidence in world literature indicating that immunity gotten by means of cells
has takes part in asthma pathogenesis. If this process really existed, we would expect the presence of
activated T lymphocytes. The activation of T lymphocytes goes along with the expression of certain
surface molecules that include the class Il antigen of hystocompatibility (HLA-DR) and the interleukin-
2 receptor (IL-2R). These markers indicate the in vivo cellular activation. Since 1988 there are some

* Alergdloga Pediatrica. Clinica de Alergia Pediatrica. Pachuca, Hidalgo. Miembro del Colegio Mexicano de Pediatras Especialistas
en Inmunologia Clinica y Alergia.
** Vicepresidente del Colegio Mexicano de Pediatras Especialistas en Inmunologia Clinica y Alergia. Periodo 2008-2009.
** Jefa del Departamento de Dermatologia, INP.
**** Jefe del Servicio de Alergias, Instituto Nacional de Pediatria, México.


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

10 ymunologfia Pedidtricas

Huerta HRE y col. Activacion de linfocitos T en nifios con asma

Vol. 16, Nim. 1 ¢« Enero-Abril 2007

research works in grown-up people suffering from severe asthma. These studies confirm the
mentioned hypothesis and show that the presence of these activation markers is correlated with the
severity of the clinical condition. In this study, the cases of 20 children with mild, moderated and
severe asthma were studied. The children were measured their levels of T lymphocytes in peripheral
blood and the presence or not of the already mentioned activation markers though flow cytometry.
The flow cytometry results were compared with the ones obtained from a control group of children
having no asthma and with the same age. The male-female ratio 2.3:1 and with relation to the ages,
the pre-school group was the most numerous (50%). With regard to the asthma severity, 15% of the
children had mild chronic asthma, 70% had moderated chronic asthma, and 15% severe chronic
asthma. There was no significant difference among the values of T lymphocytes activation markers in
the patients suffering from asthmatic mild or moderated crisis when compared with the values from
the children of the same age in the control group. There was, however, a significant difference in the
presence of those markers between the children with severe asthmatic crisis and those children from
the same age in the control group. The children suffering from severe asthmatic crisis could be found
in the group of severe chronic asthma (75%) and moderated chronic asthma (25%). Conclusions:
According to these results we can assert that, in our group of study, we found a directly proportional
correlation between asthma severity —and especially asthmatic crisis— and the presence of activation
markers of lymphocytes T in peripheral blood. It is necessary to carry on more studies oriented in this

sense in order to be able to understand a lot more the physiopathogeny of the asthmatic response

and offer better therapeutical options for the patients.

Key words: T lymphocytes, activation markers, peripheral blood, asthma severity.

INTRODUCCION

Recientemente se ha dado mucha atencién al infil-
trado inflamatorio dentro de las vias aéreas de los
pacientes con asma.’ Tal inflamacién puede ser la
base de la hiperrespuesta que es caracteristica de
esta enfermedad; los linfocitos son prominentes en-
tre las células inflamatorias que infiltran los bron-
quios en los estudios de autopsia de los pacientes
que mueren por asma,? pero poco se sabia del posi-
ble papel de los linfocitos en esta enfermedad.
Ademas la cuestion de si estas células pueden
contribuir de alguna manera a la patogénesis del
asma, es relativamente reciente y se le ha dado
poca atencién.

El primer estudio relacionado a esto, realizado en
1988 utilizando citometria de flujo para medir la ex-
presiéon de marcadores de activacion de los linfocitos
T en pacientes con crisis asmatica grave, demostré
linfocitos T activados en la sangre periférica de es-
tos pacientes y el porcentaje de estas células dismi-
nuy6 después del tratamiento y la mejoria clinica.®

Los marcadores de activacion que se han medido
son los antigenos de histocompatibilidad clase Il
(HLA-DR), el receptor de interleucina — 2 (IL-2R)® y
VLA-1, un marcador que aparece después de activa-
cion prolongada in vitro.®

Un estudio posterior mostré que los marcadores
de activacion se presentaron solamente en las célu-
las CD4 + y no en las CD8 +; ademas estas altera-
ciones se correlacionaron con cambios en las me-
didas objetivas de la obstruccidn de las vias aéreas

de los pacientes, sugiriendo que las dos pudieran
estar causalmente relacionadas.” Interesantemente,
se vieron menos células CD4 + activadas y con-
centraciones menores de sus productos de activa-
ciéon (interferon gamma, interleucina 2), en los pa-
cientes atdpicos comparado con los asmaticos no
atdpicos, sugiriendo que pueden haber otros facto-
res que estén contribuyendo a la broncoconstriccion
aguda en el grupo atépico.” Una explicacion para
estas observaciones es que diferentes subgrupos
de células CD4 + se activen preferencialmente en
asmaticos atépicos y no atdépicos. Se sabe desde
hace varios afios que los linfocitos T juegan un pa-
pel importante en la produccién y funcién de los
eosindfilos, a través de la liberacion de mediadores
solubles. Una de las linfocinas mas importantes en
este sentido es la interleucina-5, la cual promueve
la diferenciacion terminal de los precursores de
eosindfilos,® asi como aumenta la capacidad efec-
tora de los eosindfilos maduros.® Se ha visto que el
numero de células T activadas correlaciona con el gra-
do de eosinofilia de sangre periférica;'® con el nu-
mero de eosindfilos en liquido de lavado bronco-
alveolar, con la severidad de los sintomas y el
grado de hiperrespuesta bronquial.™

Hasta la fecha se han descrito 2 subpoblaciones
de células T CD4 + de acuerdo a su patrén de se-
crecién de citocinas: las células Th1 producen IL-2 e
interferén gamma, pero no IL-4 o IL-5, mientras que
las Th2 producen IL-4 e IL-5, pero no interferon gam-
ma ni IL-2."2 Las células Th1 median reacciones de
hipersensibilidad retardada mientras que las Th2 pro-
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mueven la produccién preferencial por las células B
de IgE, IgA, IgG1 e IgM."3

En humanos se ha demostrado también la exis-
tencia de 2 subpoblaciones de células CD4 + con
caracteristicas similares a las murinas y reciente-
mente se demostrd en el liquido de lavado broncoal-
veolar de asmaticos adultos atdpicos, la presencia
de células activadas compatibles con la subpobla-
cion de células Th2; la mayoria de estas células
mostré el fenotipo CD45R0O (células de memoria).™

JUSTIFICACION

Los mecanismos que determinan la seleccién del fe-
notipo de células T en enfermedades atdpicas, son
de considerable importancia para el entendimiento
de la alergia. El conocimiento de estos mecanismos
dara la oportunidad para la manipulacion terapéutica
de los diferentes subgrupos de las células T coope-
radoras, dando manejo dirigido hacia el posible fac-
tor etioldgico.

OBJETIVO

Evaluar en una poblacion pediatrica con asma la
existencia de marcadores de activacion en linfocitos
T y comparar con la severidad clinica del cuadro.

HIPOTESIS

Existe correlacién entre la presencia de marcadores
de activacion de células T y la severidad del asma
(asma grave).

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 20 nifios que acudieron al Servicio de
Alergia del Instituto Nacional de Pediatria con el
diagnostico de asma.

CRITERIOS DE INCLUSION

Nifios de uno y otro sexo, de 1 a 18 anos de edad
con diagndstico de asma de cualquier severidad
(leve, moderada o grave) con o sin crisis asmatica
(leve, moderada o grave) al momento del estudio,
con o sin etiologia alérgica.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Nifios que estén tomando o hayan recibido esteroides
sistémicos 15 dias previos a la toma de la muestra.

Nifios que estan tomando o hayan recibido este-
roides inhalados en las 12 horas previas a la toma
de la muestra.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

Nifios que no cumplan con los requisitos de los da-
tos planteados.

DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

A los pacientes se les realizé una evaluacién clinica
para determinar la gravedad del asma y en caso de
encontrarse en crisis asmatica se hizo también una
evaluacién de la gravedad de la misma. Se les tomé
una muestra de 4 mililitros de sangre total para deter-
minar los siguientes examenes de laboratorio: cuenta
de leucocitos totales en sangre periférica con diferen-
cial de linfocitos, polimorfonucleares, eosindfilos;
CD4, CD8, CD3/HLA-DR, IL-2R, T4/CD45, T4/CD29,
con un flujo flurocitémetro marca Coulter. Se incuba-
ron 100 microlitros de sangre total para cada anticuer-
po y 100 microlitros de sangre total para su respecti-
vo control isotdpico; se agregaron 10 microlitros del
anticuerpo correspondiente, se incubaron 20 minutos
a temperatura ambiente y se leyé unificando a la po-
blaciéon de linfocitos, leyendo 5,000 eventos. Como
control se tomd un grupo de nifos de edades simila-
res a las de los pacientes, sin antecedentes de enfer-
medad alérgica para la determinaciéon de las subpo-
blaciones de los linfocitos, y que acudieron a la toma
de productos para la extraccion de muestras sangui-
neas para procedimientos preoperatorios a cirugias
menores, previa autorizacion de los padres o tutores.

DEFINICIONES OPERACIONALES'™

Asma. Sindrome clinico caracterizado por aumento
en la respuesta traqueobronquial a diferentes estimu-
los manifestada por grados variables de inflamacion
y obstruccion de las vias aéreas con reversibilidad
espontanea o con tratamiento.

Flujo maximo espiratorio. (Peak Expiratory
Flow Rate) (PEFR). Es la maxima velocidad de flujo
que se puede obtener durante una espiracién forza-
da después de una inhalacién maxima.

Asma leve. Exacerbacion de tos y sibilancias
menos de dos veces por semana, tos nocturna me-
nos de dos veces por mes, no necesita tratamiento
de prehospitalizacion ni hospitalizacion.

Asma moderada. Exacerbacion de tos y sibilan-
cias mas de dos veces por semana, tos nocturna
menos de 3 veces por semana, prehospitalizacién
menos de 3 veces al afio y hospitalizacién menos de
dos veces al afio.

Asma grave. Tos y sibilancias todos los dias, tos
nocturna todas las noches, prehospitalizacion mas
de 3 veces al afo y hospitalizacién mas de dos ve-
ces al afo.
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Pulso paraddjico. Es la diferencia de presion
sistdlica que existe entre la inspiracion y la espira-
cion. La presion cae con la inspiracion y se eleva
con la espiracion.

Crisis asmatica leve. Estado de alerta normal,
pulso paradéjico menor de 10 mmHg, retraccion xi-
foidea, coloracion normal, sibilancias espiratorias,
PEFR 70-90% del estimado para la edad y talla del
paciente.

Crisis asmatica moderada. Estado de alerta nor-
mal, pulso paradéjico 10-20 mmHg, retraccion xifoi-
dea y tiros intercostales, coloracién palida, sibilan-
cias espiratorias e inspiratorias, PEFR 50-69% del
estimado para la edad y talla del paciente.

Crisis asmatica grave. Estado de alerta disminui-
do, pulso paraddjico mayor de 20 mmHg, retraccion
xifoidea, tiros intercostales y aleteo nasal, coloracion
ciandtica, ausencia de ruidos respiratorios, PEFR
menor al 50% del estimado para la edad y talla del
paciente.

Atopico. Individuo con pruebas cutdneas positi-
vas (roncha de 2 mm o mas de diametro a los 15 mi-
nutos con presencia de control negativo y control po-
sitivo con histamina) a uno o mas aeroalergenos
ambientales y/o niveles elevados de IgE.

Eosinofilia. Mas de 400 eosindfilos totales en
sangre periférica.

Niveles elevados de marcadores de activacion
de células T. Cuando se encuentren por arriba de
dos desviaciones estandar con relacién al promedio
que se haya obtenido de la muestra de sangre del
nifo del grupo control.

Alteracion en el patron de subpoblaciones de
linfocitos. Cuando sea diferente al patron mostrado
por el nifio que le sirva como control.

ANALISIS ESTADISTICO E INTERPRETACION
DE LOS DATOS

1) Se compararon primero los valores de los linfo-
citos del paciente con sus respectivos contro-
les por medio de una prueba t de Student.

2) Se compararon entre los diferentes grados de
severidad del asma.

3) Se compard entre los nifios con atopia y sin da-
tos de atopia (t de Student).

4) Se compararon los valores de los linfocitos con la
tasa de flujo maximo espiratorio (gravedad funcio-
nal) (analisis de varianza de doble entrada).

RESULTADOS
La relacién entre masculinos:femeninos fue de 2.3:1

y en cuanto a edades, el grupo mas numeroso fue el
de preescolares (50%) (Cuadro |).

Cuadro |I.
Grupo de edad Masculinos Femeninos
Lactantes 2 0
Pre-escolares 6 4
Escolares 3 1
Adolescentes 3 1
Total 14 6

Cuadro Il. Crisis asmatica.

Leve Moderada Grave
Asma leve 2 1 0
Asma moderada 10 3 1
Asma grave 0 0 3
Total 12 4 4

En relacion a la gravedad del asma, 15% tuvieron
asma croénica leve, 70% asma cronica moderada y
15% asma cronica grave. Todos los pacientes fue-
ron estudiados durante una crisis asmatica y se en-
contraron 60% en crisis leve, 20% en crisis modera-
da y 20% en crisis grave (Cuadro Il).

Los nifios con crisis asmaticas graves se encon-
traban en el grupo de asma crénica grave (75%) y
asma cronica moderada (25%).

No se encontrd diferencia significativa entre los
valores de marcadores de activacion de linfocitos T
de los pacientes que tuvieron crisis asmaticas leves
0 moderadas, comparados con los nifos de la mis-
ma edad en el grupo control; sin embargo, si se en-
contré una diferencia significativa en la presencia de
estos marcadores, especificamente HLA-DR y el re-
ceptor de IL-2 (IL-2R) entre los nifios con crisis as-
matica grave y su grupo etario de control como se
demuestra en el cuadro Ill.

DISCUSION

Ying. Corrigan, Durhan, Kay y cols.' en 1997 en-
contraron que tanto en el liquido de lavado bron-
coalveolar, como en las biopsias de mucosa endo-
bronquial de pacientes con asma existian células
T activadas. Demostraron que estas células ex-
presaban antigenos de superficie HLA-DR y CD25
(IL-2 R) en mayor cantidad que las células del gru-
po control. En nuestro estudio encontramos tam-
bién evidencia de activacién de linfocitos T de
sangre periférica durante las crisis asmaticas gra-
ves, lo cual apoya la hipotesis de la gran partici-
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Cuadro lll. Correlacion entre los niveles obtenidos de los marcadores de activacion (%) entre cada paciente y su control.

Paciente/control CD4 CD8 HLA-DR IL-2R CD45 CD29 p
Crisis asmatica leve
1 45 40 22 20 2 0 3 4 16 19 2 3 NS
2 33 36 24 23 3 1 2 2 14 11 4 2 NS
4 45 48 22 24 3 1 1 3 18 16 2 4 NS
6 44 46 26 27 2 4 4 1 19 17 5 2 NS
8 44 40 23 22 2 1 2 2 10 12 4 6 NS
9 48 44 30 31 4 2 4 2 17 16 3 5 NS
10 45 42 27 28 5 4 1 3 12 15 1 2 NS
11 46 44 22 24 4 3 1 1 17 11 2 3 NS
15 45 46 26 23 3 1 1 3 14 15 3 4 NS
17 40 37 20 22 3 2 3 3 11 14 2 1 NS
18 37 39 28 26 4 4 4 1 15 17 3 4 NS
20 47 46 31 30 3 1 2 2 12 10 2 3 NS
Crisis asmatica moderada
7 38 36 29 23 1 3 3 4 12 11 1 3 NS
13 39 37 34 30 2 3 2 3 19 22 4 2 NS
16 44 42 22 20 2 2 4 2 13 11 5 3 NS
19 44 42 30 27 2 3 1 4 18 15 1 2 NS
Crisis asmatica grave
3 42 40 28 27 29 2 4 1 11 13 5 3 <0.0001
5 39 40 29 28 30 4 2 2 14 13 7 5 <0.0001
127 38 36 28 30 3 2 33 4 15 17 8 5 <0.0001
14+ 48 49 28 26 1 2 38 2 20 18 7 5 <0.0001

pacion que tienen estas células como coordinado-
ras de la respuesta alérgica. Debido a que los lin-
focitos de los pacientes de nuestro estudio fueron
obtenidos de sangre periférica, es explicable que
no hayamos encontrado datos de activacion en
pacientes con crisis asmaticas leves o modera-
das, ya que los linfocitos circulantes son solamen-
te un reflejo indirecto de la inflamacidén que ocurre
en esos momentos en el tejido bronquial y por lo
tanto, a mayor gravedad del proceso inflamatorio
es también mayor la probabilidad de encontrar lin-
focitos activados, circulando en sitios lejanos al
tejido bronquial.®*” En diferentes estudios, se ha
podido caracterizar a estos linfocitos T como del
subtipo Th2 por el patrén de citocinas que produ-
cen y el UNAM para IL-4 e IL-5 existente en el
citoplasma de estas células''® y recientemente
también se han encontrado evidencias de que los
linfocitos T CD8+ (citotéxicos) también producen
citocinas con patrones semejantes a los de las
subpoblaciones Th1 y Th2, por lo que se les ha

llamado Tc1 y Tc2.'® Es probable que los linfocitos
Tc2 produzcan IL-5 e IL-4 en respuesta a infeccio-
nes virales y asi puedan favorecer la respuesta in-
flamatoria alérgica.?® En nuestro estudio solamente
valoramos la activacion de linfocitos en general y
se requieren mas estudios para conocer si existen
diferencias entre la activacion de linfocitos Thi,
Th2, Tc1 y Tc2 in situ en el tejido bronquial.

CONCLUSIONES

De acuerdo a estos resultados podemos afirmar que
en nuestro grupo de estudio encontramos una corre-
lacién directamente proporcional entre la gravedad
del asma y especialmente de la crisis asmatica, con
la presencia de marcadores de activacion de linfoci-
tos T en sangre periférica. Es necesario continuar
mas estudios orientados en este sentido para poder
entender mas la fisiopatogenia de la respuesta as-
matica y asi poder ofrecer mejores alternativas tera-
péuticas a los pacientes.
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