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RESUMEN

Objetivo: El siguiente estudio tiene como objetivo determinar, los valores de RANTES,
posterior a la exposicion a acaros, para evaluar su asociacion con la escala ARIA, en el
grupo de pacientes seleccionado. Diserio: Estudio descriptivo correlacional, Materiales y
Meétodos: Se incluyeron 17 pacientes que consultaron por Rinitis Alérgica al Hospital de
la Samaritana entre el 01 Julio del 2010 y el 01 Julio del 2011, y que cumplieron los
criterios de seleccidén, de los cuales se obtuvieron 34 muestras de lavados nasales
posterior a provocacion intranasal con acaros. Resultados: Los pacientes mostraron
mayor tendencia a pertenecer al grupo de sintomas de mayor severidad y frecuencia
segun la escala ARIA. Los valores de RANTES encontrados en lavados nasales tuvieron
un promedio de 8,1 pg/ml (+/- 19DS). Conclusion: Se encontré una positividad en los
valores de la citoquina CCL5 en los lavados nasales del 20% de los pacientes. El

coeficiente de correlacion obtenido, muestra una asociacion débil.

INTRODUCCION

La rinitis se define como una inflamacion de la mucosa de la nariz y se caracteriza por
sintomas nasales como rinorrea anterior o posterior, estornudos, bloqueo nasal y / o
picazon de la nariz. Estos sintomas se producen durante dos o més dias consecutivos de
mas de 1 hora casi todos los dias. (1).La rinitis alérgica es un problema de salud publica,
que incrementa su prevalencia de forma importante en los ultimos anos (2). Los factores
desencadenantes son claramente descritos, la respuesta a exposicion a alérgenos es
generada por aumento de eosondfilos y de sustancias que producen ellos mismos, todo

mediado por IgE (3) . La reaccién inflamatoria mediada por IgE, se caracteriza por



reacciones que se dan en dos fases, temprana y tardia (4), donde segun la capacidad de
respuesta del organismo, se generan las citoquinas que median la respuesta inflamatoria.
Los sintomas generados se puede controlar de forma satisfactoria en muchos pacientes,
sin embargo la variabilidad sintomatica es grande y los factores asociados a ésta

variabilidad son objeto de estudio.

El no contar con el conocimiento de la respuesta inmunologica de los pacientes con rinitis
alérgica en nuestro medio es un impedimento para el avance en el tratamiento de la
patologia, asi como la futura prevencion del desarrollo de la misma en futuras

generaciones.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

Estan los niveles de RANTES, correlacionados a la severidad cada paciente con rinitis

alérgica?

JUSTIFICACION

La rinitis alérgica es un problema de salud ptblica (2) y se ha visto de esta forma tanto en
nuestro pais como en el resto del mundo. Su incidencia crece anualmente y los factores
relacionados con el desarrollo y exacerbacion de la enfermedad son cada vez mas
esclarecidos. La correlacion de los factores inmunoldgicos estan citados en multiples
estudios (5,6,7,8,9,10,11,12) sin embargo, es claro que no existe un consenso en los
resultados de dichos estudios en el ambito inmunologico. Al respecto, hay resultados

contradictorios y no existen estudios en nuestro pais que permitan determinar el perfil



inmunologico de los pacientes con rinitis alérgica sensibles al alergeno mas cominmente

encontrado que son los acaros.

Las citoquinas mas cominmente asociadas a la enfermedad son RANTES y eotaxina, por
medio de la IL4 son las responsables de la perpetuacion de la inflamacion, disminuyendo
el umbral de degranulacion del mastocito, aumentando la quimiotaxis de eosinofilos y a
su vez la produccion de més citoquinas, vasodilatacion y se forma un circulo vicioso en la

cascada inflamatoria(4)

Por lo anterior se decide realizar éste estudio, con el objetivo de determinar el valor
inicial de RANTES, de pacientes diagnosticados con rinitis alérgica, sensibles
clinicamente a 4caros, sometidos a una provocacion intranasal, observando la respuesta
inmunologica de la fase temprana de la enfermedad. Con éstos resultados se pueden
llevar a cabo futuros estudios, para completar el perfil inmunoldgico de dichos pacientes

y asi tener resultados en cuanto a tratamiento, clasificacion y abordaje de estos pacientes.

A futuro busca investigar los valores de otros marcadores para completar un perfil
inmunologico. Lo anterior incluye determinacion de eotaxinas, IL-5, proteina

eosinofilica y neutrotrofinas.

MARCO TEORICO

La rinitis se define como una inflamacion de la mucosa de la nariz y se caracteriza por

sintomas nasales como rinorrea anterior o posterior, estornudos, bloqueo nasal y / o



picazon de la nariz. Estos sintomas se producen durante dos o mas dias consecutivos de
mas de | hora casi todos los dias. (1)La rinitis alérgica se define clinicamente como un
trastorno sintomatico de la nariz inducida después de la exposicion a alergenos por una
inflamacion mediada por IgE (3). Se subdivide en intermitente (RAI) o persistente (RAP)
segun su frecuencia, y la gravedad se puede clasificar como leve o moderada-severa,
segun afecte o no la vida laboral o escolar y social.(1)

La importancia de la rinitis alérgica no debe ser subestimada. Dentro de sus
comorbilidades se encuentra el riesgo alto de desarrollar asma bronquial subsecuente,
ademas los beneficios que en materia de bienestar o calidad de vida se alcanzan al estar
con tratamiento adecuado, ya que la enfermedad no controlada produce francas

restricciones fisicas, psicoldgicas, sociales y de trabajo (2).

Esta enfermedad se caracteriza por un marcado aumento de eosinéfilos en la submucosa
nasal y en el epitelio. Los Eosinofilos han sido implicados como principales células
efectoras en la patogénesis de la rinitis alérgica. Particularmente la acumulacién de
eosinodfilos en la mucosa alérgica surge de la influencia de varias citoquinas Th2

incluyendo IL3,IL4, IL5 y Eotaxina (3).

La reaccion inflamatoria mediada por IgE, se caracteriza por reacciones que se dan en
dos fases, temprana y tardia, asociadas a efectos vasodilatadores producidos por accién
de neuropeptidos (4).

Las quimiocinas son un grupo de citoquinas quimo-atrayentes, que se han dividido en
cuatro subfamilias de acuerdo a la posiciéon de uno o dos residuos de cisteina ubicado
cerca de la terminal amino de la proteina (CXCL, CCL, CL y CX3CL). Entre las

citocinas incluidas en el grupo de CCL se encuentran los RANTES “Regulated upon



activation normal T cell expressed and secreted”, proteinas quimiotacticas de monocitos
(MCP) 2,3 y 4, y las eotaxinas 1,2y 3 (CCL11) (5).

RANTES y MCP 3 y 4 son quimiotacticos para los eosinofilos, monocitos y linfocitos,
mientras que las eotaxinas son quimioatrayentes de eosinofilos, basofilos y los linfocitos
del tipo de células T-helper 2 (Th2). RANTES y MCP-1 son ambos quimocinas
secretadas por los monocitos, macrofagos, células epiteliales y endoteliales, fibroblastos

y los mismos eosinofilos (4,5).

La activacion de las células T inducido por RANTES es seguido por diversos efectos,
incluyendo proliferacion de células T y la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias,
como la interleucina-2, IL-5, interferon-y y el MIP-1B (6,7). Al respecto, E. Rojas-
Ramos, y cols llevaron a cabo mediciones de RANTES, MCP 3 y 4 y eotaxinas 1 y 2 en
pacientes con asma bronquial con muestras de lavados bronquiales, obteniendo como
resultado que RANTES fue la quimiocina con mayor valor; Las concentraciones de esta
citocina fueron de 4,2 y 7,7 veces mayor en comparacion con eotaxina-1 y MCP-4,
respectivamente (4).

Piotr Kuna y cols (6) demostraron in vivo, que RANTES provoco un flujo de células
inflamatorias en la mucosa nasal, de 12 pacientes alérgicos que fueron expuestos a
alérgenos(incluidos el polen de pasto, de arboles, dermatophagoides pteronyssinus,
plumas y cladospurum) y posteriormente a una dilucion de RANTES; los cuales
produjeron atraccion de eosinofilos, linfocitos y monocitos, en la respuesta temprana de

la enfermedad la cual se presento en un promedio de 2 a 4hs post exposicion.



Por otra parte, en la literatura hay mediciones de las proteinas citotoxicas liberadas por el
eosinodfilo en pacientes alérgicos que han sido expuestos a alérgenos comunes como
acaros y animales, para investigar sintomatologia y/o respuesta a tratamiento.
(6,7,8,9,10,11,12). Estos alergenos varian segiin donde fue realizado el estudio y la
sensibilidad del paciente. También existen multiples formas de obtener lecturas de las
citoquinas en la mucosa nasal, una de las formas de hacerlo es mediante lavado nasal que
se ha usado en varios estudios pero sin una forma estandarizada, incluso algunos utilizan
dispositivos especiales de lavado nasal (13) para aumentar el tiempo de contacto del

liquido con la mucosa.

Existen cuatro principales proteinas citotoxicas que son reconocidas en los granulos de
eosinofilos; La proteina basica mayor (MBP), proteina catiénica de eosindfilos (ECP),
peroxidasa de eosinéfilos (EPO), y la proteina eosinofilica X/ derivada de la neurotoxina

de eosindfilos (EPX / EDN) (14).

Nielsen LP y cols, encontraron que durante la temporada de exposicion a polen de pasto
se aumentan los niveles de peroxidada y de proteina catidnica del eosindfilo medidas en
sangre y lavados nasales, lo cual muestra indirectamente el grado de activacion del

eosinofilo. (15)

Piotr Kuna y cols (16) realizaron mediciones de IL-8, proteina inflamatoria del
macrofago (MIP) , RANTES, histamina y proteina catidnica eosinofilica en 18 pacientes

con rinitis alérgica de mds de 3 afios de evolucion, sensibles a Dermatophagoides



pteronyssinus. Sus resultados muestran niveles elevados de histamina y de ECP, sin
embargo, no cuantificaron RANTES ni MIP-1 ya que los valores eran demasiado bajos y
por lo tanto no se logro inferir su relacion con la quimiotaxis de los eosindfilos y la
activacion, Sin embargo, la estrecha asociacion de los niveles de ECP con los niveles de

histamina implica la presencia de eosinofilos y basofilos.

Asi mismo, Alexander C. Ferguson y cols (17) unos pocos afios atras, realizaron un
estudio comparativo en nifios con asma bronquial sintomatica, no sintomatica y rinitis
alérgica. No pudieron demostrar que la ECP, fuera un marcador importante para
severidad de asma bronquial, y tampoco mostr6 diferencias en los niveles de ésta proteina

en asma Vs rinitis alérgica.

Sanjiv Sur, y cols (18), realizaron un estudio en el cual 6 pacientes con rinitis alergica y
asma fueron sometidos a test bronquial con ambrosia como alergeno, y medicion de IL-5,
neurotoxina derivada de eosindfilos y RANTES en lavados broncoalveolares posteriores.
Se obtuvieron niveles elevados de las 3 proteinas, sin embargo RANTES no se asocio

con el numero de eosinofilos encontrados, como si ocurrid con IL-5.

Lucia Pacifico y cols, encontraron niveles aumentados de RANTES y de IL8 en pacientes

con sintomas alérgicos nasales asociados a estridor, que en grupos controles (19).

Lo anterior muestra la inconsistencia que ain persiste en los resultados de estudios
similares, quedando un vacio de informacion precisa del papel que cumplen éstas

moléculas en la fisiopatologia de la rinitis alérgica. Se puede pensar que estos resultados



pueden ser el reflejo de expresion variable de los mismos segiun la severidad de la

enfermedad.

Reynolds, C Bickel y cols en el 2000, (10) muestran un estudio en el que realizan test de
estimulacion nasal de ambrosia en 16 pacientes con posterior lavado nasal, y medicion de
marcadores inflamatorios (histamina, proteina quimiotictica de eosinodfilos, ECP,
albumina) y conteo de células. No encuentran relacion entre los sintomas y los niveles de
ECP en estos pacientes. En éste estudio los pacientes s6lo han sido expuestos a ambrosia.
Sin embargo resulta interesante que la mayoria de estudios llevados a cabo en territorio
colombiano muestran que nuestros pacientes tienen sensibilidad importante a d4caros,

siendo los principales responsables de alergias cutaneas, nasales y pulmonares.

Entre ellos el doctor Marco Reyes, profesor titular de la Universidad de Valle en Cali,
Colombia realiz6 un estudio donde pone en manifiesto lo anterior, en 264 nifios con
diagnostico de rinitis alérgica, en quienes realiza test cutdneos observando que en
promedio entre el 70 y 84% de ellos, mostraron sensibilidad positiva a acaros, sobretodo
a Blomia. tropicalis. (20). En este mismo trabajo, que es de los pocos que se encuentran
en nuestro pais, se menciona que la rinitis alérgica constituye uno de los motivos mas
frecuentes de consulta en la practica médica, convirtiéndolo entonces en un asunto
importante para la salud publica, presentando una prevalencia entre 5% y 22% en la

poblacion general y una incidencia del 30% si uno de los padres es atopico.

Asi mismo en otros articulos se menciona la importancia de estudiar la enfermedad, ya

que ha incrementado su frecuencia de aparicion, y las morbilidades asociadas a la



enfermedad (sinusitis, asma y otitis media) incrementa los gastos en salud publica en

paises desarrollados como Estados Unidos (21).

Al igual que en Colombia, la rinitis alérgica también es un asunto de salud publica en el
resto de Latinoamérica (22). Se esperaba que esta enfermedad no incrementara de forma
importante en paises poco industrializados, pero con gran sorpresa se ha evidenciado que
los paises latinoamericanos tienen la prevalencia mas alta del mundo de la enfermedad
en el grupo de ninos de 6 a 7 afios, asi como el asma y el eccema que se muestra mas
predominante en paises con climas tropicales, como Brasil, Panamd, Peru y Costa rica
(22). A pesar que nuestro pais comparte las mismas caracteristicas de los mencionados, la
falta de estadistica, de estudios y registros hacen que esta enfermedad pueda ser sub-

registrada o subestimada.

En un intento por realizar un consenso sobre las recomendaciones que se deben tener en
cuenta para el diagnostico y tratamiento de la rinitis alérgica, en 1999, durante el taller de
la OMS de la ARIA (Rinitis Alérgica y su Impacto sobre el Asma), se hizo un documento
de las sugerencias realizadas por un panel de expertos, que fueron basadas en la
evidencia mediante una revision exhaustiva de la literatura disponible hasta diciembre de
1999. Estas recomendaciones son las que actualmente se tienen en cuenta para la
clasificacion y manejo de la rinitis alérgica, y el documento mencionado ha tenido varias
revisiones y actualizaciones, de las cuales la més reciente es la del 2008 que se tuvo en
cuenta para el diagnostico clinico en este estudio (23). En la actualizacion mencionada, la
rinitis alérgica se define clinicamente como un trastorno sintomatico de la nariz inducido
después de la exposicion a alergenos por una inflamacién mediada por IgE, y se divide en

enfermedad intermitente o persistente, para evaluar su frecuencia. La gravedad de la



rinitis alérgica se clasifica como "leve" o "moderada / severa", segtn afecte la calidad de
vida, el suefo, la escuela y el trabajo (23). Lo anterior es lo que se tuvo en cuenta para

realizar el diagnostico clinico de la enfermedad durante el estudio.

La prueba de provocacion nasal es una técnica diagnostica conocida desde hace mas de
un siglo, ya que en 1873 Backely observé la asociacion entre el polen de hierba y la
fiebre del heno cuando al introducir éste en el interior de su nariz reprodujo los sintomas
tipicos de su enfermedad (24). Conociendo que los acaros del polvo doméstico y entre
¢éstos el Dermatophagoides pteronyssinus y Farinae constituyen a escala mundial la
fuente mas importante de alergenos asociados con la rinopatia alérgica (24), se decidio

utilizarlos para el presente estudio.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar, dentro del perfil inmunologico de los pacientes con rinitis alérgica del
hospital de la Samaritana, los valores de RANTES, posterior a la exposicion al alérgeno
determinado a los cuales es sensible el paciente, para evaluar la correlacion entre éstos

valores con una escala sintomatoldgica prevista.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar valores de RANTES en lavados nasales de pacientes con diagnostico de
rinitis alérgica cronica de grado variable (intermitente o persistente)
-Determinar por medio de una escala de sintomas el grado de severidad de cada paciente

-Correlacionar los valores obtenidos con una escala de sintomas aplicada a cada paciente

METODOLOGIA

Tipo de estudio

Descriptivo Correlacional

Poblacion y muestra

Se incluyeron pacientes con diagnostico de rinitis alérgica atendidos en el Hospital
Universitario de la Samaritana durante el periodo de tiempo comprendido entre el 01
Julio del 2010 y el 01 Julio del 2011. Se realizé una busqueda sistemdtica de pacientes
con diagndsticos de rinitis alérgica no especifica, rinitis alérgica estacional, otras rinitis
alérgicas y rinitis cronica (CIE 10 CODIGOS: J304,J302,J303,J310), en la base de datos
de historias clinicas del hospital, obteniendo los datos de 432 pacientes, de los cuales
fueron excluidos las historias con datos incompletos( falta de claridad en el diagnostico,
falta de datos de contacto, falta de concordancia entre el diagnostico y el motivo de

consulta) quedando 200 pacientes elegibles.



Posteriormente se aplicaron los criterios de inclusion y exclusion, con lo cual se
encontraron 100 pacientes seleccionables. Por medio de una muestra a conveniencia por
presupuesto se escogieron 17 pacientes para obtencion de 34 muestras que serian

analizadas.

CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

Criterios de Inclusion

-Pacientes con diagnostico de rinitis alérgica cronica, definidos clinicamente con los
criterios de ARIA

-Pacientes que vivan en el domicilio actual minimo desde hace 1 afio

-Pacientes de 18 a 60 afos

-Pacientes que firmen el formato de consentimiento.

- Pacientes sensibles a los alergenos escogidos por test prick (Dermatophagoides

Pteronyssinus)

Criterios de Exclusion

-Pacientes con asma

-Pacientes con polipos nasales

-Pacientes con enfermedades reumatologicas

-Pacientes embarazadas

-Pacientes que se encuentren en tratamiento con antihistaminicos, corticoesteroides o
antileucotrienos durante el mes anterior al ingreso del estudio

-Cambio de residencia



METODOS ESTADISTICOS Y PLAN DE ANALISIS

Se busco encontrar la correlacion de las variables descritas, lo cual se puede llevar a cabo
mediante el célculo de un coeficiente de correlacién, que nos representard el grado de
relacion entre las mismas. La medida que se utilizo para el estudio, es el coeficiente de
correlacion de sperman, que es una medida de la correlacién o interdependencia entre
dos variables aleatorias continuas. Para calcular p, los datos son ordenados y
reemplazados por su respectivo orden. Oscila entre -1 y +1, indicdndonos asociaciones

negativas o positivas respectivamente, 0 cero, significa no correlacion pero no

independencia. VARIABLES
Tabla #1 Variables
Variables Definicion Definicion Clase de | Escala Relacion Nivel de
conceptual operacional | variable operacional/unidad entre las | medicion
de medicion variables
Edad Afos Afos Cuantitativa Afos Independiente | Razon
cumplidos cumplidos al | continua
ingreso del
estudio
Tiempo de | Tiempo en | Tiempo Cuantitativa Meses Independiente | Razon
enfermedad que el | comprendid continua
paciente  ha | o desde el
sufrido la | inicio de
enfermedad sintomas 'y
el ingreso al
estudio
Genero Genero  que | Caracteristic | Cualitativa 1. Femenino Independiente | Nominal
identifica al | as que 2. Masculino
paciente diferencian
la identidad
femenino de
masculino
Severidad Clasificacion Clasificaciéon | Cualitativa 1. Leve Dependiente Ordinal
de severidad | segun el 2. Moderada-
de la | ARIA severa
enfermedad
Frecuencia Clasificacion Clasificaciéon | Cualitativa 1. Intermitente | Dependiente Ordinal
de la | segun el 2. Persistente
frecuencia de | ARIA
sintomas de la
enfermedad
Medicion de | Valor de | Valor Cuantitativa nanogramos/ml Dependiente Razon
RANTES RANTES numérico de | continua
obtenido cantidad de




mediante RANTES en
ELISA la  muestra
de lavado
nasal

1. Medicion de RANTES en pg/ml : variable numérica determinada por ELISA

2. Escala de severidad de sintomas: Variable nominal para la Clasificacion de la
frecuencia sintomatologica mediante cuestionario ARIA

Serd identificado asi:

1- Intermitente

2- Persistente

Intermitente hara referencia a un paciente que refiere sintomas por menos de 4 dias a

la semana o por menos de 4 semanas.

Persistente hara referencia a un paciente con sintomas por mas de 4 dias a la semana o

por mas de 4 semanas.

3. Variable nominal para la Clasificacion de la severidad sintomatologica mediante

cuestionario ARIA

Sera identificado asi:

1- Leve

2- Moderada-Severa



En donde leve hara referencia a un paciente con suefio normal, actividades diarias,
deportes, y de ocio normal, trabajo y actividad escolar normales, no existen sintomas

molestos.

Moderada a severa hara referencia a uno o mas de los siguientes puntos: Suefio anormal,
interferencia en las actividades diarias, deportes, ocio, o interferencia en el trabajo o la

escuela con sintomas molestos.

TECNICA DE RECOLECCION, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Técnicas de Recoleccion de la informacion y datos (instrumento)

1. Para la recoleccion de la informaciéon se elabord un formato para el registro de
sintomas de cada paciente (Anexo #2)

2. Se realiz6 el test de provocacion nasal con DERMATOPHAGOIDES
PTERONYSSINUS (en fosa nasal derecha) y DERMATOPHAGOIDES
FARINAE (en fosa nasal izquierda). Posteriormente se realizaron lavados nasales
para hacer mediciones de los mediadores mencionados durante el estadio temprano
de la enfermedad (15 a 20 minutos). El diagrama del proceso que se llevd a cabo
con cada paciente se muestra en la Figura #1.

3. Se realizaron mediciones de correlacion entre las variables mencionadas con la
metodologia escogida para poder obtener los resultados esperados.

4. Se realizaron modificaciones al formato de acuerdo a los hallazgos no descritos en
la literatura y a las nuevas clasificaciones para asi complementar el instrumento de
trabajo.

5. Posteriormente se tabularon los datos en el programa Excel para después realizar

el analisis estadistico en el programa SPSS version 15.0.



Figura #1 Proceso

Test de provocacion
nasal

‘]

Lavado Nasal

Registro . .
) Refrigeracion
de Sintomas
de muestras

Diagnc')stico RA j—

ELISA para
RANTES

MATERIALES Y METODOS

Provocacion Nasal:

La provocacion nasal puede realizarse con agentes inmunoldgicos (alergenos) y no
inmunoloégicos( histamina, metacolina, aire frio, etc). Las evaluaciones con alergenos
ayudan a evaluar el papel de anticuerpos IgE especificos y la activacion de mastocitos en
la rinitis alérgica. Los estimulos no inmunolégicos nos ayudan para conocer la
reactividad de la mucosa nasal. El material de provocacion se coloca en forma de polvo

seco o preparaciones liquidas, sin embargo las tltimas producen una mayor dispersion



del extracto. Asi mismo el vehiculo no debe producir ningin tipo de respuesta en la
mucosa de la nariz. La provocacion se realiza siempre comenzando con una serie de
concentraciones pequefas y se va incrementando en 5 veces las concentraciones
siguientes.

La evaluacion de la respuesta se realiza inicialmente realizando una observacion de los
sintomas que refiere el paciente entre los cuales se incluyen rinorrea, prurito nasal,
estornudos y cambio en las secreciones nasales, asi como en el flujo de aire a través de la
nariz. Estos sintomas pueden medirse por medio de una escala numérica o utilizando una
escala analoga visual.

La provocacion nasal se llevd a cabo con un kit de provocacion de laboratorios Leti®
para DermatophagoidesPteronyssinus Y DermatophagoidesFarinae, con una potencia
Biologica de 100Hep/ml.

La recoleccion de la muestra se realizo con lavado nasal, con SSN 10 cc a 37°¢ los cuales
se obtuvieron por irrigacion y succion con jeringa de 10 cc .

1. Se conservaron las muestras obtenidas de los lavados en refrigeracion hasta
completar la muestra completa del estudio. Se realizaron las mediciones dela
citoquina, a partir de los lavados nasales, con un Kit de Elisa especifico para
RANTES (THERMO SCIENTIFIC EHRNTS5®),siguiendo las recomendaciones
del inserto del fabricante se realizo el procesamiento de las muestras en el
laboratorio de inmunologia. Asi, las muestras se llevaron a: 1.Centrifugado,
separacion e Incubacion, 2. Incubacion del reactivo de anticuerpos con biotina, 3.

Solucion de preparacion e incubacion con Estreptavidina-HRP, 4. Incubacion del



sustrato y el paso de parada, 5.Determinacion de absorbancias, 6. Generacion de

curva de resultados.

Imagen #1 Lavado Nasal

Imagen #2 Preparacion de las muestras

i;iﬁil-ld et




Imagen #3 Kit de ELISA para deteccion de RANTES

Imagen #4 Almacenamiento de las muestras listas para procesar




Imagen #6 Inserto para Kit de Elisa

Procedure Summary
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9. Wash plate THREE times.
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2. Cover plate and incubate 3. Wash plate THREE times. 4. Add 50 pl of Biotinylated

at room temperature
(RT; 20-25°C) for 1 hour.

Antibody Reagent to each
well.
& XXX
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6. Wash plate THREE times. 7. Add 100 pl of prepared 8. Cover plate. Incubate at RT
Streptavidin-HRP Solution to ~ for 30 minutes.

each well.

o)

vy 2

—— Seeee R —
10. Add 100 pl of TMB 11. Stop reaction by adding 12. Measure absorbance on a
Substrate to each well. 100 pl of Stop Solution to plate reader at 450 nm minus

Develop plate in the dark at each well.
RT for 30 minutes.

550 nm. Calculate results.

Analisis y control de Sesgos

En este estudio se contempla la posibilidad de presentar los siguientes sesgos y errores,

motivo por el cual la siguiente tabla mostrara la estrategia empleada para control de

Sesgos.

Tabla#2 Control de Sesgos

Error o Sesgo

Identificado

Descripcion

Control del error o sesgo

Sesgos durante la toma | Eleccion

de datos

incorrecta del
sistema de
medida o por
estimacion

subjetiva

Uso de un cuestionario concreto, sin
posibilidad de respuestas subjetivas, facil y

corto




Sesgos de medicion

Cuando la forma

de medida no

El inserto del kit de RANTES trae para

control de sesgos, el uso de controles

esta positivos y negativos, al igual que una curva
estandarizada de equivalencia (valores estandares)
Sesgo de analisis de Errores Se digitaron los resultados en dos tablas para

informacion

sistematicos por
transcripcion
incorrecta de la
informacion a la
base de datos
(codificaciones
erroneas, valores
no aceptados por
el campo de una

base de datos)

evitar este sesgo. Una por la bacteridloga y

la segunda por la investigadora.

ETICA

Este trabajo fue presentado y aprobado por el comité de ética del Hospital de la

Samaritana, y cumple con los principios basicos y operacionales de la declaracion de

Helsinki.




CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla #3 Cronograma de actividades

Planteamiento
del problema

DURACION (mes -
afo)

disefio del
protocolo

Presentacion
al Comité
Universitario

Presentacion
al Comité
Cientifico

y Etico del
Hospital

Presentacion
del trabajo
para
correccion

Presentacion
del trabajo
final

Analisis
de la
informacion

Recoleccion
de la
informacion

6 Meses
(Jun. 2009 a Dic.
2009)

2 Meses
(Ene 2010 a Feb.
2010)

6 Meses
(Mar. 2010 a Ago.
2010)

12 Meses
(Sep 2010 a Ago
2011)

4 Meses
(Sep. 2011 a Dic.
2011)

3 Meses
(Ene. 2012 a Mar.
2012

3 Meses
(Abr. 2012 a Jun.
20012)

PRESUPUESTO Y PERSONAL

En el proceso de recoleccion y andlisis de datos intervendran el investigador y tutores.

Tabla# 4 Presupuesto y Personal

DESCRIPCION | RUBRO
PERSONAL 100.000
MATERIALES E
INSUMOS
human
RANTES
Instant ELISA 1.400.000
CORRESPONDENCIA
PAPELERIA 300.000
SUBTOTAL 1.800.000
IMPREVISTOS
300.000




| TOTAL | 2.100.000

RESULTADOS

El grupo de pacientes estudiados lo conformaron 17 pacientes, de los cuales se
obtuvieron 34 muestras de lavado nasal (1 por cada fosa nasal). La edad minima fue de
19 afos, y la mdxima de 56 con una media de 33,5 +/- 10,7. El género mas frecuente fue
el femenino, correspondiente al 70,6% de los pacientes.

La escala ARIA, de los sintomas de los pacientes, fue obtenida mediante un formato de
recoleccion de datos, junto con el consentimiento informado.

Los resultados obtenidos muestran que el grupo mas frecuente fue el de los pacientes con
rinitis alérgica moderada-severa persistente, seguido de el grupo de leve-persistente,

moderada-severa intermitente y por ultimo leve-intermitente (Tabla #5).

TABLA #5: Porcentaje de pacientes en cada grupo

Clasificacion ARIA Porcentaje de Pacientes
Leve-Intermitente 5,9%

Leve-Persistente 35,3%
Moderada-Severa-Intermitente 11,8%
Moderada-Severa-Persistente 47,1%

Los pacientes mostraron mayor tendencia a pertenecer al grupo de sintomas de mayor

severidad y frecuencia.(Figuras #1 y 2)



Figura #2 Y #3: Muestra la distribucion de la severidad y la frecuencia de

los sintomas de los pacientes
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Los valores de RANTES encontrados en los lavados nasales fueron obtenidos de 7
muestras (20,5% del total de muestras). Estos valores tuvieron un promedio de 8,1 pg/ml
(+/- 19DS).

En éste punto se debe aclarar que las muestras se montaron en 2 tiempos; durante el
primer tiempo se obtuvieron 3 resultados positivos. Como el inserto trae las
recomendaciones para manejo de muestras en sangre y orina unicamente, se solicito
soporte técnico al fabricante, quienes colaboraron con bibliografia adicional de autores
que utilizaron el kit en lavados nasales y bronco-alveolares(8) . En el segundo montaje se
aument6 la velocidad y el tiempo de centrifugado, obteniendo los restantes valores

positivos.

La correlacion de los valores de RANTES con la escala de Sintomas de los pacientes del

estudio, mostro una asociaciéon muy débil (Rs=0.186, P=0,293) (Figura #4)



Figura #4 Muestra la asociacion debil entre los niveles de RANTES y la

escala clinica
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No hubo diferencias entre los sintomas ni en los resultados de RANTES producidos por
uno u otro alérgeno (Dermatophagoides Pteronyssinus o Farinae).

La mayoria de los pacientes presentaron sintomas durante la provocacion nasal, excepto 2
pacientes (11,8%). El resto del grupo mostro sintomas que fueron clasificados como
leves, si eran tolerables (41,2%), o severos si requeria la administraciéon de un
antihistaminico oral, por ser muy molestos para el paciente (47,1%).

Los sintomas que se presentaron en €stos pacientes fueron los estornudos, prurito nasal,
rinorrea hialina y obstruccién nasal. Menos frecuentemente se presentd prurito Otico y
faringeo, sensacion de ahogo y tos seca. No se presentaron sintomas graves como disnea,

laringoespasmo, broncoespasmo, o shock anafilactico.



DISCUSION

En el presente estudio se buscod encontrar la correlacion entre los niveles de RANTES y
la severidad en la escala clinica del ARIA de pacientes con rinitis alérgica. Los resultados
muestran que la correlacion entre estas dos variables, es muy débil, dado su alto grado de
dispersion (Rangos muy amplios; coeficiente de correlacion de Spearman de 0.1).
Estudios anteriores han mostrado que la citoquina RANTES, incrementa el numero de
eosinofilos, linfocitos y basofilos en la mucosa nasal cuando se expresa en ella (3,4,18).
Por consiguiente se desencadena una respuesta inflamatoria que clinicamente se ve
reflejada en el paciente con sintomas. Durante la provocacién nasal en los pacientes
incluidos en el estudio se observo una respuesta sintomatologica en forma variable que
fue registrada en los resultados. En futuros estudio seria ideal corroborar el aumento de la
eosinofilia de las muestras nasales con estudios en microscopio, lo cual no se realizo por
falta de presupuesto.

Lo mencionado anteriormente se observa en estudios como el de los doctores Linden,
Svensson y cols, encontraron que en estaciones de predominio alérgico, no se
encontraban valores importantes de RANTES o de II-5, pero si se observaron

incrementos en los niveles de eosinofilos.(23)

K Rajakulasingam y cols, encontraron que en cinco de siete pacientes riniticos que fueron

provocados intranasalmente, el aumento de RANTES era positivo de 2 a 4 h post-



exposicion (p <0,05). No se observaron cambios en los sujetos normales. (7). En el
presente estudio por motivo econdémico no se realizo una comparacién con un grupo
control, que hubiera mejorado la informacién con respecto a el comportamiento de los
pacientes alérgicos.

En otro importante estudio, de Pacifico y cols, se busco la asociacion entre las
concentraciones de RANTES en 14 pacientes con sibilancias y 11 pacientes con sintomas
de virosis de VAS, encontrando que, las concentraciones de RANTES fueron
significativamente mayores en las muestras de pacientes con sibilancias agudas de que en
los de los pacientes con enfermedad aguda del tracto respiratorio superior Unicamente y
que en las muestras de control. (19). Como se menciono anteriormente en este estudio no
se realizaron comparaciones con sujetos control ni con comorbilidades como el asma, lo
cual seria benéfico a futuro ya que los pacientes asmaticos fueron excluidos en el estudio
actual y podria mostrar aumento de los niveles de citoquinas.

Asi mismo Fuentes-Beltran y cols (9) realizaron un estudio donde encontraron niveles
elevados de citoquina CCL5 en 18 pacientes con asma y rinitis alérgica, tanto en los
niveles de base como en los niveles obtenidos posterior a la provocados con aspirina. Sin
embargo estas mediciones se realizaron durante la fase tardia de la respuesta inflamatoria.
En el 2004 Jeong Joong Kim, Jung Hun Lee y cols, realizaron un estudio para determinar
si los dos alelos de la region promotora de RANTES (403* y 28G), mostraban algin
comportamiento independiente alterado, encontrando que los factores ambientales y
étnicos son de gran importancia, ya que existia una frecuencia marcadamente superior en
el alelo 403A de RANTES en personas afroamericanas a comparacion con las caucasicas

y asiaticas, y éstas variaciones pueden ser asociadas a dermatitis atdpica en la raza negra



(25). Este estudio nos muestra la importancia de los factores étnicos y raciales que son
primordiales en alergia, destacando que las poblaciones latinoamericanas seguramente no

son comparables con los resultados obtenidos por autores Norteamericanos o europeos.

Los resultados de los estudios anteriormente mencionados muestran la inconsistencia que
aun persiste en los resultados de estudios similares, quedando un vacio de informacién
precisa acerca del papel que cumplen éstas moléculas en la fisiopatologia de la rinitis
alérgica. Se puede pensar que estos resultados pueden ser el reflejo de la expresion
variable de los mismos segln la severidad de la enfermedad, por esta razon se decide
hacer el estudio, con el objetivo de determinar si la severidad clinica, tenia que ver con
los valores de la citoquina. Sin embargo seglin los resultados obtenidos la correlacion es
muy débil, por lo menos en la fase temprana de la enfermedad. Habria que ver si los

niveles se positivizan a medida que transcurren las préximas horas a la exposicion.

El otro factor que pudo alterar los resultados es la forma de recoleccion de las muestras.
No hay un consenso en cuanto al método mas efectivo de recoleccion de un lavado nasal.
En este caso se utilizo un lavado nasal mediante irrigaciéon y succion con jeringa y yelco
estéril, sin embargo hay estudios que han mostrado que el uso de dispositivos especiales
pueden aumentar la sensibilidad de deteccion de citoquinas y otras proteinas (26). Sin
embargo estos dispositivo no se consiguen en nuestro medio, por lo menos de primera
mano. Pensamos que debe haber una estandarizacion adecuada de la forma de toma de

lavados nasales.

Existen muy pocos estudios en nuestro pais sobre respuestas inmunoldgicas en rinitis
alérgica, consideramos que el presente es el primer estudio que busca, encontrar valores

inmunologicos de éste grupo de pacientes, para asociarlo comun a escala clinica.



Es de gran importancia estudiar los niveles de multiples citoquinas y proteinas en nuestro
medio, para poder tener nuestra propia estadistica. Adicionalmente en la literatura se
encuentra que la mayoria de éste tipo de trabajos y observaciones, se llevan a cabo en
paises con estaciones climaticas marcadas (Europa o Norteamerica), que pueden

modificar los alérgenos del medio ambiente, no asi nuestra poblacion.

Por lo anterior es importante profundizar en la detecciéon de marcadores inflamatorios

seroldgicos como el aqui estudiado para nuestra poblacion y aplicable a paises tropicales.

El doctor Marco Reyes, profesor titular de la Universidad de Valle en Cali, Colombia
realizo un estudio donde pone en manifiesto que, en 264 nifios con diagnostico de rinitis
alérgica, con test cutdneos realizados, se observa que en promedio entre el 70 y 84%,
muestran sensibilidad positiva a &4caros, en éste grupo el mas importante fue el
Dermatophagoides Pteronyssinus (84%). La respuesta menos importante fue la respuesta
a polenes y hongos. (18). Teniendo en cuenta datos como el anterior fue que se decidio
tomar como alérgenos a los acaros en nuestro estudio, ya que la mayoria de los pacientes
con rinitis alérgica en nuestro medio muestran sensibilidad clinica a ellos, de ésta forma
se aumentaba la posibilidad de obtener resultados positivos en las mediciones de

RANTES.

El presente estudio deja una puerta abierta a la investigacion en el area de inmunologia de
los pacientes con rinitis alérgica, las limitantes de éste estudio fueron principalmente de
presupuesto y metodologia. Se recomienda en futuros estudios realizar busquedas que nos
lleven a determinar el perfil inmunoldgico de nuestros pacientes y asi enriquecer la

estadistica actual.



Limitantes
e Las limitantes de éste estudio fueron principalmente de presupuesto y
metodologia (la metodologia ideal para el estudio Hubiese sido casos y controles

pero no se pudo realizar por presupuesto)

CONCLUSIONES

Dentro del grupo de pacientes con rinitis alérgica del presente estudio, se encontrd una
positividad en los valores de la citoquina CCL5 en los lavados nasales del 20% de ellos.
El coeficiente de correlacion obtenido, muestra que la correlacion entre los niveles de

RANTES vy la severidad en la escala clinica del ARIA en estos pacientes, es débil.

RECOMENDACIONES

e En futuros estudios se recomienda determinar si en fase tardia se incrementan los
valores de la citoquina y si hay correlacion, podemos buscar otra citoquina que se
correlacione con los sintomas en la fase temprana de la enfermedad, para poder
determinar el pronostico clinico del paciente.

* De igual forma se recomienda realizar un futuro estudio con multiples mediciones
a diferentes tiempos durante las fases tempranas y tardias para poder determinar el

momento ideal de liberacion de ésta o varias citoquinas



[y

Finalmente se recomienda en futuros estudios para estandarizar la forma de toma

de muestras nasales, o comparaciones de las diferentes formas de toma de muestra
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ANEXOS

1. Consentimiento Informado

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA
DEPARTAMENTO DE OTORRINOLARINGOLOGIA
Grupo de Investigacion de Otorrinolaringologia

PROYECTO: Asociacion de la severidad clinica con los niveles de RANTES en rinitis alérgica de
pacientes sensibles al Dermatophagoides Pteronyssinus.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Maria Carolina Pérez Perdomo

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dia/mes/afio: / / Caodigo del Sujeto:

Este documento explica en qué consiste este estudio de investigacion. Es importante que usted
lea cuidadosamente esta informacidn y que luego decida si desea participar 0 no como voluntario.

PROPOSITO:

El proposito de esta investigacion es determinar los valores de una proteina (citoquina RANTES)
que participa en el proceso de respuesta inflamatoria que esta involucrada en las respuestas
alérgicas de los pacientes con rinitis alérgica. Estos valores se determinaran después de la
exposicion del paciente a una sustancia a la cual es sensible, con el fin de determinar si existe
asociacion entre estos valores y los sintomas que usted presenta.

DURACION:



El tiempo que cada sujeto de estudio otorgara para esta investigacion sera tan solo 15 a 30
minutos. El tiempo disponible para la recoleccion de los datos es 12 meses. Los resultados del
estudio se reportaran en Julio de 2012.

PROCEDIMIENTOS:

Los procedimientos que se aplicaran a usted como sujeto en este estudio incluyen:

* Prueba de sensibilidad a los &caros (Dermatophagoides Pteronyssinus), que pone en
contacto al paciente con el alérgeno, con un pinchazo en la piel del antebrazo.

* Toma de una muestra de lavado nasal, con suero fisiologico, para determinar los valores de la
Citoquina.

* Responder una breve encuesta de sintomas, tratamientos y estilo de vida

POSIBLES RIESGOS O INCOMODIDADES:

Sintomas graves (anafilaxia) son excepcionales. Los posibles riesgos leves o incomodidades

asociadas con su participacion en este estudio incluyen:

* Leve dolor al momento de la prueba de sensibilidad a &caros

* Leve incomodidad al momento del lavado nasal; Sensacion de agua salada

* De llegarse a presentar los sintomas de una reaccion alérgica serian: Reaccion alérgica en
piel (picor, enrojecimiento), reaccion alérgica en nariz (picor nasal, estornudos, secrecién
nasal)

BENEFICIOS:

Los beneficios para usted por su participacién en el estudio son:

* Determinar el valor de la citoquina RANTES en usted sin costo

* Determinar el grado de severidad de su enfermedad de base (Rinitis alérgica)

* Determinar si usted es sensible 0 no a los acaros, mediante la prueba de sensibilidad sin
costo, lo que lo ayudara en el manejo ambiental durante el tratamiento de su enfermedad

CONFIDENCIALIDAD:

Se realizara todo esfuerzo para asegurar que los hallazgos de este estudio sean confidenciales.
Copias de los documentos de este estudio seran conservados en el archivo del Comité de
Investigaciones del Hospital Universitario de La Samaritana por un periodo minimo de tres afios.

Las muestras nasales seran desechadas al finalizar el estudio y no podran ser utilizadas para
ningun analisis diferente al propuesto. Los hallazgos de este estudio podran ser publicados o
presentados en reuniones sin revelar su nombre o identidad. Se protegeran sus derechos y
privacidad; no obstante los investigadores asociados con esta investigacion tendran acceso a los
documentos e informacion relacionados con este estudio. Su expediente serd completamente
confidencial segun lo indica la Ley. Este no sera compartido con otras personas a menos que sea
exigido por la Ley o de acuerdo con las especificaciones mencionadas anteriormente.



PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Su participacion en este estudio de investigacion es absolutamente voluntaria, por lo tanto,
no habra ningun tipo de remuneracion economica 0 compensacion por su participacion. Usted
puede rehusarse a participar o puede retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee
después de haber ingresado (llamando a la doctora Maria Carolina Pérez al teléfono 4077075
extension 10040). Se le informara inmediatamente si cualquier hallazgo de este estudio podria
tener impacto en su salud. Si usted esta embarazada no podra participar en este estudio.

Su firma confirma que ha leido y comprendido este documento. En caso de participar, recibira
una copia firmada de este consentimiento informado. A usted se le ha dado y se le continuara
dando la oportunidad de hacer preguntas y discutir con los investigadores su participacion.

» Usted ha elegido participar en este proyecto de investigacion libre y voluntariamente y en
constancia firma el presente documento:

Dia/mes/afo: / /
FIRMA DEL SUJETO VOLUNTARIO

Dia/mes/afo: / /
FIRMA DE TESTIGO

Dia/mes/afo: / /
FIRMA DE TESTIGO

Dia/mes/afo: / /

FIRMA DEL INVESTIGADOR

* Usted ha decidido NO participar en este proyecto de investigacion y en constancia firma:

Dia/mes/afo: / /

FIRMA DEL SUJETO VOLUNTARIO

2. Formato estudio de rinitis alérgica

NOMBRE:-

EDAD:

OCUPACION:

TELEFONO:




PROCEDENCIA:

Duracion de la enfermedad:
SINTOMAS:
Se tendran en cuenta los siguientes sintomas: Rinorrea, obstruccion nasal, picor nasal, estornudos

Clasificacion de la rinitis alérgica

Intermitente Persistente
sinfomas sinfomas
e <4 dias a la semana e >4 dias a la semana
® 0 <4 semanas ® vy >4 semanas
Leve Moderada-grave

uno o mads puntos
e suefio anormal
e interferencia en las actividades
diarias, deportes, ocio
* interferencia en el trabajo o la
escuela
¢ sintomas molestos

e suefio normal

e actividades diarias, deportes, y
de ocio normales

e trabajo y actividad escolar
normales

® no existen sintomas molestos




