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RESUMEN

Introduccion: El asma es la enfermedad crénica més prevalente en la infancia. Entre
el 10-48% de pacientes con asma en la infancia tiene remision espontanea de la
enfermedad durante la adolescencia, no siendo completamente conocidos los
mecanismos inmunoldgicos de este fendmeno. Objetivo general: Determinar si
existen diferencias en los niveles séricos de Interleucina 10 (IL-10) e Interferon Gamma
(IFN-y) en adolescentes con diagndstico de asma en remision clinica sin tratamiento
(AR), comparados con adolescentes con diagnostico de asma persistente (AP) y
adolescentes no asmaticos ni atopicos (NA). Materiales y métodos: En los grupos AP,
AR y NA se enrolaron 18, 15 y 15 participantes respectivamente, todos entre los 12 a
17 afios. Los participantes con antecedente de asma completaron el cuestionario
“Asthma Control Test” (ACT) para mayores de 12 afios. Todos los participantes fueron
entrevistados, examinados y se les extrajo, en forma estandarizada, una muestra de
sangre periférica para cuantificar los niveles de eosintfilos de forma automatizada; y
los niveles séricos de IL-10 e IFN-y mediante técnica ELISA. Se realiz6 ademas un
subanalisis en los que se incluyo a aquellos pacientes de los grupos AR y AP con
antecedente de asma alérgico y los pacientes del grupo NA. Resultados: No hubo
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de IFN-y (p=0.7133), IL-10
(p=0.2553) ni ratio IL-10/ IFN-y (p=0.0687) entre los pacientes de los grupos AP, AR
y NA. Con respecto a los eosin6filos en sangre periférica, se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos AP y NA (p=0.0464), especialmente en

aquellos con antecedente de asma alérgica (p=0.0075), encontrandose mas elevados en



el grupo AP; no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos AR y
NA, ni entre los grupos AR y AP. Conclusiones: Con respecto a los niveles de
eosinodfilos en sangre periférica, si hay diferencia entre los pacientes AP y NA,
encontrandose estos mas elevados en el grupo AP, especialmente en aquellos con asma
alérgica, estando sus valores influenciados por los niveles séricos de IFN-y y IL-10 en
conjunto, por lo que se postula que la persistencia de la enfermedad asmatica durante
la adolescencia podria deberse en parte a la produccion de citocinas proinflamatorias
de tipo Th1 producidas por los eosinéfilos, dado que se ha reportado que los eosinéfilos
son capaces de secretar IFN-y en respuesta estimulos tanto Thl como Th2, no siendo
la produccion de esta interleucina disminuida por la estimulacion con IL-10, la cual a
su vez induce mayor produccion de IL-12 por parte de los eosindfilos. No hay
diferencia en los niveles de eosinofilos en sangre periférica entre los pacientes NA y
AR ni entre los pacientes AR y AP. Entre los pacientes con diagnostico de AR, AP y

NA no hay diferencia en los niveles séricos de IFN-y, IL-10 ni en el ratio IFN-y/IL-10.

Palabras clave: Asma, Asma en remision clinica, Interleucina 10 (IL-10), Interferén

Gamma (IFN-y), eosinofilos en sangre periférica.



ABSTRACT

Introduction: Asthma is the most prevalent chronic disease in childhood. Between
10% to 48% of patients with asthma in childhood have spontaneous remission of the
disease during adolescence. However, the immunological mechanisms of this
phenomenon being not completely known. General objective: To determine if there
are differences in the serum levels of Interleukin 10 (IL-10) and Interferon Gamma
(IFN-y) in adolescents diagnosed with asthma in clinical remission without treatment
(RA), compared with adolescents diagnosed with persistent asthma. (AP) and non-
asthmatic and non-atopic adolescents (NA). Materials and methods: In the AP, AR
and NA groups, 18, 15 and 15 participants were enrolled respectively, all between 12
and 17 years of age. Participants with a history of asthma completed the "Asthma
Control Test" (ACT) questionnaire for people over 12 years of age. All the participants
were interviewed, examined and a sample of peripheral blood was extracted, in a
standardized manner, to quantify the eosinophil levels in an automated way; and the
serum levels of IL-10 and IFN-y by ELISA technique. A sub-analysis was also carried
out in which patients from the AR and AP groups with a history of allergic asthma and
patients from the NA group were included. Results: There was no statistically
significant difference in the levels of IFN-y (p=0.7133), IL-10 (p=0.2553) or the IL-
10/IFN-y ratio (p=0.0687) between the patients in the AP, RA and NA. Regarding
peripheral blood eosinophils, a statistically significant difference was found between
the AP and NA groups (p=0.0464), especially in those with a history of allergic asthma

(p=0.0075), being higher in the AP group; there was no statistically significant



difference between the AR and NA groups, nor between the AR and AP groups.
Conclusions: With respect to eosinophil levels in peripheral blood, there is a difference
between AP and NA patients, being these higher in the AP group, especially in those
with allergic asthma, their values being influenced by the serum levels of IFN- y and
IL-10 together, so it is postulated that the persistence of asthmatic disease during
adolescence could be due in part to the production of proinflammatory Thl-type
cytokines produced by eosinophils, since it has been reported that eosinophils are
capable of secreting IFN-y in response to both Thl and Th2 stimuli and the production
of this interleukin is not decreased by stimulation with IL-10, which in turn induces
increased production of IL-12 by eosinophils. There is no difference in peripheral blood
eosinophil levels between NA and RA patients or between RA and AP patients. There
was no difference in the serum levels of IFN-y, IL-10 or in the IFN-y/IL-10 ratio among

patients diagnosed with RA, PA, and NA.

Key words: Asthma, Asthma in clinical remission, Interleukin 10 (IL-10), Interferon

Gamma (IFN-y), eosinophils in peripheral blood.



1. INTRODUCCION

El asma es una enfermedad heterogénea caracterizada por inflamacion cronica de las
vias aéreas, definida por la historia de sintomas respiratorios como sibilantes, disnea y/o
tos seca que pueden variar su intensidad en el tiempo, asi mismo puede asociar limitacion
en el flujo espiratorio®.

El asma es la principal enfermedad crénica en poblacion pediatrica a nivel mundial; y
su prevalencia, severidad y mortalidad varia globalmente, evidenciandose que su incidencia
se ha incrementado en paises con menos ingresos econémicos, mientras que en algunos
paises con mas ingresos economicos, usualmente asociados con mejores niveles de salud
publica, la incidencia se mantiene estable?. Para el afio 2003, la prevalencia global de asma
en la poblacion entre los 13 y 14 afios es de 14.1% y en pacientes entre los 6 a 7 afios es de
11.7%3, incrementandose en paises de ingreso medio y bajo. Para el afio 2020, se ha
reportado en la poblacién adolescente una disminucion significativa de la prevalencia de
sintomas severos de asma y un incremento en el diagndstico de asma en algin momento de
la vida; ademaés, la prevalencia de sibilancias actuales ha disminuido en paises de ingreso
bajo y se ha incrementado en algunos paises de ingreso medio/bajo; sin embargo, se
mantiene estable en paises del primer mundo*

La prevalencia de asma en Latinoamérica tiene una media de 17%, siendo mas elevada
en comparacion a prevalencias globales descritas, con fluctuaciones entre paises®. Para el
afio 2000, la prevalencia de asma en Latinoamérica en el grupo etario de 6-7 afios tenia una
media de 17.3% y un rango de 4.1-26.9%"°; mientras que para el grupo entre 13 a 14 afios

tenia una media del 15.8% con un rango de 5.5-28%°. Sin embargo, para el afio 2019 en



Meéxico se ha reportado un incremento en la prevalencia de asma en nifios y adolescentes,
con una prevalencia de 26.2% (95% CI 25.8% a 26.7%) en nifios y de 23.9% (95% CI
23.4% a 24.3%) en adolescentes”®.

En el Perd, para el afio 2008 la prevalencia de asma en adolescentes limefios fue del
12%, y para adolescentes tumbesinos fue del 3%°, existiendo una clara variabilidad en la
prevalencia de esta enfermedad en ciudades urbanas y rurales, la cual también se ha
reportado en otros paises latinoamericanos'®. Para el afio 2011, la prevalencia de asma en
nifios y adolescentes limefios entre los 6 a 18 afios fue de 16.7%%, existiendo un claro
incremento de la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais.

Esta enfermedad trae gran morbilidad en la poblacion afectada'?; siendo el costo
sanitario de las personas que tienen diagnostico de asma mas elevado a comparacion de
aquellas que no lo sufren, creciendo los costos por paciente de forma correlativa con la
gravedad de la enfermedad, y reduciéndose con el control clinico de esta'®. La mortalidad
de esta enfermedad es baja en comparacion de otras enfermedades cronicas y ha disminuido
en el tiempo. En los Estados Unidos, para el afio 2001 se reportd una tasa de mortalidad por
asma de 15 personas por millén, mientras que para el afio 2016 se reporté una mortalidad
de 10 personas por millén; teniendo los adultos cinco veces mas riesgo de fallecer por asma
a comparacion de los nifios, especialmente los mayores de 65 afios**.

Fisiopatologicamente el asma es un desorden inflamatorio de los pulmones que conlleva
a la limitacion del flujo aéreo; sin embargo, se reconoce que esta enfermedad es
heterogénea®® y que existen fenotipos fisiopatoldgicos de esta enfermedad, dentro de los

cuales el fenotipo mas prevalente y cominmente descrito es el asma alérgica leve de inicio



temprano, el cual tiene una fisiopatologia mediada por una respuesta inmunitaria tipo Th2
de base.

La historia natural del asma ha mostrado la existencia de una remision espontanea de
esta enfermedad con el paso del tiempo, por lo que actualmente se plantea considerar la
remision del asma como un objetivo del tratamiento’ 18, Diferentes estudios realizados en
diferentes poblaciones han descrito la prevalencia de remision espontanea del asma en
diferentes grupos etarios, especialmente en la infancia, refiriéndose que este fenémeno
ocurre en aproximadamente un 10 a 48% de personas en este grupo etareo® 2, Se ha
sefialado ademas que la remision espontanea de esta enfermedad es mas frecuente en
pacientes con diagnostico de asma en la infancia (30.2%) a comparacion con pacientes
diagnosticados en la adolescencia o adultez (5.0%)%.

La fisiopatologia y los mecanismos moleculares que ocurren en pacientes con
diagndstico de asma en remision adn son poco claros, no habiéndose descrito claramente
los mecanismos inmunoldgicos hasta la actualidad. Varios estudios han analizado el rol de
la respuesta inmunitaria Thl, Th2 y T reguladora; asi como el rol de las interleucinas
correspondientes a estos perfiles de respuesta inmunitaria en la remisién espontanea del
asma?>-31,

Con respecto al perfil Thly su rol en la remision espontanea del asma: Sobre el IFN-y,
se ha reportado que en cultivos celulares de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) no estimulados o estimulados con particulas purificadas de acaros del polvo (10
ug/ml de Dermatophagoides farinae), los niveles de IFN-y producidos fueron més bajos en
pacientes con asma persistente a comparacion a pacientes con asma en remision; ademas,

estos ultimos pacientes presentaban niveles de IFN-y equivalentes o mas elevados que los



controles sanos®272%; sin embargo, también se ha reportado que los pacientes con asma en
remision tienen menor produccién de IFN-y a comparacion de los pacientes con asma
persistente en cultivos no estimulados y en los estimulados con OKT32. Con respecto a
TNF-a, se ha reportado que las concentraciones sericas de esta interleucina fueron menores
en los pacientes con asma de inicio temprano o tardio en comparacion con el grupo control
no asmatico®!.

Con respecto al perfil Th2 y su rol en la remision espontanea del asma: Sobre las IL-4
e IL-5 se ha reportado que en CMSP estimulados con particulas de &caros del polvo sus
niveles se encuentran mas elevados en pacientes con asma activa en comparacion de los
controles sanos y los pacientes con asma en remision?®2"-32; aunque un estudio no encontrd
diferencia en los valores de la IL-5 entre estos grupos®’. Ademas, en otro estudio, no se ha
reportado diferencia en los valores séricos de estas interleucinas en los 3 grupos de
pacientes mencionados®?.

En relacion con la respuesta T reguladora y su rol en la remision espontanea del asma:
Los resultados sobre el rol de este perfil inmunitario en la remisién espontanea del asma no
se ha definido aun ya que se ha reportado que los pacientes con asma activa tienen menor
cantidad de linfocitos T reguladores a comparacion de aquellos con asma en remision33; y
que los pacientes con asma activa tienen menor concentracion sérica de IL-10 a
comparacion de los pacientes no asmaticos®!; sin embargo, en estudios realizados en
cultivos celulares de CMSP reportan resultados contradictorios, ya que algunos reportan
que post estimulacion con particulas de acaros del polvo no hay variacion en los niveles de

IL-10 medidos en el sobrenadante?®3°, mientras que otros reportan un incremento de esta



interleucina en los cultivos celulares obtenidos de pacientes con diagndstico de asma en
remision?®.

Fundamentandonos en la bibliografia revisada, este estudio tiene como objetivo evaluar
los mecanismos inmunes asociados a la remisién espontanea del asma en la adolescencia,
por lo que planteamos la pregunta: ¢Existen diferencias en los niveles séricos de 1L-10 e
IFN-y en adolescentes con diagndstico de asma en remision clinica sin tratamiento,
comparados con adolescentes con diagnéstico de asma persistente y adolescentes sin

antecedente de asma y/o atopia?

1.1. Marco tedrico
1.1.1. Asma:

Segln lo refiere la “Global Initiative for Asthma” 2022!, el asma es una
“enfermedad heterogénea caracterizada por inflamacion crénica de las vias aéereas;
siendo definida por la historia de sintomas respiratorios como sibilantes, disnea,
opresion en el pecho y tos; que pueden variar en el tiempo y en intensidad; asociada a
una limitacion variable del flujo espiratorio, la cual en el tiempo puede volverse
persistente”. Su diagnostico se basa en la historia clinica del paciente y en la evidencia
de la limitacion en el flujo espiratorio, la cual debe ser documentada mediante

examenes complementarios tales como la espirometria.

1.1.1.1. Asmaalérgica:
Actualmente, dado que el asma es considerada una enfermedad heterogénea, varios

estudios multicéntricos realizados en diversos paises han descrito fenotipos



fisiopatolégicos de esta enfermedad'®®*3° con el fin establecer biomarcadores
diagndsticos y de seleccionar tratamientos personalizados para cada paciente; siendo el
fenotipo de asma alérgica el mas cominmente descrito, el cual usualmente se inicia en la
infancia y se encuentra asociado a antecedentes familiares de enfermedades alérgicas. Este
fenotipo se encuentra mediado por la presencia de IgE especifica contra aeroalérgenos y la
correlacion entre la presencia de sintomas asmaticos y la exposicion estos aeroalérgenos®,

desencadendndose por una respuesta inflamatoria tipo Th2 a nivel pulmonar.

1.1.1.2. Asma Infantil:

El asma es la enfermedad cronica mas frecuente en la infancia, iniciandose
usualmente durante la infancia temprana. La atopia esta presente en la mayoria de estos
pacientes, siendo la sensibilizacion a aeroalérgenos el principal factor de riesgo para el
desarrollo de asma durante la infancia®. El diagndstico de esta enfermedad en menores de
5 afios es complicado debido a que es dificil evaluar la funcion respiratoria a esta edad, por
lo que el diagnostico se basa en un enfoque de probabilidad segun la presentacion clinica

de la enfermedad, antecedentes personales y antecedentes familiares!?’.

1.1.1.3. Control de la enfermedad asmatica:

El control de esta enfermedad se evalGa en dos dominios: El control actual de los
sintomas Y el riesgo futuro de exacerbaciones de la enfermedad?’. Para la evaluacion del
control actual de los sintomas, se evalla en el paciente la presencia de los sintomas
caracteristicos de asma (sibilancias, sensacion de falta de aire, tos nocturna, opresion

toracica) y el uso de medicamentos aliviadores en las ultimas cuatro semanas;



adicionalmente, se pueden utilizar cuestionarios de escala numérica validados para evaluar
el control de los sintomas asmaticos, tales como el “Asthma Control Test” (ACT)*¥2° o el
“Asthma Control Questionnaire” (ACQ)***. Segin el nivel del control de los sintomas

asmaticos, se puede clasificar la enfermedad en las siguientes categorias®*':

- Asma controlada: Se considera asma controlada si en las 4 Gltimas semanas el

paciente no ha presentado sintomas diurnos mas de 2 veces por semana, no ha
presentado sintomas nocturnos, no ha requerido medicamentos de rescate mas de
2 veces por semana y no ha presentado limitacion a la actividad fisica. La escala
ACT considera que el puntaje para catalogar el asma como controlada es
mayor/igual a 20 puntos®.

- Asma parcialmente controlada: Se considera asma parcialmente controlada si en

las 4 ultimas semanas el paciente ha presentado al menos 2 de los siguientes
criterios: sintomas diurnos mas de 2 veces por semana, con presencia de sintomas
nocturnos al menos una vez por semana, ha requerido medicamentos de rescate
mas de 2 veces por semana o0 ha presentado limitacion a la actividad fisica. La
escala ACT considera que el puntaje para catalogar el asma parcialmente
controlada es de 16 a 19 puntos®.

- Asma no controlada: Se considera asma no controlada si en las 4 Gltimas semanas

el paciente ha presentado 3 a 4 de los siguientes criterios: sintomas diurnos mas de
2 veces por semana, sintomas nocturnos al menos una vez por semana, ha
requerido medicamentos de rescate mas de 2 veces por semana 0 ha presentado

limitacion a la actividad fisica. La escala ACT considera que el puntaje para



catalogar el asma como no controlada es de 5 a 15 puntos, siendo 5 el puntaje

minimo de esta prueba®.

Para evaluacion del riesgo futuro de exacerbaciones de la enfermedad, se deben
evaluar la cantidad de exacerbaciones ocurridas el afio anterior, problemas
socioecondmicos del paciente, la adherencia al tratamiento, la técnica correcta del uso
de los inhaladores, la funcion pulmonar del paciente, el uso de tabaco y la eosinofilia
periférica; ya que estos factores se han asociado a un riesgo incrementado de
exacerbacion futura, la cual puede ocurrir de forma independiente al control

sintomatico de la enfermedad®®’.

1.1.1.4. Asma en remision:

Estudios longitudinales realizados en diversos paises alrededor del mundo han
reportado la existencia de una remision espontanea de esta enfermedad con el paso del
tiempo, siendo esta caracterizada por un elevado control de la enfermedad, lo cual
incluye la ausencia de sintomas y de exacerbaciones; asi como la normalizacion o
mejoria de la funcion pulmonar, con o sin tratamiento?’.

Con respecto a la remision espontanea de esta enfermedad en la infancia:

- Ronmark et al?, reportaron que en Suecia, la remision de la enfermedad durante el
primer afio de enfermedad era del 10%, especialmente en nifios sin sensibilizacion
a aeroalérgenos.

- De Marco et al?® evaluaron la incidencia y remision de asma desde el nacimiento



hasta los 44 afos en 18873 sujetos italianos, encontrando que la incidencia anual de
asma era de 2.56/100 personas por afio, con dos picos reportados en nifios menores
de 10 afios (4.38/1000 personas por afio) y mujeres mayores de 30 afios (3.1/1000
personas por afio); la remision reportada de la enfermedad fue del 45.8%(P<0.001),
estando la probabilidad de remision inversamente asociada a la edad de inicio de la
enfermedad (62.8% y 15.0% en menores de 10 y mayores de 20 afios,
respectivamente).

Sears et al?? hicieron un seguimiento longitudinal de nifios nacidos entre los afios
1972 y 1973 en la ciudad de Dunedin, Nueva Zelanda, con el objetivo de describir
la historia clinica del asma en esta poblacion después de un seguimiento realizado
por 26 afos, reportando que el 51.4% de la poblacién estudiada reporto sibilancias
en mas de una ocasion, que el 14.5% de estos tuvo sibilancias que persistieron desde
la infancia hasta la adultez y 27.4% reporto remision de estas en la infancia, aunque
un 12.4% de esta poblacion tuvo un relapso a la edad de 26 afios.

Vonk et al*’realizaron un seguimiento por 30 afios a 119 nifios diagnosticados de
asma para describir los factores relacionados a la remision completa o remision
clinica de la enfermedad, encontrando que el 22% de participantes reportaron
remision completa del asma y 30% reportd remision clinica de la enfermedad,
estando la remision asociada a una mejor funcion respiratoria durante la infancia y
a un subsecuente incremento en el volumen flujo espiratorio en el primer segundo
(FEVY).

To et al*® realizaron un seguimiento longitudinal de nifios canadienses

diagnosticados de asma antes de los 6 afios hasta los 11 afios, reportando un 48% de



casos en remision para los 12 afios, estando la persistencia de la enfermedad
asociada a la hospitalizacién y a la elevada cantidad de visitas médicas durante el
primer afio post diagndstico de la enfermedad.

Andersson et al** realizaron un seguimiento longitudinal de 248 nifios
diagnosticados de asma entre los 7 a 8 afos hasta los 19 afios, reportando que a esta
edad el 21% de participantes se encontraba en remisién, 38% tenia asma
intermitente y 41% de ellos asma persistente, siendo la remision méas frecuente en
varones y la persistencia mas frecuente en pacientes mujeres o sensibilizados a
epitelios de animales o con diagndstico de asma severa.

Assar et al?® realizé el sequimiento de nifios iranies diagnosticados de asma y evalud
la remision de la enfermedad a los 11 o 15 afos, reportando que el 36% de
participantes en remision clinica y 33% con remision completa de la enfermedad; la
remision estaba asociada con un temprano inicio de enfermedad y estaba
inversamente relacionada con la historia familiar de asma, el diagnostico de
dermatitis atopica, la hospitalizacion por asma, ser fumador pasivo y el uso
prolongado de corticoides inhaladores.

Oluwole et al*® realizaron un seguimiento por dos afios a nifios y adolescentes
canadienses entre los 5 y 14 afios diagnosticados de asma para determinar la
persistencia, remision clinica y remision completa del asma, reportando que al final
del seguimiento que el 30.4% de participantes presentaron remision clinica de la
enfermedad y que el 19.0% de participantes tuvieron remision completa de esta; el
sexo femenino y tener mascotas en casa fueron las variables asociadas a la remision

clinica de la enfermedad; y mayor edad fue asociada de forma positiva a la remision
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completa de la enfermedad.

Honkamaki et al?*, evaluaron 8199 sujetos entre los 20 a 69 afios de Helsinki y
Finlandia, diagnosticados de asma de forma temprana (0-11 afios), intermedia (12 —
39 afios) y tardia (40 — 69 afios) para determinar los factores asociados a la remisién
del asma. La remisidn fue més frecuente en pacientes diagnosticados en la infancia
y en sujetos de sexo masculino. La persistencia de la enfermedad fue mas frecuente
en pacientes diagnosticados durante la adolescencia o adultez, antecedente de rinitis
alérgica o historia familiar de asma.

Chen et al*®, realizaron el seguimento de 193,673 nifios daneses nacidos entre 1995
y 1997, hasta el afio 2009, reportando que la incidencia acumulada de asma en esta
poblacion fue del 13.3%, y que la remision de la enfermedad fue del 44.1%. Se
reportd que las mujeres tenian menor riesgo de desarrollar asma y mayor
probabilidad de remision de enfermedad; mientras que el antecedente de asma
materno se asociaba a mayor riesgo de asma y persistencia de enfermedad a lo largo

de la vida.

En resumen, con respecto a la remision espontanea de la enfermedad durante la

infancia, se reporta que este fendmeno ocurre entre un 10 a 48% de personas, siendo

los factores relacionados a la remision la no sensibilizacién a aeroalérgenos, el inicio

de la enfermedad durante la infancia, mejor funcién pulmonar durante la infancia y

tener mascotas. Los factores relacionados a la persistencia de la enfermedad son la

hospitalizacion durante el primer afio de diagnostico, la elevada cantidad de visitas

médicas, estar sensibilizado a epitelios de animales, el asma severa, el antecedente
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familiar de asma, la exposicion al humo de tabaco, el inicio de la enfermedad durante
la adolescencia o adultez y la rinitis alérgica. Con respecto al sexo, estudios realizados
al inicio de este siglo reportaron que los varones tenian mayor probabilidad de que la
enfermedad remita en la infancia**; sin embargo, un estudio reciente refiere que ser
mujer es un factor asociado a la remision de la enfermedad*®.

Con respecto a la remision espontanea de asma en sujetos diagnosticados durante la

adultez, se refiere que:

- Tuomisto el al*’ realizaron una revision sistematica con el objetivo de evaluar el
prondstico a largo plazo de pacientes diagnosticados de asma durante la adultez,
encontrando que la proporcion de pacientes con remision espontanea cinco afios
después de realizado el diagndstico era solo del 5%.

- Sozener et al*® realizaron el seguimiento por siete afios de 160 pacientes
diagnosticados de asma durante la adultez, reportando que al final del seguimiento
21.9% de ellos tenia asma no controlada, 29.4% tenia asma parcialmente controlada
y el 48.8% tenia asma controlada; observandose la remision de esta enfermedad en
el 11.3% de pacientes, siendo los factores asociados a la remision la menor edad,
inicio de la enfermedad a menor edad, antecedente de atopia y de rinitis alérgica.

- Tuomisto et al*® realizaron un seguimiento por 12 afios a 203 pacientes
diagnosticados de asma durante la adultez, reportando que la remision fue reportada
solo en el 3% de la poblacion estudiada; mientras que el 34% fueron catalogadas
como controlados, 36% parcialmente controlados y 30% como no controlados.

- Almaqvist et al®°realizaron un seguimiento por 15 afios a 309 sujetos diagnosticados
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de asma durante los 20 a 60 afios, reportando que el 11% de los participantes
presentd remision de la enfermedad durante el seguimiento; estando esto asociado a
una mejor funcién respiratoria, caracterizado por un mayor valor de FEV1 al

diagndstico y a un menor indice de masa corporal.

En resumen, fundamentandonos en lo anteriormente expuesto, la remision
espontanea de la enfermedad durante la adultez es menos frecuente a comparacion de
la remision espontanea en la infancia, encontrdndose la remision asociada a un menor
indice de masa corporal y una mejor funcion respiratoria al diagndstico®°.

Como se ha descrito anteriormente, muchos estudios longitudinales se han llevado
a cabo para poder determinar la prevalencia de la remision espontanea de asma durante
la nifiez y la adolescencia; sin embargo, una limitacion de estos es que la definicion de
asma en remision considerada varia entre ellos, existiendo algunos que estudios que
consideran la definicion de asma en remision cuando el paciente no tiene sintomas ni
uso de medicamentos durante un afio, mientras que otros consideran un periodo de
tiempo de dos afios; ademas, algunos estudios consideran las definiciones de “asma en
remision clinica” y “asma en remision completa”?3424% especificando que en la
primera definicion se considera que el paciente se encuentre asintomatico y sin el uso
de medicamentos para la patologia; mientras que en la segunda se toman en cuenta los
criterios anteriormente mencionados y ademas una hiperreactividad bronquial negativa
0 una funcion pulmonar normal. En el afio 2020 Menzies-Gow et al'® propusieron que
la remision de la enfermedad sea considerada un objetivo en el tratamiento del asma;

ademas, propusieron las definiciones de remisién clinica o completa del asma, con o
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sin tratamiento, segun se detalla en la Tabla 1, para lograr estandarizar estos conceptos

en los estudios futuros a realizarse:

Tabla 1. Criterios para definir asma en remision clinica o completa, tomado de
Menzies-Gow et al'8

Asma en remision clinica con Asma en remision clinica sin
tratamiento tratamiento
Por un tiempo mayor o igual a 12 meses: Los mismos criterios sin tratamiento

- Ausencia sostenida de sintomas asmaticos para el asma en los Ultimos 12 meses.
basados en un instrumento validado, Y
- Optimizacion y estabilizacion de la
funcién pulmonar, Y
- Paciente y cuidador de acuerdo con
respecto a que la enfermedad se encuentra
en remision, Y
- No uso de corticoides sistémicos por
exacerbacion de la enfermedad o control
de la enfermedad a largo tiempo

Asma en remision completa con Asma en remision completa sin
tratamiento tratamiento
Remisién clinica mas lo siguiente: Los mismos criterios sin tratamiento

- Evidencia actual y objetiva de la paraelasma en los Ultimos 12 meses.
resolucion de la inflamacion asmaética
previamente documentada (Ejemplo:
Disminucion de los eosinofilos en esputo
0 en sangre periférica, FENO y/o otras
medidas relevantes, Y
- En centros de investigacion:
Hiperreactividad bronquial negativa.

El motivo de la distincion entre remision clinica y completa del asma es que,
segun lo descrito, incluso en aquellos que desarrollan una remision clinica de la
enfermedad, persisten anormalidades patoldgicas, lo cual puede traer como

consecuencia un relapso de la enfermedad en el tiempo!”22:234245,

Con respecto a la fisiopatologia de la remision de esta enfermedad, atn no se
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encuentra definida la causa por la cual algunas personas logran la remision espontanea
a comparacion de otras. Varios estudios han analizado marcadores inflamatorios en
sujetos con diagndstico de asma persistente, asma en remision y controles con el fin
determinar marcadores de remision de la enfermedad, encontrandose en muchos casos
resultados contradictorios, los cuales se detallaran méas a fondo en los siguientes

acépites de esta seccion.

1.1.2. Respuesta inmune Thl:

La respuesta inmune Thl es un subtipo de respuesta inmune efectora que se
encarga de la defensa de nuestro organismo contra infecciones virales y patogenos
intracelulares tales como Salmonella typhimurium o M. tuberculosis, las cuales pueden
replicarse dentro de los fagocitos. Los linfocitos CD4+ virgenes se polarizan hacia una
respuesta Th1l mediante la exposicion a la Interleucina-12 (IL-12) producida por las
células dentriticas y macréfagos; y la produccion de IFN-y a cargo de las células
Natural Killer (NK); las cuales estimula la activacion de las vias de sefializacion
intracelular Jak2 y Tyk2, las cuales a su vez activan los factores de transcripcion T-
BET, STAT1 y STAT4, que marca el compromiso celular hacia la respuesta inmune
Th151—53_

Los linfocitos CD4+ Th1 se caracterizan por la produccion de IFN-y, siendo esta
la principal citocina producida por este subtipo de respuesta inmune. ElI IFN-y se
encarga de amplificar la diferenciacion Thl, de inhibir la generacion de la respuesta

inmune Th2 y Th17, de la activacién de los macréfagos para incrementar la fagocitosis
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y la activacién de los fagolisosomas; y de la estimulacidn de proteinas que contribuyen

a la mejora de la presentacion antigénica y de la activacion de las células T°L.

1.1.3.Respuesta inmune Th2:

La respuesta inmune Th2 es un subtipo de respuesta inmune efectora que se
encarga de la defensa de nuestro organismo contra infecciones producidas por
helmintos y la eliminacién de otros patégenos que infectan mucosas, asi como de
promover la reparacion tisular; ademas esta respuesta inmune estd relacionada la
fisiopatologia del desarrollo de enfermedades alérgicas. Los linfocitos CD4+ virgenes
se polarizan hacia una respuesta Th1l mediante la exposicion a la Interleucina-4 (I1L-4),
la cual es producida por células T estimuladas por antigenos, las células linfoides
innatas tipo 2 y los mastocitos. En las células T CD4+ virgenes, la IL-4 activa el factor
de transcripcion STATG6, la cual induce la expresion del factor de transcripcion
GATAS, el cual es necesario para la expresion de genes que transcriben a las citocinas
IL-4, Interleucina-5 (IL-5) e Interleucina-13 (IL-13), las cuales son las citocinas
efectoras de este tipo de respuesta inmune. Otras interleucinas relacionadas a la
estimulacion de esta respuesta inmune son la Interleucina-25 (I1L-25), Interleucina-33
(IL-33) y la Linfoproteina Timica Estromal (TSLP, por sus siglas en inglés), las cuales
son producidas por células epiteliales dafiadas®°2.

Como se menciond anteriormente, los linfocitos CD4+Th2 se caracterizan por
la produccion de IL-4, IL-5 e IL-13. La IL-4 es la principal interleucina de esta
respuesta efectora y sus funciones principales son la estimulacion de la produccién de

Inmunoglobulina E (IgE) por parte de los linfocitos B, la amplificacion de este subtipo
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de respuesta inmune, la activacion de macréfagos M2, la estimulacion de la peristalsis
intestinal y el reclutamiento de eosintfilos. La IL-13 tiene la funcion de estimular la
produccion de IgE, la activacién de macrofagos M2 y la estimulacion de la produccion
de moco por parte de las células epiteliales respiratorias. La IL-5 es el principal

activador de eosindfilos, contribuyendo a su maduracion y diferenciacion®?.

1.1.4. Linfocitos T reguladores:

Los linfocitos T CD4+ reguladores no son considerados parte de la respuesta
inmune efectora, dado que su funcion principal es suprimir la activacion de la respuesta
inmune y mantener la tolerancia a lo propio. Los marcadores que diferencian a las
células T CD4+ reguladoras es que expresan altos niveles del receptor alfa de la
Interleucina-2 (IL-2), conocido como CD25, y el factor de transcripcion FOXP3. Tanto
CD25 como FOXP3 son moléculas esenciales para la generacion, el mantenimiento y
la ejecucion de las funciones de los linfocitos T CD4+ reguladores; siendo ademas la
IL-2 la responsable de su crecimiento y supervivencia dado que estimula al factor de
transcripcion STATS, el cual incrementa la expresion de FOXP3°L,

Los linfocitos T CD4 reguladores tienen varios mecanismos de supresion para
cumplir con su funcion; entre ellos se encuentra la produccién de las citocinas
inmunosupresoras IL-10 y Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-f). La IL-
10 es producida por los linfocitos T CD4+ reguladores, asi como macrofagos activados,
celulas dendriticas, linfocitos T CD4+Th1, linfocitos T CD4+Th2; dentro de sus
funciones se encuentra la inhibicion de la produccién de IL-12 por parte de macrofagos,

suprimiendo la respuesta inmune innata al inhibir la produccion de IFN-y; ademas,
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inhibe la expresion de moléculas coestimuladoras y del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Il (MHC-I1) en la superficie de las células presentadoras de
antigenos, inhibiendo la activacién de la inmunidad adaptativa. EI TGF-B1, es
producido por los linfocitos T CD4+ reguladores y macrofagos activados y entre sus
funciones se encuentra la inhibicién de la proliferacién de las células T efectoras y de
los macréfagos activados, suprimiendo asi la respuesta inmune y la cascada
inflamatoria; ademas se encarga de la estimulacion de la diferenciacién de linfocitos
T reguladores periféricos, la estimulacion de la produccion de Inmunoglobulina A
(IgA) y promueve la reparacion tisular promoviendo la sintesis de colageno y

estimulando la angiogénesis®®.

1.1.5. Asma en remision y el perfil inmunitario Th1l:

Como se ha mencionado anteriormente, la fisiopatologia y los mecanismos
moleculares que ocurren en pacientes con diagndstico de asma en remision aun son
poco claros, no habiéndose descrito claramente los mecanismos inmunologicos hasta
la actualidad. Varios estudios han analizado el rol de la respuesta inmunitaria Thl en

la remision espontanea del asma, reportandose lo siguiente:

- Noma et al?’, realizaron un estudio en el cual estimularon in vitro con el antigeno
de Dermatophagoides farinae (Df) a cultivos celulares de linfocitos T obtenidos de
pacientes con diagndstico de asma en remisidn, asma en remision parcial, asma
activa y controles sanos; midiendo en el sobre nadante post estimulacién los valores

de IL-4 e IFN-y. Con respecto a los niveles de IFN-y, se reportd que los linfocitos
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de pacientes con asma activa producian menos IFN-y a comparacion de los controles
sanos; y que la produccion de IFN-y fue mayor en los cultivos celulares de pacientes
con diagnostico de asma en remision a comparacion de los controles sanos. Como
conclusion de este estudio, se hipotetizd que en pacientes con asma en remision la
elevacion de los niveles de IFN-y post exposicion a antigenos de Df podria reducir
la secrecion de IL-4, lo que disminuiria la produccion de IgE y podria mejorar los
sintomas clinicos de los pacientes.

Xu et al?®, midieron el nivel de IFN-y en el sobrenadante de cultivos celulares de
células mononucleares de pacientes con diagnostico de asma en remision durante la
pubertad, pacientes con asma sin remision durante la pubertad y controles sanos. Se
reportd que los niveles de IFN-y en pacientes con asma en remision fue similar a los
controles sanos; sin embargo, fueron mayores que los valores detectados en los
pacientes sin asma en remision durante la pubertad.

Smart et al?®, midieron la respuesta inmunitaria no especifica y especifica de 89
pacientes adultos que durante los 7 a 10 afios fueron diagnosticados de asma. Los
pacientes fueron categorizados segun la severidad de la enfermedad asmatica como
pacientes control (sin antecedentes de asma), pacientes con asma resuelta (incluia a
pacientes sin sintomatologia asmatica en los ultimos 3 afios), pacientes con asma
moderada (incluia a pacientes que tenian sintomatologia asmatica menos de 1 vez
por semana) y pacientes con asma severa (incluia a pacientes que sintomatologia
diaria de asma). Todos los pacientes asmaticos eran atdpicos a la edad de 10 afios y
permanecian atopicos a los 42 afios en base al resultado de una prueba cutanea de

alergia positiva. Se cultivaron las células mononucleares de sangre periférica
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(PBMC) de los participantes y se estimularon con fitohemaglutinina para medir la
respuesta inmune no especifica y con particulas purificadas de acaros del polvo para
medir la respuesta inmune especifica. Post estimulacion se midié en el sobrenadante
los niveles de IFN-y para evaluar la respuesta inmune Thl y los niveles de IL-4, IL-
5, e IL-13 para evaluar la respuesta inmune Th2. Se reportd que los pacientes con
asma severa tenian menor produccion de IFN-y post estimulacion con acaros del
polvo en comparacion a los controles y a los pacientes con asma resuelta; y que la
produccion de IFN-y post estimulacion con acaros del polvo en pacientes con asma
resuelta era similar a la vista en controles sanos.

Noma et al’® midieron los niveles de IL-10, IL-4 e IFN-y en el sobrenadante de
cultivos celulares de CMSP obtenidos de pacientes adolescentes con diagnostico de
asma activa, asma en remision y controles sanos. Con respecto al IFN-y, se reporto
que, post estimulacion con particulas de acaros del polvo, los niveles de esta
interleucina se encontraban incrementados en pacientes con asma en remision.
Waserman et al?® evaluaron el perfil de citocinas y su asociacidn con la remision del
asma en la adolescencia en pacientes entre 12 a 18 afios, dividiéndolos en tres
grupos: Un primer grupo de pacientes con asma persistente, el segundo de pacientes
con asma en remision y un tercer grupo control de pacientes no asmaticos. Se
cultivaron las CMSP de estos pacientes y se estimularon con anticuerpo anti-CD3
(OKT3), la cadena Cowan 1 de S. aureus (SAC), LPS derivado de E. coli, toxoide
tetanico y una combinacion de forbol ester DPBu y iondforo de calcio A23187; en
el sobrenadante de los cultivos se midio la concentracion de IL-4, IL-5, IL-10, IL-

12, IFN-y, TNF-0. y GM-CSF. Con respecto a la produccion de 1L-12, IFN-y, TNF-
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a, se evidencié que los pacientes con asma en remisién tenian menor produccion de
IFN-y a comparacion de los pacientes con asma persistente en cultivos no
estimulados y en los estimulados con OKT3.

Kandane-Rathnayake et al* midieron la concentracion sérica de IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10 y TNF-a de pacientes que participaron del “Estudio longitudinal de
Salud de Tasmania™™ a los 44 afios, categorizandolos en 5 grupos: Pacientes con
inicio temprano de asma con remision actual, pacientes con inicio temprano de asma
con asma activa actual, pacientes con inicio tardio de asma con remision actual,
pacientes con inicio tardio de asma con asma active actual y pacientes no asmaticos.
Con respecto a las concentraciones de TNF-a, estas fueron menores en los pacientes
con asma de inicio temprano o tardio en comparacion con el grupo control no

asmatico.

En resumen, con respecto a IFN-y se ha reportado que en cultivos de CMSP no

estimulados o estimulados con particulas purificadas de acaros del polvo, los niveles

de IFN-y fueron mas bajos en pacientes con asma persistente a comparacion a pacientes

con asma en remision; ademas, estos Ultimos pacientes presentaban niveles de IFN-y

equivalentes o méas elevados que los controles sanos?>?"?°; sin embargo, también se ha

reportado que los pacientes con asma en remision tienen menor produccion de IFN-y a

comparacion de los pacientes con asma persistente en cultivos no estimulados y en los

estimulados con OKT3?%, Con respecto a TNF-o, se ha reportado que las

concentraciones séricas de esta interleucina fueron menores en los pacientes con asma

de inicio temprano o tardio en comparacion con el grupo control no asmatico®.
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Adicionalmente, Stern et al®® reportaron que el riesgo de presentar sibilancias en nifios
entre los 2 a 13 afios era mayor en aquellos nifios que tenian baja produccion de IFN-y
a los 9 meses de vida (rr, 2.29; 95% CI, 1.35-3.89), a comparacion de aquellos nifios

que producian mayores niveles de IFN-y a la misma edad (p=0.002).

1.1.6. Asma en remision y el perfil inmunitario Th2:
Con respecto al rol de la respuesta inmunitaria Th2 en la remision espontanea del asma,

reportandose lo siguiente:

- Noma et al?’, realizaron un estudio en el cual estimularon in vitro con el antigeno
de Dermatophagoides farinae (Df) a cultivos celulares de linfocitos T obtenidos de
pacientes con diagndstico de asma en remisién, asma en remision parcial, asma
activa y controles sanos; midiendo en el sobre nadante post estimulacion los valores
de IL-4 e IFN-y. Con respecto a la IL-4, se reportd que post estimulacion los
linfocitos de pacientes con asma activa producian mayor cantidad de IL-4 a
comparacion de los controles y los pacientes con diagndstico de asma en remision.

- Noma et al*> midieron los niveles de IL-5 en el sobrenadante de cultivos de CMSP
obtenidos de pacientes adolescentes y adultos con el diagndstico de asma activa,
asma en remision y controles sanos; post estimulacion con particulas de acaros del
polvo. Post estimulacion, se detectd mayor produccion de IL-5 por parte de las
CMSP de pacientes con asma activa en comparacion con los controles sanos;
ademas la produccién de IL-5 fue menor en pacientes con asma en remision a

comparacion de los pacientes con asma activa.
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- Noma et al?® midieron los niveles de IL-10, IL-4 e IFN-y en el sobrenadante de
cultivos de CMSP obtenidos de pacientes adolescentes con diagnostico de asma
activa, asma en remision y controles sanos. Con respecto a la 1L-4, se reportd una
disminucidn de los niveles de esta interleucina post estimulacién con particulas de
acaros del polvo en pacientes con asma en remision; ademas, esta interleucina se
encontraba mas elevada en pacientes con asma activa.

- Kandane-Rathnayake et al** midieron la concentracion sérica de IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10 y TNF-a de pacientes que participaron del “Estudio longitudinal de
Salud de Tasmania™* a los 44 afios, categorizandolos en 5 grupos: Pacientes con
inicio temprano de asma con remision actual, pacientes con inicio temprano de asma
con asma activa actual, pacientes con inicio tardio de asma con remision actual,
pacientes con inicio tardio de asma con asma active actual y pacientes no asmaticos.
Se reportd que no se encontrd asociacion entre las concentraciones séricas de 1L-4,
IL-5 0 IL-8 en ninguno de los grupos descritos.

- Tomiita et al*® midieron los valores de IL-10 e IL-5 en el sobrenadante de cultivos
celulares de CMSP estimulados con particulas de acaros del polvo, recolectados de
pacientes con diagnostico de asma activa, asma en remision y pacientes no
asmaticos. Con respecto a la IL-5, no hubo diferencia estadisticamente significativa
en su produccion entre pacientes con asma activa y asma en remision.

- Con respecto a los niveles de eosinofilos en sangre periférica en pacientes con
diagndstico de asma remision, asma persistente y no asmaticos, se han reportado
resultados contradictorios. Con respecto a la diferencia de lo niveles entre pacientes

con asma y remision y pacientes no asmaticos, Kim et al®® y Boulet et al®’ reportaron
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que los pacientes con asma en remision tenian niveles de eosinofilos en sangre
periférica méas elevados a comparacion que los pacientes no asmaticos; sin embargo,
Waserman et al?® reportd que no existia diferencia en los niveles de eosindfilos en
sangre periférica entre pacientes con asma en remision y no asmaticos. Con respecto
a la diferencia en los niveles de eosindfilos en sangre periférica entre pacientes con
asma en remision y asma persistente, Broekema et al®®, Kim et al*®® y Noma et al®2
reportaron que los pacientes con asma en remisién tenian menor cantidad de estos a
comparacion que los pacientes con asma persistente; aunque Boulet et al®’ reportd

gue no existia diferencia.

En resumen, con respecto a la IL-4, se ha reportado mayor produccion de esta
interleucina en cultivos celulares estimulados con particulas de acaros del polvo de
pacientes con asma activa a comparacion de pacientes con asma en remision y controles
sanos?%?’; sin embargo, no se ha reportado diferencia en los niveles séricos de esta
interleucina entre estos grupos®.. Con respecto a la IL-5, un estudio reportd que las
CMSP estimuladas con acaros del polvo recolectadas de en pacientes con asma activa
producian mayor cantidad de esta interleucina a comparacion de los controles sanos y
pacientes con asma en remision®?; sin embargo, este dato no fue corroborado en otro
estudio, el cual encontr6 que no existia diferencia en los niveles de IL-5 en el
sobrenadante de los cultivos de CMSP estimulados con acaros del polvo, recolectados
de pacientes con asma activa, en remision y controles sanos®’; ademas no se ha
reportado diferencia en los niveles séricos de esta interleucina entre estos grupos®:. Con

respecto al nivel de los eosinéfilos en sangre periférica de pacientes con asma activa,
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asma en remision y controles sanos, los resultados son variables dado que algunos
reportan mayor concentracion de estas células en pacientes con asma activa a
comparacion de los pacientes con asma en remision y los controles sanos, mientras que

otros no encuentran diferencia?83256-58,

1.1.7.Asma en remision y el perfil inmunitario T regulador:
Con respecto al rol del perfil inmunitario T regulador en la remision espontanea

del asma, reportandose lo siguiente:

- Noma et al?® midieron los niveles de IL-10, IL-4 e IFN-y en el sobrenadante de
cultivos celulares de CMSP obtenidos de pacientes adolescentes con diagnostico de
asma activa, asma en remision y controles sanos. Se reportd que la produccion
espontanea de IL-10 por CMSP era mayor en pacientes con asma activa a
comparacion que los controles sanos. Post estimulacion con particulas de acaros del
polvo, se reportaron mayores niveles de IL-10 en el sobrenadante de cultivos de
CMSP de pacientes con asma en remision a comparacion de los pacientes con asma
activa y controles sanos, asi como la disminucién de la proliferacion de las CMSP
en los cultivos celulares de los pacientes con asma en remision, la cual se revirtio
post neutralizacion de la I1L-10.

- Waserman et al®® evaluaron el perfil de citocinas y su asociacidn con la remision del
asma en la adolescencia en pacientes entre 12 a 18 afios, dividiéndolos en tres
grupos: Un primer grupo de pacientes con asma persistente, el segundo de pacientes

con asma en remision y un tercer grupo control de pacientes no asmaticos. Se
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cultivaron las CMSP de estos pacientes y se estimularon con anticuerpo anti-CD3
(OKT3), la cadena Cowan 1 de S. aureus (SAC), LPS derivado de E. coli, toxoide
tetanico y una combinacién de forbol ester DPBu y ion6foro de calcio A23187; en
el sobrenadante de los cultivos se midi6 la concentracion de IL-4, IL-5, I1L-10, IL-
12, IFN-y, TNF-a. y GM-CSF. Con respecto a la produccion de 1L-10, en cultivos
estimulados y no estimulados no existié diferencia en los niveles de esta interleucina
en pacientes con asma persistente y asma en remision.

Yan-Li et al*® determinaron en muestras de sangre periférica, mediante citometria
de flujo, los niveles de linfocitos T reguladores (CD4+CD25+Foxp3+), linfocitos
Thl (CD4+IFN-y+) y linfocitos Th2 (CD4+IL-4+) en pacientes entre 8 meses a 12
afios con diagnostico de asma leve, asma severa, asma en remision y pacientes no
atopicos /asmaticos. Se reportd que los niveles de linfocitos T reguladores fueron
menores en el grupo de asma activa, a comparacion del grupo con asma en remision
y el grupo control (p<0.01); ademés los niveles fueron menores en el grupo de
pacientes con asma severa a comparacion de los pacientes con asma leve (p<0.01).
Se reportd ademas que el nivel de los linfocitos T reguladores en pacientes asmaticos
estaba negativamente correlacionado con la severidad del asma (r=—0.737, P<0.01),
y que el ratio Th1/Th2 se encontraba negativamente relacionado a la severidad del
asma (r=-0.615, P<0.01), pero que los niveles de los linfocitos T reguladores se
encontraban positivamente correlacionados con el ratio Th1/Th2 (r=0.856, P<0.01).
Kandane-Rathnayake et al** midieron la concentracion sérica de I1L-4, 1L-5, IL-6,
IL-8, IL-10 y TNF-a de pacientes que participaron del “Estudio longitudinal de

Salud de Tasmania™* a los 44 afios, categorizandolos en 5 grupos: Pacientes con
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inicio temprano de asma con remision actual, pacientes con inicio temprano de asma
con asma activa actual, pacientes con inicio tardio de asma con remision actual,
pacientes con inicio tardio de asma con asma activa actual y pacientes no asmaticos.
Con respecto a los niveles de IL-10, se report6 que las concentraciones de IL-10
eran menores en pacientes con inicio temprano de asma con asma activa actual a
comparacion del grupo control (RR 0.58; 95%CI 0.33-0.99; p = 0.048).

- Raeiszadeh Jahromi et al®® midieron los niveles séricos de I1L-10, IL-17F e IL-33 en
44 pacientes asmaticos (14 con asma leve, 15 con asma moderada y 15 con asma
severa) y 44 controles sanos. Reportaron que los niveles de IL-10 se encontraban
disminuidos en el grupo de pacientes asmaticos a comparacion de los controles
sanos (p<0.001); y que los valores de IL-17F e 1L-33 se encontraba elevado en los
pacientes asmaticos a comparacion de los controles sanos (p<0.001);
adicionalmente se reportd una fuerte correlacion negativa entre los niveles de IL-10
e IL-22 ((p<0.001).

- Tomiita et al*® midieron los valores de 1L-10 e IL-5 en el sobrenadante de cultivos
celulares de CMSP estimulados con particulas de acaros del polvo, recolectados de
pacientes con diagnostico de asma activa, asma en remision y pacientes no
asmaticos. Con respecto a la IL-10, no hubo diferencia estadisticamente

significativa en su produccidn entre pacientes con asma activa y asma en remision.

En resumen, se ha reportado que los pacientes con asma activa tienen menor
cantidad de linfocitos T reguladores a comparacion de aquellos con asma en remision®;

y que los pacientes con asma activa tienen menor concentracion sérica de IL-10 a
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comparacion de los pacientes no asmaticos®'>°; sin embargo, en estudios realizados en
cultivos celulares de CMSP reportan resultados contradictorios, ya que algunos
reportan que post estimulacién con particulas de &caros del polvo no hay variacion en
los niveles de 1L-10 medidos en el sobrenadante?®*°, mientras que otros reportan un
incremento de esta interleucina en los cultivos celulares obtenidos de pacientes con

diagnostico de asma en remision?®.

1.2. Planteamiento del problema

El asma es la principal enfermedad cronica en poblacion pediatrica a nivel mundial y
su prevalencia se ha incrementado a lo largo de los afios en paises del tercer mundo,
ocasionado gran morbilidad en este grupo etareo?. En nuestro pais se ha reportado el
incremento de la prevalencia de esta enfermedad a lo largo de los afios, especialmente en
la ciudad de Lima®. La historia natural del asma ha mostrado la existencia de una remision
espontanea de esta enfermedad, especialmente en la infancia '*2%; sin embargo, los
mecanismos inmunoldgicos que conllevan a este fendbmeno aun no se encuentran

claramente dilucidados.

1.3. Justificacion del estudio

El comprender los mecanismos inmunoldgicos y moleculares que conllevan a la
remision espontanea de esta enfermedad podria contribuir a la formulacion de
tratamientos que inhiban o promuevan estos mecanismos, para asi promover la
remision de esa enfermedad en aquellos pacientes en las que esta no haya remitido de

forma espontanea.
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Se plantea evaluar los niveles séricos de IFN-y e IL-10 en pacientes con asma
persistente y asma en remision clinica espontanea para determinar si los niveles séricos
de estas interleucinas cumplen un rol en la remision espontanea del asma, en base a que
en la bibliografia revisada:

e Conrespecto al IFN-y, se reporta que los niveles producidos por CMSP en cultivos
celulares estimulados con particulas de acaros del polvo son menores en pacientes
con asma activa a comparacién de aquellos con asma en remision espontanea, no
habiéndose reportado a la fecha si los valores séricos de IFN-y tienen algun
impacto en la remision del asma durante la adolescencia; y a que los niveles séricos
disminuidos de IFN-y son un factor de riesgo para el desarrollo de sibilancias en
la infancia.

e Conrespecto a la IL-10 se han reportado resultados contradictorios en relacion con
los niveles producidos por esta interleucina en cultivos de CMSP estimulados por
acaros del polvo y que ademas se ha reportado que esta interleucina se encuentra
disminuida en pacientes adultos con inicio temprano de asma con asma activa en

la adultez y en pacientes asmaticos a comparacion de controles sanos.
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2. HIPOTESIS

2.1. Hipotesis nula

No existen diferencias entre los niveles séricos de IL-10 e IFN-y en adolescentes con
diagnostico de asma en remision clinica sin tratamiento, comparados con adolescentes con

diagndstico de asma persistente y adolescentes sin antecedente de asma y/o atopia.

2.2. Hipotesis alterna

Existen diferencias entre los niveles séricos de IL-10 e | IFN-y en adolescentes con
diagndstico de asma en remision clinica sin tratamiento, comparados con adolescentes con

diagnostico de asma persistente y adolescentes sin antecedente de asma y/o atopia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Determinar si existen diferencias en los niveles séricos de IL-10 e IFN-y en

adolescentes con diagndstico de asma en remision clinica sin tratamiento, comparados con
adolescentes con diagndstico de asma persistente y adolescentes sin antecedente de asma

y/o atopia.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar si existe asociacion entre el valor de eosinofilos en sangre periférica y los
valores séricos de IL-10 e IFN-y en adolescentes con diagndstico de asma persistente,
adolescentes con diagndstico de asma en remision clinica sin tratamiento y adolescentes
sin antecedente de asma y/o atopia.

e Determinar si existen diferencias en los niveles de ratio IL-10/ IFN-y en pacientes
adolescentes con diagnostico de asma en remision clinica sin tratamiento, comparados
con adolescentes con diagnostico de asma persistente y adolescentes sin antecedente de

asma y/o atopia
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4. METODOLOGIA

4.1. Disefio del estudio

El disefio del presente estudio es de enfoque cuantitativo, no experimental
(observacional), de tipo transversal.

Se trata de un estudio con enfoque cuantitativo porque la realidad estudiada es
una situacion independiente a la realidad del investigador y no estd modificada por las
observaciones realizadas, se busca ser lo mas objetivo posible, se aplica la légica
deductiva, la posicién del investigador es neutral al fendmeno estudiado, los
antecedentes son cruciales para las etapas del proceso de la investigacion, porque se
realizd una busqueda sistematica de la literatura que permitio encontrar variables
susceptibles a ser medidas, las hipétesis planteadas fueron antes de ejecutar el estudio
y porque los datos recolectados se presentan en forma de nimeros es que son analizados
estadisticamente®°.

Es de tipo no experimental (observacional) porque no se ha generado ninguna
situacion y se han observado situaciones ya existentes, ni se han manipulado de forma
deliberada las variables planteadas y solo se han observado los fendbmenos para
proceder a su analisis®.

Es de tipo transversal porque los datos fueron recolectados en un momento unico,
siendo que el objetivo de este estudio es describir variables y analizar su interrelacion
en un momento dado®’.

El protocolo de la presente investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de

la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) (anexo 1) (CONSTANCIA 020-
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01-21; codigo de inscripcion: 203812). Se garantizo la confidencialidad de los datos
recolectados, los cuales se encuentran codificados imposibilitando el futuro
reconocimiento de los participantes de quienes se obtuvo la muestra; de esta forma se
cumple con las pautas éticas estipuladas en la Declaracion de Helsinki. Siendo que los
participantes fueron pacientes menores de edad, se solicitd a los padres la firma del
consentimiento informado para su participacién, el cual tuvo variaciones en su
contenido segun el grupo de estudio en el cual se enrolaba al participante (anexo 2); y

a los participantes se les solicit6 la firma del asentimiento informado (anexo 3).

4.2. Poblacion de estudio y muestra
En este estudio se formaron 3 grupos de sujetos en base al diagndstico de asma

persistente y asma en remision clinica:

e Pacientes con asma en remision clinica sin tratamiento (AR): Pacientes entre
los 12 a 17 afios diagnosticados de asma en la infancia segun los criterios de
“Global Initiative for Asthma” (GINA)®!; y que por al menos 12 meses no han
presentado sintomas asmaticos basados en Asthma Control Test (ACT)%%3, no
hayan requerido tratamiento de rescate ni mantenimiento y en los cuales el paciente
y el cuidador coinciden en que la enfermedad se encuentra en remision.

e Pacientes con asma persistente (AP): Pacientes entre los 12 a 17 afios
diagnosticados de asma en la infancia segun los criterios de “Global Initiative for
Asthma” (GINA)®!; y que aln persisten con sintomas de esta enfermedad,

requiriendo en el Gltimo afio tratamiento de rescate 0 mantenimiento.
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e Pacientes no asmaticos, no atopicos (NA): Pacientes entre los 12 a 17 afios que
no hayan sido diagnosticado de asma durante la infancia ni presenten sintomas
sugestivos de enfermedad en la actualidad (tos, sibilancias, sensacion de falta de

aire) ni sensibilizacion alérgica.

El tamafio de muestra se obtuvo con el uso del programa estadistico Epidat version
4.2 (Sergas, Xunta de Galicia, Espafia). Se realiz6 el calculo de tamafio muestral
comparando la diferencia de medias de los valores de IL-10 de los grupos de asmaticos
y controles del estudio de Raeiszadeh Jahromi et al. (9 pg/dL)®®, considerando una
potencia del 80% y un nivel de confianza del 95%, hallando que se requeriria un total
de 9 participantes por cada grupo de interés (AR, AP y NA, con un total de 27
participantes). No obstante, se llegaron a reclutar 18 pacientes en el grupo de AP, 15

pacientes en el grupo de AR y 15 pacientes en el grupo de NA.

Los criterios de inclusién para el reclutamiento de los participantes en cada uno de
los grupos de estudio fueron:
e Criterios de inclusién de casos — Grupo AR:
- Pacientes entre los 12 a 17 afios con diagndstico de asma de la infancia con o sin
tratamiento de mantenimiento o rescate durante ese periodo.
- Los pacientes deben tener remision de enfermedad durante un tiempo mayor o igual
a 12 meses, caracterizandose por: (i) Ausencia de tos seca nocturna o al despertar,

no sibilancias, no presentar tos o disnea al ejercicio; (ii) No haber experimentado
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alguna crisis de la enfermedad en el ultimo afio; (iii) Sensacion de remision por parte
del paciente / cuidador; (iv) No uso de corticoides sistémicos o uso de medicamentos
controladores/aliviadores de enfermedad; (v) Resultado de test ACT igual a 25
puntos.

Criterios de inclusion de casos — Grupo AP:
Pacientes entre los 12 a 17 afios con diagnostico de asma de la infancia con o sin
tratamiento de mantenimiento o rescate durante ese periodo.
Durante los Gltimos 12 meses el paciente debe persistir con al menos uno de los
siguientes criterios: (i) Sintomas de asma (sintomas diurnos como tos seca,
sibilantes o disnea; sintomas nocturnos como tos seca, despertar nocturno por falta
de aire, cansancio durante el dia); (if) Uso de medicamentos de rescate o de
mantenimiento; (iii) Limitacion de la actividad fisica; (iv) Al menos una
exacerbacion en el Gltimo afio.

Criterios de inclusion de casos — Grupo NA:
Pacientes entre los 12 a 17 afios no diagnosticados de asma durante la infancia ni
presenten sintomas sugestivos de enfermedad en la actualidad (tos seca nocturna o
al despertar, sibilancias, sensacion de falta de aire o dolor toracico y limitacion al
ejercicio) ni que hayan utilizado medicamentos controladores/aliviadores de
sintomas como corticoides orales e inhalados, inhibidor de leucotrienos, beta-
agonistas de accion larga, beta-agonistas de accion corta.

Pruebas cutaneas de alergia negativas a todos los aeroalérgenos muestreados.
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Los criterios de exclusion considerados para el reclutamiento de los participantes en

cada uno de los grupos de estudio fueron:

Criterios de exclusion de casos — Grupo AR:
Pacientes con asma persistente al momento de la evaluacion.
Resultado de ACT menor o igual a 24 puntos.
Pacientes que hayan recibido inmunoterapia con alérgenos a lo largo de su vida.
Pacientes con diagnosticos que condicionen inmunosupresion (hematoldgicos,
tumorales o virales) o con tratamiento inmunosupresor (Corticoterapia cronica,
micofenolato de mofetilo, metrotexate, azatioprina, etc.) por otras comorbilidades o
con algun otro tratamiento inmunorregulador que altere la funcidn del sistema
inmunitario.

Criterios de exclusion de casos — Grupo AP:
Pacientes con control de sintomas y signos de asma durante los Gltimos 12 meses
sin necesidad del uso de medicamentos que controlen la enfermedad en el mismo
periodo de tiempo.
Pacientes que hayan recibido inmunoterapia con alérgenos a lo largo de su vida.
Pacientes con diagndsticos que condicionen inmunosupresion (hematolégicos o
tumorales) o con tratamiento inmunosupresor (Corticoterapia cronica, micofenolato
de mofetilo, metrotexate, azatioprina, etc.) por otras comorbilidades o con algun
otro tratamiento inmunorregulador que altere la funcion del sistema inmunitario.
Pacientes con tratamiento con corticoterapia crénica o anticuerpos monoclonales.

Pacientes con diagnostico de otras enfermedades autoinmunes concomitantes o
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VIH.

e Criterios de exclusion de casos — Grupo NA:

- Pacientes con diagnéstico de asma durante la infancia o en la actualidad.

- Pruebas cutaneas con aeroalérgenos positivas a al menos uno de los muestreados.

- Pacientes con diagnésticos que condicionen inmunosupresion (hematoldgicos,
tumorales o virales) o con tratamiento inmunosupresor (Corticoterapia cronica,
micofenolato de mofetilo, metrotexate, azatioprina, etc.) por otras comorbilidades o
con algin otro tratamiento inmunorregulador que altere la funcion del sistema
inmunitario.

- Pacientes con diagndstico de alguna otra enfermedad alérgica (alergia alimentaria,

dermatitis atopica, rinitis alérgica, hipersensibilidad a medicamentos).

4.3. Procedimientos

Los participantes fueron captados en la consulta particular de la investigadora
principal del estudio (Alergolima S.A.C.), la cual se lleva a cabo en el centro méedico
“Odontomedic” (categorizacion 1-1, codigo Unico IPRESS 00010953). Para el
reclutamiento de participantes para los grupos AR y AP se revisaron las historias
clinicas de pacientes atendidos en este centro médico y se contacté a aquellos con
antecedente de asma para invitarlos a participar; ademas, se invit6 a participar a todos
los pacientes nuevos que se atendieron entre los meses de enero 2021 a marzo 2021
que cumplian los criterios de inclusion y exclusion de estos grupos. Para el
reclutamiento de pacientes en el grupo NA se invitd a participar a los hermanos y

familiares de los pacientes que de los grupos AR y AP, y a los pacientes que se
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atendieron durante los meses de febrero 2021 y marzo 2021 que cumplian los criterios
de inclusion y exclusion de este grupo. El periodo de reclutamiento inicié el 01 de
febrero del 2021 y concluyo6 el 15 de marzo del 2021. Se reclutaron 18 participantes en
el grupo AP, 15 participantes en el grupo AR y 15 pacientes en el grupo NA.
Posterior a la firma del consentimiento informado por parte del
padre/madre/apoderado del participante y del asentimiento informado por parte del
participante, se procedieron a realizar los siguientes procedimientos a los participantes:
Llenado de ficha de recoleccion de datos, llenado del Asthma Control Test (ACT) (solo
para los participantes de los grupos AP y AR) y Skin Prick Test (SPT). Después de la
realizacion de los procedimientos antes mencionados, los participantes fueron
derivados al laboratorio clinico Qhali-Lab, ubicado en el centro médico
“Monteprincipe Salud” (categorizacion 1-3, cddigo Unico IPRESS 00028418) en donde

se realiz6 una toma de muestra de sangre venosa periférica.

4.3.1.Ficha de recoleccion de datos:

Se elabor6 una ficha de recoleccion de datos (anexo 4) que fue utilizada para el
registro de los datos clinicos y laboratoriales de los participantes para su andlisis
posterior. Esta ficha fue llenada por la investigadora principal del estudio quien es
médico especialista en alergia e inmunologia (CMP 66867, RNE 35826). Durante la
entrevista con el participante y su padre/madre/apoderado para el llenado de esta ficha,
se corrobord que los participantes cumpliesen los criterios de inclusion y exclusién
establecidos en el protocolo antes de proceder a realizar otros procedimientos. Se

selecciond a los participantes en los grupos de estudio establecidos en el protocolo. En

38



el caso de los pacientes que fueron incluidos en los grupos AP y AR, mediante
entrevista y examen fisico se confirmo el diagndstico de asma en la infancia y el control
actual de la enfermedad segun lo establecido en las guias GINA del 2020%*. En el caso
de los pacientes incluidos en el grupo NA, mediante entrevista y examen fisico se
confirmé que no habian tenido diagndstico de asma en la infancia ni que tuviesen

signos o sintomas sugestivos de la enfermedad en el momento de la evaluacion.

4.3.2. Asthma Control Test (ACT):

A los pacientes enrolados en los grupos AR y AP se les solicité el llenado del ACT
en la version para mayores de 12 afios (QualityMetric Incorporated) (anexo 5) para
evaluar el control del asma en las Gltimas 4 semanas. Vega et al®*validaron este
cuestionario para su uso en idioma espafiol en una muestra de 607 pacientes, en el que
se demostrd que el puntaje de este instrumento se correlaciona con los cambios clinicos
y de la funcion respiratoria (Volumen espiratorio forzado en el primer
segundo(%FEV), flujo espiratorio maximo (%PEF)) de los pacientes (p<0.01); y que
el puntaje se correlaciona de forma negativa con el nimero de exacerbaciones
(p<0.001); ademas, el incremento del puntaje se asocia a un incremento en el %FEV,
el %PEF, la disminucion del ndmero de exacerbaciones, la disminucion de la
intensidad y frecuencia de sintomas, asi como la reduccion de tratamiento y mejoria en
la percepcion del control de asma por parte del médico y el paciente (p<0.01);
determinandose que este instrumento tiene una sensibilidad de 77.8% y especificidad
de 80.2% para detectar pacientes verdaderamente no controlados cuando los puntajes

de esta son menores o iguales a 19. Este cuestionario ha sido utilizado en otros estudios
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de investigacion®*® y se encuentra disponible en internet para su uso

(https://www.asthmacontroltest.com/es-mx/welcome/), por lo que no se solicitd

autorizacién para su uso.

Con respecto a la interpretacion de este instrumento, el puntaje minimo a obtenerse
es de 5 puntos (mal control del asma) y el maximo es de 25 puntos (asma
completamente controlada), indicando el mayor puntaje mayor control del asma. Un
puntaje mayor a 19 es indicativo de un asma bien controlada y puntajes mejores reflejan
un mal control de la enfermedad. En el caso de los participantes del grupo AP, el
resultado reflejaba el control de la enfermedad en el momento de la entrevista y se
registro en la ficha de recoleccion de datos. En el caso de los participantes del grupo
AR, estos como criterio de inclusion debian obtener 25 puntos en esta evaluacion; en

caso de obtener puntajes menores, eran evaluados e incluidos en el grupo AP.

4.3.3.Skin Prick Test (SPT):

A todos los participantes se les realizo el SPT para determinar la sensibilizacion
a aeroalérgenos siguiendo los lineamientos y medidas de seguridad establecidas para
la realizacion e interpretacion de este procedimiento® %8, Los aeroalérgenos evaluados
en los participantes fueron seleccionados en base a la prevalencia de sensibilizacion a
aeroalérgenos reportada por estudios observacionales realizados en nuestro pais, siendo

que:

- Garcia Gomero et al®® reportaron que en la poblacién pediatrica de la ciudad de Lima

la principal causa de sensibilizacion son los acaros del polvo (79.5%, D. farinae
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65.2%), sequido del cucarachas (42.3%), hongos (17.0%) y epitelios de animales
(8.5%).

Maticorena et al’® reportaron que en Lambayeque el 82% de pacientes asmaticos
entre los 5 a 15 afios se encontraba sensibilizado a Dermatophagoides pteronyssinus
y Dermatophagoides farinae.

Uriarte et al’* analizaron muestras de polvo recolectadas de colchones de hogares
de las ciudades de Chiclayo, Trujillo, Chimbote, Lima, Tacna, Cajamarca, Cusco,
Arequipa y Puerto Maldonado con el objetivo de determinar la prevalencia de las
diferentes especies de acaros del polvo en estas areas geogréaficas. Se reportd la
presencia de acaros del polvo en el 90% de muestras recolectadas, siendo
Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinae los acaros
predominantes en cuidades costeras, seguidos de Euroglyphus maynei y Blomia
tropicalis. Reportaron ademas que los participantes de este estudio mostraron
sensibilizacion a Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Blomia tropicalis, Euroglyphus maynei y Tyrophagus putrescentiae.

Uriarte et al”utilizaron una trampa de esporas tipo Burkard para analizar las
fluctuaciones de esporas de hongos y pdlenes ambientales en la atmosfera de la
ciudad de Lima. Reportaron que las esporas de hongos mas frecuentemente
encontradas fueron Cladosporium herbarum (75.115 %), Nigrospora spp. (22.31
%) y Alternaria alternata (2.57 %), con mayor frecuencia en verano y otofio. Con
respecto a los polenes, mayor concentracion de estos fue detectada en verano e
invierno y las especies principalmente detectadas fueron Poaceae (22.6 %),

Oleaceae (20.9 %), Compositae (Artemisia spp.) (19.38 %), Urticaceae (16.45 %),
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Betulaceae (Casuarina) (9.03 %), Myrtaceae (Eucalipto) (7.21 %), Betulaceae
(Aliso) (2.19 %), Chenopodiaceae-Amaranthaceae (1.88 %), Asteraceae
(Ambrosia) (0.15 %), y Polygonaceae (Rumex spp.) (0.10 %).

- Cordova et al” estudiaron el perfil de sensibilizacion a aeroalérgenos en adultos que
residian en la ciudad de Lima, reportando que la principal causa de sensibilizacién
eran los acaros de deposito, siendo el &caro principal Blomia Tropicalis (74.19%),
seguido de los acaros del polvo (D. farinae 70.32%), epitelios de animales (Epitelio
de perro (20.64%), epitelio de gato (12.25%)) y hongos (Alternaria alternata
7.09%). Ademas, reportaron que la polisensibilizacion entre acaros del polvo y de

depdsito fue elevada.

En base a la bibliografia revisada, los aeroalérgenos testeados en los participantes,

y las concentraciones de estos, fueron:

- Acaros del polvo doméstico: Dermatophagoides pteronyssinus (150 HEP/mL),
Dermatophagoides farinae (150 HEP/mL), Euroglyphus maynei (150 ug/mL).

- Acaros de deposito: Blomia tropicalis (150 pg/mL), Acaro siro (150 pg/mL),
Chortoglyphus arcuatus (150 pg/mL), Tyrophagus putrescentiae (150 pg/mL),
Lepidoglyphus destructor (150 pg/mL).

- Hongos de la humedad: Alternaria alternata (3 pg/mL), Aspergillus fumigatus (25
pg/mL), Penicillium notatum (25 pg/mL), Cladosporium herbarum (25 pg/mL).

- Epitelios de animales: Gato (50 HEP/mL) y perro (10 ug/mL).
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- Cucarachas: Blatella germanica (1000 pg/mL), Periplaneta americana (1000
pg/mL).

- Polenes: Gramineas (50 HEP/mL; Holcus lanatuas(16.6%), Dactylis
glomerata(16.6%), Lolium perenne(16.6%), Phleum pratense(16.6%), Poa
pratensis (16.6%), Festuca pratensis(16.6%)) y malezas (50 HEP/mL; Artemisia
vulgaris(25%), Chenopodium album(25%), Salsola kali(25%), Plantago

lanceolata(25%)).

Los reactivos utilizados fueron producidos por el laboratorio Inmunotek (Alcala de
Henares, Madrid, Espafia). Para asegurar que el participante no haya ingerido algun
tipo de medicamento que invalide o distorsione el resultado de la prueba, tales como
antihistaminicos o corticoides por via oral al menos 5 dias antes del procedimiento, se
utilizd histamina 10 mg/mL (Inmunotek, Espafia) como control positivo y para
controlar el dermografismo que puede presentarse en algunos pacientes se utilizo
glicerol (Inmunotek, Espafia) como control negativo.

Con respecto a la realizacion del procedimiento, se procedié a colocar una gota de
cada uno de los reactivos seleccionados antes mencionados (18 aeroalérgenos, 01
control positivo, 01 control negativo) en el antebrazo de los participantes y se procedid
a realizar una puncion en la piel del antebrazo con una lanceta a través de cada uno de
los extractos alergénicos. Se esperaron 15 minutos después de la puncion para realizar
la lectura de resultados, considerandose una reaccion positiva si el didmetro mayor de
la papula era mayor o igual a 3 mm, segin lo establecido en literatura® . Los

resultados fueron registrados en la ficha de recoleccién de datos de cada participante.
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Con respecto a los participantes enrolados en el grupo NA, en total 25 pacientes sin
antecedente de asma en la infancia o de alguna otra enfermedad alérgica fueron
enrolados en este grupo; sin embargo, 10 de los participantes tuvieron un resultado
positivo a al menos uno de los aeroalérgenos testeados, por lo que fueron excluidos del

estudio, permaneciendo solo 15 participantes enrolados en este grupo.

4.3.4. Toma de muestra de sangre venosa periférica:

Este procedimiento se realiz6 después de completar todos los procedimientos
anteriormente descritos y confirmar que los pacientes cumpliesen los criterios de
inclusion y exclusion requeridos para participar en este estudio. Se llevé a cabo en el
laboratorio clinico Qhali-Lab, ubicado en el centro médico “Monteprincipe Salud”
(categorizacion 1-3, codigo Unico IPRESS 00028418). A todos los participantes se les
tomo una muestra de sangre venosa periférica, la cual fue distribuida de la siguiente

manera:

- Enun tubo EDTA se recolectaron 3 ml de sangre venosa periférica, los cuales se
utilizaron para realizar un hemograma completo con el recuento leucocitario total,
para obtener los valores absolutos de los eosindfilos en sangre periférica. El
procesamiento de la muestra se realizé el mismo dia de su obtencion.

- Enuntubo con gel separador se recolectaron 5 ml de sangre venosa periférica. Esta
muestra se centrifugd dentro de las dos horas después de su obtencion a una
velocidad de 1000 revoluciones por minuto (r/m) por 15 minutos, lograndose asi la

separacion del suero, el cual fue utilizado para medir la concentracion sérica de IL-
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10 e IFN-y. Se realiz6 el procesamiento de todas las muestras de en conjunto cuando
se concluyé el reclutamiento de todos los participantes, por lo que el suero fue
almacenado a una temperatura de -70°C hasta su procesamiento. El procesamiento
de estas muestras fue realizado en el laboratorio clinico del Hospital Nacional
Cayetano Heredia. La técnica laboratorial utilizada para la medicién de IL-10 e IFN-
v sérica fue el Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus

siglas en inglés).

4.4. Hemograma completo:

El procesamiento del hemograma completo de la muestra de sangre venosa
periférica de cada participante, obtenida en el tubo EDTA, fue realizado en el
laboratorio clinico Qhali-Lab el dia de la toma de muestra. Se realizo el recuento
automatizado de los leucocitos en sangre venosa periférica mediante el uso del
analizador hematologico PKL PPC 1150H de Paramedical SRL (serie 1150H-01198).
El valor absoluto de los eosintfilos obtenidos fue registrado en la ficha de recoleccion

de datos de cada participante.

4.5. Medicion de IFN-y sérica:

La medicion de los valores séricos del IFN-y fue realizado con el “Human IFN-y
Immunoassay” de la marca “Beijing Solarbio Science & Technology Co., Ltd”, con el
namero de referencia SEKH-0046 (de ahora en adelante llamado kit ELISA IFN-y). El
kit de ELISA IFN-y presenta una sensibilidad analitica para detectar dosis de IFN-y de

al menos 4 pg/mL y un rango de detencion de 15.6 — 1000 pg/ml”. El procesamiento
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de cada muestra y estandar se realizo por triplicado.

La finalidad del kit ELISA IFN-y es reconocer y cuantificar los valores de IFN-y
en suero; realizandose la captura tipo “sandwich” del IFN-y mediante su unién a un
anticuerpo especifico contra IFN-y humana que se encuentra adherido a la fase solida
de laplaca ELISA. La interaccion antigeno (IFN-y) — anticuerpo se demuestra mediante
la adicion de un segundo anticuerpo anti-IFN-y biotinilado, el cual reacciona a la
incorporacion de la enzima Horseradish Peroxidase (HRP) unida a la proteina
estreptavidina (SA) y el sustrato cromodgeno tetrametilbencidina (TMB), el cual
produce la oxidacion de la enzima HRP y emite una coloracion azulada medible a 450

nm (figura 1),
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Figura 1. Principio del método de cuantificacion del IFN-y con el kit ELISA IFN-y
Fuente: Imagen procedente del manual de usuario del kit ELISA IFN-y™

Para la cuantificacion del IFN-y, segun las recomendaciones del fabricante
(figura 2), se confecciond una curva de estandar, para la cual se reconstituyé el vial

que contenia el estdndar liofilizado (IFN-y humana) a una concentracion de 1000
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pg/mL, luego mediante dilucion seriada de logré obtener los siguientes puntos para la
curva estandar:

- Std1: 500 pg/mL

- Std2: 250 pg/mL

- Std3: 125 pg/mL

- Std4: 62.5 pg/mL

- Std5: 31.25 pg/mL

- Std6: 15.62 pg/mL

- Std7: 7.81 pg/mL

500iL 500uL  500uL  500pL  500pL  500L

500uL Std.

iwia 80007

1000pg/mL 500pg/mL  250pg/mL  125pg/mL  62.5pg/mL 31.25pg/mL 15.62pa/ml 7.81pg/mL

Figura 2. Elaboracion de la curva estandar IFN-y mediante dilucion seriada.
Fuente: Imagen procedente del manual de usuario del kit ELISA IFN-y™

Con respecto a las muestras, a cada una de éstas se le asignd un nimero del 1
al 48 para el andlisis de IFN-y e IL-10; el nimero asignado a cada muestra fue
independiente del cddigo asignado a cada participante. Se registré en un documento

MS Excel con qué cddigo de participante se correlacionaba el nimero asignado a cada
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muestra para el analisis de IFN-y e IL-10 (figura 3).

Codigo de participante | Nimero de muestra Cadigo de participante | Nidmero de muestra
1-0001 42 1-0033 11
1-0002 40 1-0034 12
1-0003 27 1-0035 2
1-0005 38 1-0036 18
1-0006 25 1-0037 20
1-0007 34 1-0038 5
1-0008 47 1-0039 21
1-0009 7 1-0040 b
1-0010 45 1-0041 13
1-0011 48 1-0042 14
1-0012 28 1-0043 1
1-0013 29 1-0044
1-0014 30 1-0045 10
1-0016 26 1-0046 22
1-0020 24 1-0047 17
1-0023 31 1-0048 32
1-0025 8 1-0049 4
1-0026 15 1-0050 41
1-0027 23 1-0051 39
1-0028 16 1-0053 44
1-0029 35 1-0054 37
1-0030 33 1-0056 43
1-0031 19 1-0057 46
1-0032 9 1-0058 36

Figura 3. Correlacion entre el cddigo de participante y nimero asignado a cada
muestra para el anlisis de IFN-y e IL-10.
4.5.1. Experimentacion con el kit ELISA IFN-y para las muestras de la 1 a la 24
Se utilizo una primera placa de ELISA para cuantificar la liberacion del IFN-y a
partir de las 24 primeras muestras. Para cada muestra se establecieron 3 columnas de

la placa ELISA para poder realizar la medicion de la absorbancia por triplicado. Las
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altimas 3 columnas de la placa ELISA correspondieron al lugar de medicion de la

absorbancia para la curva estandar y pozos blanco (BIK) (figura 4).

zmvvncnwn'l

et g S ey

Figura 4. Disefio de la primera placa de ELISA (kit ELISA IFN-y) de 96 pozos para

las muestras 1 a la 24, curva y estandar y BIk, para analisis por triplicado

Se determind la absorbancia a 450 nm de cada uno de los pozos analizados. Con

respecto a los datos obtenidos en los pozos destinados a la curva estandar 2 (Std2),

estos datos fueron eliminados debido a la pérdida de correlacion con respecto al

resultado obtenido y el resto de los resultados obtenidos en los otros puntos de

evaluados para la elaboracion de la curva estandar. Esta eliminacién no anula la curva

estandar poque los otros puntos del estandar fortalecen la formacion de la curva (figura

).
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Figura 5. Resultado en crudo de las absorbancias obtenidas a 450 nm de las muestras
1 a 24. Los resultados de Std2, resaltados en amarillo eliminados, fueron eliminados.
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Al resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se le rest6 el promedio
de los pozos Blk (0.070), los cuales actuan como “ruido de fondo”, obteniéndose asi

resultados de absorbancias mas reales (figura 6).
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Figura 6. Resultado de las absorbancias corregidas sin ruido de fondo de las muestras
1 a 24. Los resultados de Std2, resaltados en amarillo eliminados, fueron eliminados.

Finalmente, se promedid el resultado de las absorbancias de cada muestra,

obteniéndose asi las observancias promedio para cada de ellas (figura 7).
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Figura 7. Promedio de absorbancias de muestras 1 al 24 y promedio de absorbancias
de la curva estandar para IFN-y. Resultado de Std2 resaltado en amarillo eliminado.
Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del
programa GraphPad Prism Version 5.0 mediante un analisis de regresion de lineal de
4 parametros (4PL HTRF), segln lo indicado en el inserto del kit ELISA IFN-y’*,con
el objetivo de lograr una curva con un mejor ajuste a través de los diferentes puntos

(figura 8).
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Figura 8. Curva estandar 4PL HTRF utilizada para la obtencion del IFN-y de las

muestras 1 a 24.

A partir de la curva estandar se obtuvo los valores finales del IFN-y en pg/mL, segun

cada muestra (figura 9), los cuales se multiplicaron por 2 dado que el preparado inicial

fue con una dilucion 1/2 (figura 10). Los resultados de las muestras 9, 13,14 y 17

salieron del rango de medicion del kit ELISA IFN-y.
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Figura 9. Resultados de IFN-y de las muestras 1 a 24, obtenidos luego de la

extrapolacion de los valores de absorbancia con la curva estandar obtenido mediante

analisis de regresion de 4 parametros
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| 2 | 3 4 | 5 | [ I | 8 | 9
A 23917 Fuera de Rango Fuera de Rango pafmL
B 3871 35.85 529.60 pafmL
C 70.97 185.54 13092 pafmL
D 110.88 22268 414.08 pafml
E 107.52 Fuera de Rango 37.99 pafmL
F 36.56 Fuera de Rango 13.99 pafml
G 12.71 12.39 33.40 patmL
H 39.07 59.60 20.08 pafml

Figura 10. Resultados finales de IFN-y de las muestras 1 a 24 luego de multiplicar
por 2 (factor de dilucién de la muestra en el ensayo del kit ELISA IFN-y).

4.5.2. Experimentacion con el kit ELISA IFN-y para las muestras de la 25 a la 48

Se utilizé una segunda placa de ELISA para cuantificar la liberacion del IFN-y a

partir de las muestras 25 a 48. Para cada muestra se establecieron 3 columnas de la

placa ELISA para poder realizar la medicion de la absorbancia por triplicado. Las

Gltimas 3 columnas de la placa ELISA correspondieron al lugar de medicion de la

absorbancia para la curva estandar y pozos blanco (Blk) (figura 11).
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Figura 11. Disefio de la segunda placa de ELISA (kit ELISA IFN-y) de 96 pozos
para las muestras 25 a 48, curva y estandar y BIk, para analisis por triplicado.

Se determind la absorbancia a 450 nm de cada uno de los pozos analizados

(figura 12).
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Figura 12. Resultado en crudo de las absorbancias obtenidas a 450 nm de las

muestras 24 a 48.
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Al resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se le rest6 el promedio
de los pozos Blk (0.071), los cuales actuan como “ruido de fondo”, obteniéndose asi
resultados de absorbancias mas reales (figura 13). Sin embargo, después de restar el
promedio de la absorbancia de los pozos Blk a cada uno de los otros resultados se
procedi6 a eliminar uno de los resultados obtenidos de la curva Std3 con el objetivo de

mejorar el coeficiente de correlacién lineal (R2) de la curva estandar.
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Figura 13. Resultado de las absorbancias corregidas sin ruido de fondo de las
muestras 24 a 48.

Finalmente, se promedid el resultado de las absorbancias de cada muestra,

obteniéndose asi las observancias promedio para cada de ellas (figura 14).

N I Il I G . ] ) AN I M U ) ) G |
00043 0 4000 137
oty notny hosas y 1017
(R (E11H o0y 0 127"
0071) 02730
02350 04770
0 1060 00027
0274) 006070

'_ﬁ— 0 D047 00403

Y 0600

§ 0550
20100
oy

Figura 14. Promedio de absorbancias de muestras 25 a 48 y promedio de
absorbancias de la curva estandar para IFN-y

Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del
programa GraphPad Prism Version 5.0 mediante un analisis de regresion de lineal de

4 parametros (4PL HTRF), segln lo indicado en el inserto del kit ELISA IFN-y"*, con
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el objetivo de lograr una curva con un mejor ajuste a través de los diferentes puntos

(figura 15).

Plate 2 Curva estandard IFN-g
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Figura 15. Curva estandar 4PL HTRF utilizada para la obtencion del IFN-y de las
muestras 25 a 48
A partir de la curva estandar se obtuvo los valores finales del IFN-y en pg/mL,
segun cada muestra (figura 16), los cuales se multiplicaron por 2 dado que el preparado
inicial fue con una dilucién 1/2 (figura 17). El resultado de la muestra 46 sali6 del

rango de medicion del kit ELISA IFN-y.

1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 T | 8 | 9
A 4.30 655.30 111.20 paimL
B 853 9.88 18.13 pafmL
C 91.66 90.40 80.46 pafmL
D 65.01 38042 22.30 pafmL
E 31097 72.032 9.88 paimL
F 108.54 0.00 Fuera de Rango paimL
G 291.61 325 6.02 pafmL
H 486 41.11 418 pafmL

Figura 16. Resultados de IFN-y de las muestras 25 a 48, obtenidos luego de la
extrapolacion de los valores de absorbancia con la curva estandar obtenido mediante
analisis de regresion de 4 parametros.
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Figura 17 Resultados finales de IFN-y de las muestras 25 a 48 luego de multiplicar
por 2 (factor de dilucion de la muestra en el ensayo de ELISA).
4.6. Medicion de IL-10 sérica:

La medicion de los valores séricos del IL-10 fue realizado con el “Human
Interleukin 10, IL-10 ELISA KIT”” de la marca “Sunlong Biotech Co, Ltd”, con el
namero de referencia SL0O967Hu (de ahora en adelante llamado kit ELISA IL-10). El
kit de ELISA IL-10 presenta una sensibilidad analitica para detectar dosis de IL-10 de
al menos 0.3 pg/mL y un rango de detencién de 1.2 — 100 pg/ml’™. El procesamiento
de cada muestra y estandar se realizé por triplicado.

La finalidad del kit ELISA IL-10 es reconocer y cuantificar los valores de I1L-10
en suero; realizandose la captura tipo “sandwich” del IL-10 mediante su unién a un
anticuerpo especifico contra IL-10 humana que se encuentra adherido a la fase solida
de la placa ELISA. La interaccion antigeno (IL-10) —anticuerpo se demuestra mediante
la adicién de un segundo anticuerpo anti- IL-10 biotinilado, el cual reacciona a la
incorporacion de la enzima Horseradish Peroxidase (HRP) unida a la proteina
estreptavidina (SA) y el sustrato cromdgeno tetrametilbencidina (TMB), el cual
produce la oxidacién de la enzima HRP y emite una coloracion azulada medible a 450
nm?®, igual al descrito para el kit ELISA IFN-y (figura 1)".

Para la cuantificacion del IL-10, segun las recomendaciones del fabricante (figura
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18), se confecciond una curva de estadndar, para la cual se reconstituy6 el vial que
contenia el estandar liofilizado (IL-10 humana) a una concentracion de 135 pg/mL,
luego mediante dilucion seriada de logré obtener los siguientes puntos para la curva
estandar:

- Std1: 90 pg/mL

- Std2: 60 pg/mL

- Std3: 30 pg/mL

- Std4: 15 pg/mL

- Std5: 7.5 pg/mL

- Std6: 3.75 pg/mL

- Std7: 0 pg/mL
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Standard
- Diluent
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Figura 18. Elaboracién de la curva estandar IL-10 mediante dilucién seriada.
Fuente: Imagen procedente del manual de usuario del kit ELISA 1L-107
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Con respecto a las muestras, a cada una de estas se le asignd un nimero del 1
al 48 para el analisis de IFN-y e IL-10; el nimero asignado a cada muestra fue
independiente del codigo asignado a cada participante. Se registr6 en un documento
MS Excel con qué codigo de participante se correlacionaba el nimero asignado a cada

muestra para el analisis de IFN-y e IL-10 (figura 3).

4.6.1. Experimentacion con el kit ELISA IL-10 para las muestras 1 a la 24

Se utiliz6 una primera placa de ELISA para cuantificar la liberacién del IL-10
a partir de las muestras 1 a 24 (en los pozos A4, A5 y A6 se realiz6 el procesamiento
de la muestra 25 en lugar de la 9). Para cada muestra se establecieron 3 columnas de la
placa ELISA para poder realizar la medicion de la absorbancia por triplicado. Las
Gltimas 3 columnas de la placa ELISA correspondieron al lugar de medicion de la

absorbancia para la curva estandar y pozos blanco (BIk) (figura 19).

sialmlmisinici>
£
£

58 58 S10_ | S10 16 s24 | 524 824

Figura 19. Disefio de la primera placa de ELISA (kit ELISA IL-10) de 96 pozos para
las muestras 1 a la 24, curva y estandar y Blk, para analisis por triplicado.

Se determind la absorbancia a 450 nm de cada uno de los pozos analizados (figura 20).
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Figura 20. Resultado en crudo de las absorbancias obtenidas a 450 nm de las
muestras 1 a 24.
Al resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se le rest6 el promedio
de los pozos BIk (0.078), los cuales actian como “ruido de fondo”, obteniéndose asi

resultados de absorbancias mas reales (figura 21).
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Figura 21. Resultado de absorbancias corregidas sin ruido de fondo de las muestras 1
a 24.

Finalmente, se promedio el resultado de las absorbancias de cada muestra,

obteniéndose asi las observancias promedio para cada de ellas (figura 22).
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Figura 22. Promedio de absorbancias de muestras del 1 al 24 y promedio de
absorbancias de la curva estandar para IL-10.
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Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del
programa GraphPad Prism Versidn 5.0 mediante un analisis de regresion de lineal de
4 parametros (4PL HTRF), segln lo especificado en el inserto del kit ELISA IL-107°,
con el objetivo de lograr una curva (figura 23) con un mejor ajuste a través de los

diferentes puntos.

Plate 1 Curva estandard IL10

R?=0.9965

OD 450 nm

[I[I-! T T T T 1
0 20 40 60 80 100

pg/mL

Figura 23. Curva estandar 4PL HTRF utilizada para la obtencion del IL-10 de las
muestras 1 a 24.

A partir de la curva estandar se obtuvo los valores finales del IL-10 en pg/mL,
segun cada muestra (figura 24), los cuales se multiplicaron por 5 dado que el preparado

inicial fue con una dilucion 1/5 (figura 25).
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1 [ 2 | 3 a | 5 T s i [ 8 [ 9
A 2110 16.33 22.02 patmL
B 919 10.91 54z patmL
C 10.44 9.60 1011 patmL
D 1173 1034 16.85 patmL
E 18.862 9.74 528 patmL
F 14.69 100.76 151 patmL
G 1147 1257 720 patmL
H 951 5.82 578 patmL

Figura 24. Resultados de IL-10 de las muestras 1 a 24 obtenidos luego de la
extrapolacion de los valores de absorbancia con la curva estdndar obtenido mediante
analisis de regresion de 4 parametros

1 [ 2 [ 3 4 | 5 [ &8 7 | 8 [ 9
A 105.52 131.63 110.39 patmL
B 4503 5456 3z patmL
C 5219 47.99 50.55 patmL
D 58.65 5172 8424 patmL
E 5408 45,60 3140 patmL
F 7345 503.82 23.10 patmL
G 5067 62.62 36.01 patmL
H 4753 4412 33.89 patmL

Figura 25. Resultados finales de IL-10 de las muestras 1 a 24 luego de multiplicar
por 5 (factor de dilucion de la muestra en el ensayo del kit ELISA 1L-10).
4.6.2. Experimentacion con el kit ELISA IL-10 para las muestras 25 a 48
Se utiliz6 una segunda placa de ELISA para cuantificar la liberacion del I1L-10
a partir de las muestras 25 a 48 (en las secciones Al, A2 y A3 se realizd el
procesamiento de la muestra 9 en lugar de la 25). Para cada muestra se establecieron 3
columnas de la placa ELISA para poder realizar la medicion de la absorbancia por
triplicado. Las ultimas 3 columnas de la placa ELISA correspondieron al lugar de

medicion de la absorbancia para la curva estandar y pozos blanco (BIk) (figura 26).
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Figura 26. Disefio de la primera placa de ELISA (kit ELISA IL-10) de 96 pozos para
las muestras 25 a 48, curva y estandar y BIk, para analisis por triplicado.
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Se determind la absorbancia a 450 nm de cada uno de los pozos analizados

(figura 27).
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Figura 27. Resultado en crudo de las absorbancias obtenidas a 450 nm de las

muestras 25 a 48.

Al resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se le rest6 el promedio

de los pozos Blk (0.066), los cuales actuan como “ruido de fondo”, obteniéndose asi

resultados de absorbancias mas reales (figura 28).
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Figura 28. Resultado de las absorbancias corregidas sin ruido de fondo de las

muestras 25 a 48.

Finalmente, se promedid el resultado de las absorbancias de cada muestra,

obteniéndose asi las absorbancias promedio para cada de ellas (figura 29).
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Figura 29. Promedio de absorbancias de muestras 25 a 48 y promedio de

absorbancias de la curva estandar para IL-10.
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Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del
programa GraphPad Prism Versién 5.0 mediante un analisis de regresion de lineal de
4 parametros (4PL HTRF), segln lo especificado en el inserto del kit ELISA IL-107°,

con el objetivo de lograr una curva (figura 30) con un mejor ajuste a través de los

diferentes puntos.

Plate 2 Curvaestandard IL10

1.51

1.0

R%=0.997

OD 450 nm

0.54
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Figura 30. Curva estandar 4PL HTRF utilizada para la obtencion del IL-10 de las
muestras 25 a 48

A partir de la curva estandar se obtuvo los valores finales del IL-10 en pg/mL,
segun cada muestra (figura 31), los cuales se multiplicaron por 5 dado que el preparado

inicial fue con una dilucion 1/5 (figura 32).
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Figura 31. Resultados de IL-10 de las muestras 25 a 48, obtenidos luego de la
extrapolacion de los valores de absorbancia con la curva estdndar obtenido mediante

analisis de regresion de 4 parametros
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Figura 32. Resultados finales de I1L-10 de las muestras 25 a 48 luego de multiplicar
por 5 (factor de dilucion de la muestra en el ensayo del kit ELISA IL-10).

4.7. Elaboracion de base de datos:

La informacion recolectada en la “Ficha de recoleccion de datos” de las variables
a analizarse fue ingresada de forma codificada a una base de datos elaborada en el
programa MS Excel. En esta base de datos no se ingreso informacion que permitiese la
identificacion de los participantes y en su lugar se registro el codigo asignado a cada
participante. En esta base de datos ademas se registraron los valores séricos de IFN-y
e IL-10 obtenidos. Con respecto a los resultados de los valores séricos de IFN-y e IL-
10 que salieron de rango, estos datos fueron manejados mediante métodos de
imputacion simple como el uso de la mediana como se explica en la seccion 4.8

Analisis estadistico.
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4.8. Analisis estadistico

Para al analisis estadistico se hizo uso del software STATA 17.0 (Serial number:
401709310706) y R (V.4.1.2) mediante su entorno de desarrollo R Studio. Este ultimo
se realiz6 para situaciones puntuales que se detalla mas adelante.

Los datos faltantes fueron manejados mediante métodos de imputacion simple
como el uso de la mediana. Las variables imputadas fueron IL-10 e IFN-y, en quienes
se imputé 2 y 5 datos faltantes, respectivamente, debido a que los niveles séricos
salieron por fuera del rango de deteccidn establecidos en sus Kits respectivos.

El analisis descriptivo consistio en el calculo de frecuentas absolutas y relativas
para las variables categodricas. Estas fueron sexo (femenino, masculino), atopia (no
sensibilizado, monosensibilizado, polisensibilizado), otras alergias (no, si) y
condiciones de estudio (no asmatico (NA), asma en remision (AR), asma persistente
(AP)). También se cuantifico las frecuencias de atopia y otras alergias segin cada una
de las categorias de condiciones de estudio. La variable numérica edad fue descrita con
el uso de media y desviacion estandar, esto debido a que, en la evaluacion de la
distribucién de sus datos con el uso de histograma, se observd una distribucion
simétrica.

Para el analisis bivariado, se cuantifico la cantidad de IFN-y, IL-10, ratio 1L-10/

IFN-y y eosinéfilos. Este andlisis se realizo de las siguientes formas:

e Analisis principal: Segln cada una de las categorias de condiciones de estudio. Los

contrastes de hipotesis se realizaron con las pruebas Fwt (Welch's heteroscedastic F

test with trimmed means and Winsorized variances) y Kruskall-Wallis, de acuerdo
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con lo siguiente:

IL-10 vs. condiciones de estudio presentaron no normalidad y heterocedasticidad;
por lo tanto, se compararon con el uso de la prueba Fwt, la cual fue calculada en R
por medio de la libreria onewaytests.

IFN-y vs. condiciones de estudio presentaron no normalidad y heterocedasticidad;
por lo tanto, se compararon con el uso de la prueba Fwt, la cual fue calculada en R
por medio de la libreria onewaytests.

Ratio IL-10/ IFN-y vs. condiciones de estudio presentaron no normalidad y
heterocedasticidad; por lo tanto, se compararon con el uso de la prueba Fwt, la cual
fue calculada en R por medio de la libreria onewaytests.

Eosinofilos vs. condiciones de estudio presentaron no normalidad vy
homocedasticidad; por lo tanto, se compararon con el uso de la prueba Kruskall-
Wallis. Para encontrar cual de los grupos es diferente se utilizé la prueba de U de
Mann-Whitney.

Subanadlisis 1: Segun cada una de categorias de las condiciones de estudio solamente
considerando a los pacientes con antecedente de asma alérgica para su analisis,
excluyendo a los participantes no sensibilizados de los grupos AR y AP, siendo 1y
4 los pacientes excluidos respectivamente de cada uno de estos grupos. Para este
subanalisis no se excluyd ningun participante del grupo NA, el cual permanecio
como grupo control. Para los contrastes de hipotesis se utilizaron las mismas pruebas
estadisticas que se utilizaron para el andlisis principal debido a que las
caracteristicas antes descritas de estas poblaciones se mantuvieron a pesar de la

exclusion de participantes no sensibilizados.
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e Subandlisis 2: Segln la presencia de asma (asmético vs. no asmatico), la cual se

analizé con el uso de la prueba U de Mann-Whitney.

Ademas, para el anélisis bivariado (principal, subanalisis 1 y subanalisis 2) se
procedié a realizar la transformacion logaritmica de los datos de las variables
eosinodfilos, IL-10, IFN-y y ratio IL-10/ IFN-y utilizando el comando “log” de STATA,
producto de esta transformacion, se logrd la normalizacion de los datos de estas
variables y se procedidé a calcular los valores p de cada una de ellas segun las
condiciones de estudio, utilizando la prueba de ANOVA para el analisis principal y el
subanalisis 1, y la prueba de T de Student para el subanalisis 2.

Para el analisis multivariado, se realiz6 un modelo de regresion lineal y se
consider6 como variable dependiente al conteo de eosindfilos y como variable
independiente a las condiciones de estudio. Las variables 1L-10 e IFN-y fueron
consideradas con variables de ajuste. Los resultados fueron presentado a través de

coeficientes beta, valores p e intervalos de confianza al 95 %.
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5. RESULTADOS

5.1. Datos sociodemograficos de los pacientes enrolados

Se enrolaron 48 participantes voluntarios, 15 en el grupo NA, 15 en el grupo AR
y 18 en el grupo AP; el 58% de ellos fue del sexo femenino; la mediana de edad fue de
14.5 afios (rango entre 12 a 18); el 58% de ellos tuvo el diagndstico de otras
enfermedades alérgicas como rinitis alérgica, dermatitis atopica o alergia alimentaria;
y el 43% de ellos se encontraba polisensibilizado a aeroalérgenos. Estos datos se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas sociodemogréficas de los participantes enrolados

N %

Sexo

Femenino 28 58.33

Masculino 20 41.67
Edad* 14.52 1.69
Sensibilizacion a aeroalérgenos

No sensibilizado 20 41.67

Monosensibilizado 7 14.58

Polisensibilizado 21 43.75
Otras alergias

No 20 41.67

Si 28 58.33
Condiciones de estudio

No asmatico 15 31.25

Asma en remision 15 31.25

Asma persistente 18 37.50

* Media y desviacion estandar
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5.2. Antecedentes de enfermedades alérgicas y perfil de sensibilizacion a

aeroalérgenos segun condicion de estudio

Con respecto a los pacientes enrolados en el grupo NA (15), cumpliendo los
criterios de inclusion y exclusion establecidos en este estudio, ninguno de ellos tuvo
antecedente de otra enfermedad alérgica o estuvo sensibilizado a alguno de los
aeroalérgenos testeados. En el caso de los pacientes enrolados en el grupo AR (15), el
66.67% de ellos se encontraba polisensibilizado a aeroalérgenos y el 93.33% tenia
antecedente de sufrir de otra enfermedad alérgica, siendo esta principalmente rinitis
alérgica (86%). Con respecto a los pacientes enrolados en el grupo AP (18), el 61.11%
de ellos se encontraba polisensibilizado a aeroalérgenos y el 77.78% de ellos tenia
antecedente de sufrir de otras enfermedades alérgicas, principalmente rinitis alérgica
(83%). Se resalta ademas que el 6.67% de pacientes del grupo AR y el 22.22% de
pacientes del grupo AP no se encontraba sensibilizado a ningun aeroalérgeno ni tenia
antecedente de sufrir de alguna enfermedad alérgica. Estos datos se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3. Antecedentes de enfermedades alérgicas y perfil de sensibilizacion a
aeroalérgenos, segun condicion de estudio
Condiciones de estudio

Sensibilizacion a No Asma en Asma
aeroalérgenos asmatico remision persistente n (%)
n (%) n (%)
No sensibilizado 15 (100.0) 1 (6.67) 4 (22.22)
Monosensibilizado 0 (0.0) 4 (26.67) 3 (16.67)
Polisensibilizado 0 (0.0) 10 (66.67) 11 (61.11)
Antecedente de otras enfermedades alérgicas
No 15 (100.0) 1(6.67) 4 (22.22)
Si 0 (0.0) 14 (93.33) 14 (77.78)
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5.3. Anélisis de los niveles séricos de IFN-y, IL-10, eosino6filos y ratio I1L-10/1FN-y
segun condiciones de estudio
Se realizd el analisis bivariado comparando los niveles de séricos de IFN-y, IL-10,
eosinofilos y ratio el IL-10/IFN-y segin las condiciones de estudio. Estos datos se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas inmunes séricas segun grupo de estudio

Condiciones de estudio Valor p** Transformacion
No Asma en Asma logaritmica

asmatico* remision* persistente* Valor p****
IFN-y 130.02 70.97 57.79 0.7133 0.8512
(pg/mL)
IL-10 60.94 59.87 78.79 0.2553 0.0719
(pg/mL)
Ratio IL- 0.86 0.74 1.53 0.0687 0.4783
10/ IFN-y
Eosindfilos 300 452 564.5 0.0464*** 0.0514
(cel/mmd)

* Mediana, **Fwt, *** Prueba de Kruskal-Wallis, ****ANOVA

Con respecto a la medicion sérica de IFN-y, la mediana en el grupo NA fue de
130.02 pg/mL (rango: 12.39-583.21 pg/mL), en el grupo AR de 70.97 pg/mL (rango:
0.00-1310.61 pg/mL) y en el grupo AP de 57.79 mg/mL (rango: 6.51-836.96 pg/mL.).
No se encontrd diferencias estadisticamente significativas en la cuantificacion de IFN-
vy entre los pacientes de los grupos NA, AR y AP (Test Fwt: p=0.7133; Test ANOVA:

p=0.8512) (figura 32).
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Figura 32. Diagrama de cajas y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana de la
cuantificacion sérica de IFN-y entre los grupos de estudio
En relacion con los niveles séricos de IL-10, la mediana en el grupo NA fue de
60.94 pg/mL (rango: 23.10-180.80 pg/mL), en el grupo AR de 59.87 pg/mL (rango:
31.40-220.20 pg/mL) y en el grupo AP de 78.79 mg/mL (rango: 45.93-503.82 pg/mL.).
No se encontro diferencias estadisticamente significativas en la cuantificacion de IL-
10 entre los pacientes de los grupos NA, AR y AP (Test Fwt: p=0.2553; Test ANOVA:

p=0.0719) (figura 33).
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Figura 33. Diagrama de cajas y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana de la
cuantificacion sérica de IL-10 entre los grupos de estudio
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Con respecto a los niveles de los eosindfilos en sangre periférica, la mediana en
el grupo NA fue de 300 cel/mm? (rango: 68-992 cel/mm?3), en el grupo AR de 452
cel/mm?3 (rango: 64-1343 cel/mm?®) y en el grupo AP de 564.5 cel/mm? (rango: 176-
1282 cel/mm?d). Se encontré diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
eosinofilos en sangre periférica de los participantes de los grupos NA, AR y AP (Test
Kruskal-Wallis: p=0.0464) (figura 34), aunque con la transformacion logaritmica de
los datos no se encontré diferencia estadisticamente significativa (Test ANOVA:
p=0.0514). En el analisis post hoc realizado, no se encontro diferencia estadisticamente
significativa entre los participantes de los grupos NA y AR (Test U de Mann-Whitney:
p=0.254) ni entre los participantes de los grupos AR y AP (Test U de Mann-Whitney:
p=0.2862); y si se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los
participantes de los grupos NA y AP (Test U de Mann-Whitney: p=0.021),

encontrandose mas elevados en el grupo AP.
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Figura 34. Diagrama de cajas y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana de la
cuantificacion de eosinofilos en sangre periférica entre los grupos de estudio
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En relacién al ratio IL-10/IFN-y, la mediana del grupo NA fue de 0.86, la del
grupo AR fue de 0.74 y la del grupo AP fue de 1.53. No se encontrd diferencias
estadisticamente significativas en el ratio IL-10/IFN-y entre los pacientes de los grupos

NA, ARy AP (Test Fwt: p=0.0687; Test ANOVA: p=0.4783).

5.3.1. Anélisis de los niveles séricos de IFN-y, IL-10, eosindfilos y ratio IL-10/IFN-
y segun condiciones de estudio en pacientes con antecedentes de asma
alérgica
Se realizd un subanalisis de los niveles séricos de IFN-y, IL-10, eosinofilos y

ratio IL-10/IFN-y segun cada una de las categorias del estudio, considerando para este

andlisis solamente a los pacientes que tenian antecedentes de asma alérgica, por lo que
se excluyeron a los participantes no sensibilizados de los grupos AR y AP, siendo 1y

4 los participantes excluidos respectivamente. Para este subanalisis no se excluyo

ningun participante del grupo NA, el cual permanecié como grupo control. Estos datos

se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas bioquimicas segun condicion de estudio en pacientes con
diagnostico de asma alérgica

Condiciones de estudio Valor p** Transformacion
No Asma en Asma logaritmica

asmatico* remision* persistente* Valor p****
IFN-y 130 70.97 57.79 0.8598 0.82
(pg/mL)
IL-10 60.94 64.43 78.595 0.3728 0.1392
(pg/mL)
Ratio IL- 0.8640 0.7834 1.53 0.1238 0.5491
10/ IFN-y
Eosinéfilos 300 411 673 0.0075*** 0.0196
(cel/mm?)

* Mediana, **Fwt, *** Prueba de Kruskal-Wallis, ****ANOVA
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Al igual que en el andlisis principal, no se encontré diferencias estadisticamente
significativas en los valores de IFN-y (Test Fwt: p=0.8598; Test ANOVA: p=0.82), IL-
10 (Test Fwt: p=0.3728; Test ANOVA: p=0.1392) e IL-10/IFN-y (Test Fwt: p=0.1238;
Test ANOVA: p=0.5491) entre los pacientes de los grupos NA, AR y AP; y si se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en los niveles de eosinofilos en
sangre periférica (Test Kruskal-Wallis: p=0.0075) incluso con la transformacion
logaritmica de los datos (Test ANOVA: p=0.0196). Al igual que en el anlisis principal,
en el analisis post hoc no existieron diferencias entre los niveles de eosindfilos en
sangre periférica entre los grupos NA y AR (Test U de Mann-Whitney: p=0.2517) ni
entre los grupos AR y AP (Test U de Mann-Whitney: p=0.07) y si existio diferencia
entre los grupos AP y NA (Test de U de Mann-Whitney: p=0.001), encontrandose mas

elevados en el grupo AP (figura 35).

eosinofios

5004

Ne asmatico Asma en remision Asma persistente

Figura 35. Diagrama de cajas y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana de la
cuantificacion de eosinofilos en sangre periférica en pacientes con diagnostico de
asma alérgica
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5.4. Anélisis de los niveles séricos de IFN-y, IL-10, ratio IL-10/IFN-y y eosinofilos

segun el antecedente de asma

Se realizo el andlisis bivariado comparando los niveles de séricos de IFN-y, IL-10
y eosinofilos entre participantes con antecedentes de asma vs no asmaticos, para lo que
se agruparon todos los participantes de los grupos AR y AP en el grupo de participantes
asmaticos (33) y el grupo NA fue el grupo de participantes no asmaticos (15). No se
realizo la exclusion de ningun participante. Al igual que en el andlisis principal, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de IFN-y (Test U
de Mann Whitney: p=0.6163; Test T de Student: p=0.5976), IL-10 (Test U de Mann
Whitney: p=0.2137; Test T de Student: p=0.1378) ni ratio IL-10/IFN-y (Test U de Mann
Whitney: p=0.4538, Test T de Student: p=0.3353) entre los pacientes de los grupos NA,
AR y AP; y si se encontré diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
eosinofilos en sangre periférica (Test U de Mann Whitney: p=0.0269; Test T de Student:

p=0.03). Estos datos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas segun presencia de asma

Presencia de asma Valor p** Transformacion
Asmatico*  No asmatico* logaritmica
Valor p****

IFN-y (pg/mL) 70.97 130.02 0.6163 0.5976
IL-10 (pg/mL) 73.45 60.94 0.2137 0.1378
Eosinofilos 455 300 0.0269 0.03
(cel/mm?)
Ratio IL-10 IFN-y 0.82 0.86 0.4538 0.3353

* Mediana, **Prueba de U de Mann-Whitney, ***T de Student
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5.5. Analisis multivariado

Respecto al modelo de regresion lineal, no se encontrd asociacion entre los niveles
de eosindfilos en sangre periférica y el asma en remision clinica (p=0.262, 1C95% -
102.2423 — 366.0677); sin embargo, si se encontrd asociacion entre los niveles de
eosinofilos en sangre periférica y la presencia de asma persistente (p=0.048, 1C95%
2.682771 — 462.7956), la cual se vio influenciada por los niveles de IFN-y ¢ IL-10 en
conjunto, dado que cuando se realizé este analisis ajustado por cada una de estas
interleucinas de forma independiente no se encontrd asociacion estadisticamente

significativa. Estos datos se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Asociacion entre los niveles de eosinofilos en sangre periférica, el asma en
remision clinica espontanea y el asma persistente

Eosinofilos
Condiciones de estudio Beta Valor p* IC 95 %
No asmatico Ref.
Asma en remision 131.9127 0.262 -102.2423 — 366.0677
Asma persistente 232.7392 0.048 2.682771 — 462.7956

* Ajustado segun IFN-y e IL-10
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6. DISCUSION

6.1. Niveles séricos de IFN-y en pacientes con asma en remision clinica, asma
persistente y controles no asmaticos

El IFN-y es la principal citocina producida por la respuesta inmune CD4+ Thl,
siendo su funcion la de estimular la respuesta inmune contra microorganismos
intracelulares a través de la activacion de la fagocitosis por parte de los macr6fagos y
la activacion de los fagolisosomas®!; ademas, otra de sus funciones es la inhibicion de
la activacion de la respuesta inmune CD4+ Th2, la cual juega un rol fundamental en la
fisiopatologia de enfermedades alérgicas como el asma, dado que la presencia de
alérgenos ambientales estimula la produccion de IgE especifica contra estos por parte
de los linfocitos B, lo que desencadena el reclutamiento y activacion de eosinofilos y
mastocitos al tejido afectado, produciéndose la inflamacion crénica de éstos’®7’.

Con respecto a la funcion del IFN-y y su rol en la remision espontanea del asma
durante la infancia, se ha reportado que en cultivos celulares de CMSP no estimulados
o estimulados con particulas purificadas de acaros del polvo, los niveles de IFN-y
fueron méas bajos en pacientes con asma persistente a comparacion a pacientes con
asma en remision; ademas, los pacientes con asma en remision presentaban niveles de
IFN-y equivalentes o mas elevados que los controles sanos?>?"2?%; aunque también se
ha reportado que los pacientes con asma en remisién tienen menor produccion de IFN-
y a comparacién de los pacientes con asma persistente en cultivos de CMSP no
estimulados y en los estimulados con OKT328, Sin embargo, nuestro estudio encontrd

que no existe diferencia en los niveles séricos de IFN-y entre pacientes adolescentes
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con diagnostico de asma persistente, asma en remision clinica y pacientes no asmaticos
(p=0.8598), independientemente de si ésta era un asma alérgica (p=0.7133). No se
encontraron otros estudios que reporten los valores séricos de pacientes con asma
persistente, asma en remision y controles sanos. En base a lo anteriormente
mencionado, es que se postula que existe menor produccion de IFN-y en el tejido
pulmonar de pacientes asmaticos post exposicion al alérgeno al cual se encuentra
sensibilizado el paciente; sin embargo, esto no se refleja en los valores séricos de esta
interleucina. Es probable que la normalizacion de la produccién de IFN-y post
estimulacion alergénica por parte de los linfocitos residentes en tejido pulmonar
contribuya a la resolucion espontanea de esta enfermedad. Deben realizarse mas

estudios al respecto.

6.2. Niveles séricos de IL-10 en pacientes con asma en remision clinica, asma
persistente y controles no asmaticos

La IL-10 es la principal citocina reguladora de la respuesta inmune, siendo su
funcion la supresion de la respuesta inmune innata y adaptativa mediante la inhibicion
de la produccion de citocinas inflamatorias como IFN-y y la disminucion de la
presentacion antigénica®?.

Con respecto a los valores séricos de esta interleucina en pacientes con asma
persistente, asma en remision espontanea y controles no asmaticos, se encontré que no
existe diferencia en los niveles séricos de IL-10 entre pacientes adolescentes con
diagnéstico de asma persistente, asma en remision clinica y pacientes no asmaticos

(p=0.2553), independientemente de si ésta era un asma alérgica (p=0.3728).
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Previamente, estudios realizados en cultivos celulares de CMSP habian reportado
resultados contradictorios, ya que algunos reportan que posts estimulacion con
particulas de acaros del polvo no hay variacion en los niveles de 1L-10 medidos en el
sobrenadante entre los pacientes con asma persistente vs aquellos con asma en
remision?®3, mientras que otros reportan un incremento de esta interleucina en los
cultivos celulares obtenidos de pacientes con diagndstico de asma en remision?.
Ademas, con respecto a los niveles séricos de esta interleucina en pacientes adultos, se
ha reportado que las concentraciones de IL-10 eran menores en pacientes con asma
persistente de inicio temprano a comparacion del grupo control*!. Aunque se ha
reportado que la induccion de IL-10 a través del tratamiento con inmunoterapia
alérgeno especifica reduce los sintomas, uso de medicamentos y mejora la calidad de
vida en pacientes con rinitis alérgica’® y en modelos murinos de asma®!, y que en
pacientes asmaticos el uso de inmunoterapia alérgeno especifica disminuye el uso de
medicamentos preventivos, de rescate y mejora la funcion pulmonar®-2*; dado los
resultados contradictorios reportados antes mencionados, deben realizarse mas estudios

para determinar el rol de la IL-10 en la remision espontanea del asma.

6.3. Niveles de eosindfilos en sangre periférica en pacientes con asma en remision
clinica, asma persistente y controles no asmaticos
Los eosindfilos son células granulociticas efectoras que en condiciones normales
se encuentran principalmente en el tejido gastrointestinal, y cuya funcién principal es
la proteccion del huésped contra infecciones por helmintos®. Sin embargo, la

eosinofilia es ademas un marcador de enfermedad alérgica, encontrandose estas células
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elevadas en sangre periférica y en tejido pulmonar o nasal en estos pacientes a
consecuencia de la activacion de la respuesta inmune Th2 que ocurre en estos
pacientes®®®’. En el asma, los eosindfilos dafian el epitelio pulmonar, estimulan la
hiperreactividad bronquial, amplifican la respuesta celular T2 y promover la formacion
de fibrosis en estos pacientes®. Se ha demostrado que en pacientes con eosinofilia
periférica 0 en esputo, el tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos a
disminuir la activacién eosinofilica disminuye las exacerbaciones de esta enfermedad
y mejora la funcion pulmonar®,

Con respecto a los niveles de los eosinofilos en sangre periferica de pacientes con
asma en remision espontanea, asma activa y controles no asmaticos, se han reportado
resultados contradictorios. Se ha descrito que si existe diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos, encontrandose més elevados en pacientes con asma
persistente, seguidos por pacientes con asma en remision y controles sanos®®; que los
pacientes no asmaticos tienen menores niveles a comparacion de los pacientes con
asma en remision y asma persistente, pero que no existia diferencia entre los pacientes
con asma persistente y asma en remision®’; que los pacientes con asma en remision
tenian menores valores a comparacion de aquellos con asma persistente?®32°8 pero que
no habia diferencia a comparacion de los controles sanos?®; y que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los tres grupos?. Nuestro estudio encontré que no
existe diferencia en los niveles de eosindfilos en sangre periférica entre los pacientes
con asma en remision y los pacientes no asmaticos (p=0.254) ni entre los pacientes con
asma persistente y los pacientes con asma en remision (p=0.2862), independientemente

de si el asma es alérgica (p=0.2517 y p=0.07, respectivamente). Sin embargo, si existe
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diferencia entre los pacientes con diagnostico de asma persistente y controles sanos;
encontrandose méas elevado en los pacientes con asma persistente (p=0.021),
especialmente en aquellos con antecedente de asma alérgica (p=0.001). Teniendo en
consideracion, como se menciond anteriormente, que los eosin6filos se encuentran
elevados en enfermedades alérgicas a consecuencia de la respuesta inmune Th2
reportada en estas enfermedades, en la cual existe elevacion de las interleucinas I1L-4,
IL-5, IL-12 e IL-33, siendo una de las funciones de la IL-5 la maduracion y
proliferacion eosinofilica; que el 93.3% de los pacientes con asma en remision clinica
sin tratamiento reclutados tenian otra enfermedad alérgica como comorbilidad, que
analizando los resultados agrupados en pacientes asmaticos (asma persistente y asma
en remision clinica) vs pacientes no asmaticos, se evidencia que los niveles de
eosintfilos en sangre periférica se encuentran mas elevados en pacientes asmaticos a
comparacion de los controles sanos (p=0.02); los hallazgos de este estudio sugieren
que la eosinofilia en sangre periférica es un marcador de atopia mas no es un marcador

de persistencia de enfermedad asmatica.

6.4. Analisis multivariado

Con respecto al analisis multivariado, se encontrd asociacion entre los niveles de
eosindfilos en sangre periférica y la presencia de asma persistente (p=0.048, 1C95%
2.682771 — 462.7956), la cual se vio influenciada por los niveles de IFN-y e IL-10 en
conjunto. Con respecto al rol de los eosintfilos en la severidad del asma, se ha
reportado que la proteina cationica eosinofilica (ECP, por sus siglas en ingles), la cual

es un marcador de activacion eosinofilica, se encuentra méas elevada en suero y lavado
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bronquealveolar de pacientes asmaticos®® y que el ratio ECP sérico/Eosindfilos en
sangre periférica es un marcador de severidad de enfermedad asmatica®®, por lo que
se entiende que la activacion eosinofilica es importante en la fisiopatologia del
desarrollo del asma ya que estas células son capaces de producir mediadores citotoxicos
y proinflamatorios que contribuyen a la persistencia de la enfermedad. Se ha
demostrado ademas que los eosin6filos son capaces de sintetizar IFN-y e IL-10 en
personas sanas>°¢, y que secretan IFN-y en respuesta estimulos tanto Th1 como Th2,
no siendo la produccion de esta interleucina disminuida por la estimulacién con IL-10,
la cual a su vez induce mayor produccion de IL-12 por parte de los eosin6filos®;
ademas, se ha descrito que el IFN-y estimula la produccion del factor estimulador de
colonias de granulocitos/macréfagos (GG-CSF, por sus siglas en ingles), la produccion
de anion superoxido estimulado por IL-5 y la degranulacion de los eosinofilos, sin
afectar su adhesion®. Se ha descrito ademas pacientes con diagndstico de asma
eosinofilica severa resistente a tratamiento presentan mayor concentracion de
neutrofilos, IL-10, GM-CSF, IFN-y y TNF-a en esputo a comparacion de pacientes con
asma severa controlados con alta dosis de corticoide inhalado®. En base a lo
anteriormente expuesto, se postula que los eosinofilos contribuyen a la persistencia de
la enfermedad asmatica no solo por la potenciacion de la respuesta inflamatoria Th2,
sino que ademas podrian hacerlo a través de la produccion de citocinas proinflamatorias

de tipo Thl.
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6.5. Otros resultados

Adicionalmente, aunque no fue un objetivo de este estudio, se evaluaron los
niveles séricos de IFN-y entre pacientes no asmaticos y asmaticos; aunque se evidencid
una diferencia entre las medianas de ambos grupos (Asmatico: 70.97 pg/ml y No
asmatico: 130, 02), esta resulto ser no estadisticamente significativa (p=06163).
Muchos grupos de estudio han postulado que existe una alteracion de la produccion de
IFN-y en pacientes con antecedente de atopia y asma, describiéndose que la baja
produccién de IFN-y por parte de CMSP, post estimulacion con mitdgeno, a los 9 meses
de vida es un factor de riesgo para el desarrollo de sibilancias entre los 2 a 13 afios®;
que la disminucidén en la produccion de IFN-y por parte de células mononucleares de
cordon umbilical post estimulacion con alérgenos conocidos es un factor de riesgo de
desarrollo de enfermedades alérgicas a los 6 afios®; que las CMSP de pacientes con
enfermedades alérgica producen menor cantidad de IFN-y a comparacion de aquellas
obtenidas de controles sanos, post estimulacion con lipopolisacarido (LPS)00101,
fitohemaglutinina (PHA)2%%  particulas de &caros del polvol®, pdlenest® y
concavalina A'%; que las células CD4+ de nifios asmaticos producen menor cantidad
de IFN-y a comparacion de controles sanos'® 1 que las células T de nifios con
dermatitis atopica tienen mayor expresion de ARN mensajero de IFN-y con
disminucién de la produccién de IFN-y por parte de estas células, lo que indicaria
defectos post-translacionales en la sintesis de esta interleucinal'!; y que las células
TCDA4+ pero no las células TCD8+ de paciente atopicos producian menor cantidad de
IFN-y a comparacién de los controles sanos*'?'3, Sin embargo, con respecto a los

niveles séricos de IFN-y, aunque algunos estudios han demostrado que estos se
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encuentran disminuidos en pacientes asmaticos a comparacion de controles sanos*'411°,
asi como en pacientes con rinitis alérgica a comparacion de los controles sanos!*®;
otros estudios han encontrado que no existe diferencia en los niveles séricos de esta
interleucina en pacientes asmaticos a comparacion de controles sanos!*’ 1, o que se
encuentran mas elevados en pacientes asmaticos'?; ademas, también se ha reportado
que no existe diferencia en la produccion de IFN-y por parte de CMSP de pacientes
asmaticos a comparacién de controles sanos post estimulacién con PHA o particulas
de pdlenes'??, o particulas de pdlenes, epitelio de gato, perro y acaros del polvol?,
Deben realizarse més estudios que evallen el rol del IFN-y en la fisiopatologia del
asma.

Se evaluaron también los niveles séricos de IL-10 entre pacientes no asmaticos y
asmaticos, no encontrandose una diferencia estadisticamente significativa entre estos
(p=0.2137). Se ha reportado que los niveles séricos de la IL-10 se encuentran
disminuidos en pacientes asmaticos a comparacion de los controles sanos®®'?3; que
ciertos polimorfismos genéticos de la IL-10 se encuentran asociados a la
susceptibilidad del desarrollo de asma en ciertas poblaciones!'41241% o al desarrollo
de asma severa®?®, Sin embargo, muchos otros estudios no han encontrado diferencia
en los valores séricos de esta interleucina en pacientes asmaticos a comparacion de
controles sanos'?’2° o en células TCD4+ o TCD8+ productoras de 1L-10*%; otros
ademas han reportado que esta interleucina se encuentra mas elevada en pacientes
asmaticos a comparacion de controles sanos**-*2. Dado los resultados contradictorios
reportados con respecto al rol de la IL-10 en la fisiopatologia del asma, deben realizarse

mas estudios con respecto al rol de esta interleucina en esta enfermedad.
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6.6. Limitaciones

La principal limitacion del estudio es que no se realizaron estudios para valorar la
funcidn respiratoria de los participantes, como flujometria o espirometria, por lo que
no se determind si habia persistencia de limitacion en el flujo espiratorio o
hiperreactividad bronquial en el grupo de pacientes con diagnostico de asma en
remision clinica. Estos procedimientos no se realizaron debido a que por la pandemia
por COVID-19, declarada en marzo del 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)'*, diversas instituciones internacionales elaboraron guias sobre la realizacion
de procedimientos que evaltan la funcion pulmonar durante la pandemia, estableciendo
que estos solo debian ser realizados de forma esencial a aquellos pacientes en los cuales
los resultados de estos examenes establecieran una decision inmediata en el tratamiento
de los pacientes®®**, dado que el virus causante de esta enfermedad, el SARS-CoV-2,
se transmite por aerosoles. Por lo antes mencionado, considerando el balance

riesgo/beneficio de los participantes enrolados, estos estudios no fueron realizados.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a)

b)

Con respecto a los niveles de eosindfilos en sangre periférica, no existen diferencia
entre los pacientes con asma en remision y los pacientes no asmaticos, ni entre los
pacientes con asma persistente y los pacientes con asma en remision,
independientemente de si el asma es alérgica. Sin embargo, si existe diferencia
entre los pacientes con diagnéstico de asma persistente y controles sanos;
encontrandose mas elevado en los pacientes con asma persistente, especialmente
en aquellos con antecedente de asma alérgica, estando sus valores influenciados
por los niveles sericos de IFN-y y IL-10 en conjunto, por lo que se postula que,
dado que se ha reportado que los eosinéfilos son capaces de secretar IFN-y en
respuesta estimulos tanto Thl como Th2, no siendo la produccién de esta
interleucina disminuida por la estimulacion con IL-10, la cual a su vez induce
mayor produccion de IL-12 por parte de los eosinofilos, se postula que la
persistencia de la enfermedad asmatica durante la adolescencia podria deberse en
parte a la produccion de citocinas proinflamatorias de tipo Thl producidas por los
eosinofilos. Se recomienda la realizacion de mas estudios que profundicen la
investigacion en esta area.

No existe diferencia en los niveles séricos de IFN-y, IL-10 y en el ratio IFN-y/IL-
10 entre los pacientes adolescentes con diagnostico de asma en remision clinica,

asma persistente y controles sanos.
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Anexo 2: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION — ADOLESCENTES
CON ASMA PERSISTENTE

(Padres)

VALORES SERICOS DE IL-10 E IFN-GAMMA EN ADOLESCENTES CON DIANGOSTICO

Titulo del estudio: |\ , <\ 1A EN REMISION CLINICA

AW'{@): DRA. MARIA TERESA GONZALES ENRIQUEZ
Institucién: UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA ~ ALERGOLIMA
Propésito del estudio:

Estamos invitando a su hijo(a) a participar en un estudio donde se evaluard si los valores de dos sustancias
que regulan las defensas de nuestro organismo (IL-10 e INF-gamma) estan relacionadas a la remision
espontdnea de enfermedad asmatica en adolescentes. Este es un estudio desarrollado por investigadores
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y el consultorio médico Alergolima. Estamos invitando a su
hijo a participar porque ha sido diagnosticado de asma y actualmente persiste con sintomas de la
enfermedad y/o se encuentra controlado con ayuda de medicamentos utilizados para prevenir los sintomas
de esta enfermedad.

El asma es una enfermedad de multiples causas, pero en la infancia es principalmente de causa alérgica.
Cuando los pacientes se exponen a aquellas sustancias que les producen alergia tales como dcaros, hongos,
pelos de animales, etc; comienzan a presentar sintomas y signos de asma como tos nocturna, silbidos en
el pecho, sensacion de falta de aire al reposo o alejercicio. Un gran porcentaje de nifios asmaticos controlan
su enfermedad sin necesidad de medicamentos durante la adolescencia, pero aun no se sabe muy bien
porqué.

Procedimientos:

Si usted acepta que su hijo participe y su hijo decide participar en este estudio se le realizaran los siguientes
procedimientos:

1. Selerealizardn algunas preguntas sobre tus datos personales y sobre las enfermedades alérgicas
que se le hayan diagnosticado anteriormente (asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, alergia
alimentaria); ademas de los medicamentos que ha consumido o este consumiendo actualmente
para su control

2. Sele realizard un cuestionario sobre el control de esta enfermedad y cuanto le molesta en su vida
diaria.

3. Sele realizard una prueba de alergia en la piel llamada PRICK TEST, el cual esta consiste en colocar
una gota las sustancias del ambiente que producen alergia (acaros del polvo, hongos, epitelios de
animales, cucarachas, pélenes y malezas) en la piel del antebrazoy a través de esta gota punzar
la piel con la lanceta especial muy delgada que solo se introduce en la piel 1 mm. Los resultados
se valoran a los 15 minutos y se comparan con un control negativo (glicerol) y uno positivo
(histamina). Una prueba es positiva cuando se produce roncha y eritema con un didmetro de
papula =3 mm en las zonas donde se realizo la puncién, Para la realizacion de esta prueba su hijo
no deberd consumir por via oral o endovenosa por al menos 5 dias antes del procedimiento,
medicamentos que contengan corticoides (prednisona, dexametasona, hidrocortisona) o
antihistaminicos (clorfenamina, loratadina, cetirizina, levocetirizina, desloratadina, fexofenadina,
etc); la administracion de estas familias de medicamentos por otras vias (intranasal, inhaladores
o topicos) no se encuentra contraindicada para la realizacion de procedimiento.

4. Se le tomard una muestra de sangre de 5ml del antebrazo, esto es aproximadamente una
cucharadita de té; esta muestra se utilizara para ver los valores de sus defensas (hemograma
completo) y las sustancias que las controlan (IL-10 e IFN-gamma). No es necesario restringir




ningtin medicamento para la realizacion de este procedimiento, tampoco es necesario estar en
ayunas para su realizacion.

La particién de su hijo en el estudio tomard aproximadamente entre 1 a 2 horas en total; sin embargo, los
procedimientos pueden realizarse en dias separados si es que su hijo ha consumido alguno de los
medicamentos antes mencionados.

Riesgos:

Los procedimientos del estudio pueden generar eventos adversos, en caso de que estos ocurriesen, el
equipo de investigacion sera responsable de su atencion.

Con respecto al PRICK TEST, si resulta positivo produce picazon y roncha leve que desaparecera en 30
minutos. Es muy excepcional y depende de |a sensibilidad de cada persona gue suceda una reaccion severa
que se caracteriza por baja presion arterial, dificultad para respirar (shock Anafilactico), para lo cual
estaremos preparados para administrarle el tratamiento correspondiente con adrenalina.

La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe unriesgo muy pequefio de que se te pueda
infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademas la toma de muestra del antebrazo te puede
ocasionar un peguefio hematoma (moreton) el cual desaparecera en aproximadamente cinco dias.
Beneficios:

Su hijo se beneficiara de:

® Una evaluacién por un médico especialista en alergia e inmunologia.
e De realizarse una prueba en la que se le dird sies o no alérgicoy a qué.
e Saber los valores sanguineos de sus defensas y de las moléculas que controlan su funcidn.
Se le informard de manera personal y confidencial los resultados que se obtengan de los examenes

realizados. Los costos de todos los exdamenes seran cubiertos por el estudio y no le ocasionaran gasto
alguno.

Costos y compensacién

No deberas pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibiras ningun incentivo econdémico
ni de otra indole, Unicamente la satisfaccion de colaborar a un mejor entendimiento |los mecanismos que
producen y controlan los sintomas del asma.

Confidencialidad:

Los resultados obtenidos en este estudio de investigacion seran confidenciales y todos los datos obtenidos
de su hijo serdn registrados de forma andnima; esto quiere decir que nosotros guardaremos la informacion
de su hijo(a) con codigos y no con nombres. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se
mostrara ninguna informacion que permita la identificacion de su hijo(a) o de otros participantes del
estudio.

Uso futuro de la informacién obtenida:

Los resultados de los examenes realizados pueden ser usados posteriormente en otros estudios de
investigacion gue tengan como objetivo el desarrollo de mejor conocimiento de la enfermedad asmadtica y
los mecanismos que permiten su resolucion espontanea, contandose previamente con el permiso del
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia cada vez que se
requiere el uso de los resultados.




Almacenamiento de muestras biolégicas para uso en estudios posteriores:

Deseamos conservar las muestras de su hijo(a) almacenandolas por 10 afios, Estas muestras seran usadas
para evaluar otras sustancias gue modulan |a funcién del sistema inmune en pacientes con diagnostico de
asma persistente o en remision espontanea.

Estas muestras solo seran identificadas con codigos.

Si usted no desea que las muestras de su hijo(a) permanezcan almacenadas ni utilizadas posteriormente,
su hijo(a) aun puede seguir participando del estudio.

Ademads, , se contara con el permiso del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, cada vez que se requiera el uso de las muestras de su hijo(a) y estas no seran
usadas en estudios genéticos u otros estudios no relacionados al tema.

Autorizo a tener las muestras de sangre de mi hijo{a) almacenadas SI( ) NO( )
Derechos del participante:

Si usted decide que su hijo(a) participe en el estudio, podra retirarse de éste en cualquier momento, o no
participar en una parte del estudio sin dafio alguno. Si tienes alguna duda adicional, por favor pregunta al
personal del estudio o llama a la Dra. Maria Teresa Gonzales Enriguez, al teléfono_

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que su hijo(a) ha sido tratado injustamente
puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electronico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le serd entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente que mi hijo(a) participe en este estudio, comprendo de las actividades en las que
participara si ingresa al estudio, también entiendo gue mi hijo(a) puede decidir no participar y que puede
retirarse del estudio en cualguier momento.

Nombres y Apellidos Fechay Hora
Participante
Nombres y Apellidos Fechay Hora
Testigo (si el participante es
analfabeto)
Nombres y Apellidos Fechay Hora

Investigador




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION — ADOLESCENTES
CON DIAGNOSTICO DE ASMA EN REMISION ESPONTANEA SIN TRATAMIENTO

(Padres)

VALORES SERICOS DE IL-10 E IFN-GAMMA EN ADOLESCENTES CON DIANGOSTICO
DE ASMA EN REMISION CLINICA

DRA. MARIA TERESA GONZALES ENRIQUEZ

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA — ALERGOLIMA

ﬁmp&ko del estudio:

Estamos invitando a su hijo(a) a participar en un estudio donde se evaluara si los valores de dos sustancias
que regulan las defensas de nuestro organismo (IL-10 e INF-gamma) estan relacionadas a la remision
espontanea de enfermedad asmatica en adolescentes. Este es un estudio desarrollado por investigadores
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y el consultorio médico Alergolima. Estamos invitando a su
hijo a participar porque ha sido diagnosticado de asma cuando tenfa menos de 12 afios y actualmente esta

mas de un afio sin presentar sintomas de la enfermedad o crisis y no ha recibido ningin medicamento
relacionado al asma en mas de un afio.

El asma es una enfermedad de multiples causas, pero en la infancia es principalmente de causa alérgica.
Cuando los pacientes se exponen a aquellas sustancias que les producen aler gia tales como édcaros, hongos,
pelos de animales, etc; comienzan a presentar sintomas y signos de asma como tos nocturna, silbidos en
el pecho, sensacidn de faltade aire al reposo o al ejercicio. Un gran porcentaje de nifios asmaticos controlan
su enfermedad sin necesidad de medicamentos durante la adolescencia, pero aun no se sabe muy bien
porqué.

Procedimientos:

Si usted acepta que su hijo participe y su hijo decide participar en este estudio se le realizaran los siguientes
procedimientos:

1. Selerealizaran algunas preguntas sobre tus datos personales y sobre las enfermedades alérgicas
que se le hayan diagnosticado anteriormente (asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, alergia
alimentaria); ademas de los medicamentos que ha consumido o este consumiendo actualmente
para su control

2. Se le realizard un cuestionario para verificar el control de esta enfermedad y ver si aun tiene
efectos de ella aun en su vida diaria.

3. Sele realizard una prueba de alergia en la piel llamada PRICK TEST, el cual esta consiste en colocar
una gota las sustancias del ambiente que producen alergia (acaros del polvo, hongos, epitelios de
animales, cucarachas, pélenes y malezas) en la piel del antebrazoy a través de esta gota punzar
la piel con la lanceta especial muy delgada que solo se introduce en la piel 1 mm. Los resultados
se valoran a los 15 minutos y se comparan con un control negativo (glicerol) y uno positivo
(histamina). Una prueba es positiva cuando se produce roncha y eritema con un didmetro de
péapula =3 mm en las zonas donde se realizo la puncion. Para la realizacion de esta prueba su hijo
no deberd consumir por via oral o endovenosa por al menos 5 dias antes del procedimiento,
medicamentos que contengan corticoides (prednisona, dexametasona, hidrocortisona) o
antihistaminicos (clorfenamina, loratadina, cetirizina, levocetirizina, desloratadina, fexofenadina,
etc); la administracién de estas familias de medicamentos por otras vias (intranasal, inhaladores
o tépicos) no se encuentra contraindicada para la realizacidn de procedimiento.

4. Se le tomara una muestra de sangre de 5ml del antebrazo, esto es aproximadamente una
cucharadita de té; esta muestra se utilizard para ver los valores de sus defensas (hemograma
completo) y las sustancias que las controlan (IL-10 e IFN-gamma). No es necesario restringir
ningin medicamento para la realizacion de este procedimiento, tampoco es necesario estar en
ayunas para su realizacion.
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La particion de su hijo en el estudio tomara aproximadamente entre 1 a 2 horas en total; sin embargo, los
procedimientos pueden realizarse en dias separados si es que su hijo ha consumido alguno de los
medicamentos antes mencionados.

Riesgos:

Los procedimientos del estudio pueden generar eventos adversos, en caso de que estos ocurriesen, el
equipo de investigacion serd responsable de su atencién.

Con respecto al PRICK TEST, si resulta positivo produce picazén y roncha leve que desaparecera en 30
minutos. Es muy excepcional y depende de la sensibilidad de cada persona que suceda una reaccion severa
que se caracteriza por baja presion arterial, dificultad para respirar (shock Anafilactico), para lo cual
estaremos preparados para administrarle el tratamiento correspondiente con adrenalina.

La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo muy pequefo de que se te pueda
infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademas |a toma de muestra del antebrazo te puede
ocasionar un pequefio hematoma (moreton) el cual desaparecera en aproximadamente cinco dias.

Beneficios:
Su hijo se beneficiara de:

e Unaevaluacion por un médico especialista en alergia e inmunologia.
® De realizarse una prueba en la que se |e dird si es o no alérgico y a queé.
e Saber |os valores sanguineos de sus defensas y de las moléculas que controlan su funcién.
Se le informard de manera personal y confidencial los resultados que se obtengan de los exdmenes

realizados. Los costos de todos los examenes seran cubiertos por el estudio y no le ocasionardn gasto
alguno.

Costos y compensacién

No deberds pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibirds ningun incentivo econémico
ni de otra indole, Unicamente la satisfaccion de colaborar a un mejor entendimiento los mecanismos que
producen y controlan los sintomas del asma.

Confidencialidad:

Los resultados obtenidos en este estudio de investigacion seran confidenciales y todos los datos obtenidos
de su hijoseran registrados de forma andnima; esto quiere decir que nosotros guardaremos la informacion
de su hijo(a) con codigos y no con nombres. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se
mostrard ninguna informacion que permita la identificacion de su hijo{a) o de otros participantes del
estudio.

Uso futuro de la informacién obtenida:

Los resultados de los examenes realizados pueden ser usados posteriormente en otros estudios de
investigacion que tengan como objetivo el desarrollo de mejor conocimiento de [a enfermedad asmaética y
los mecanismos que permiten su resolucion espontanea, contandose previamente con el permiso del
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia cada vez que se
requiere el uso de los resultados.

Almacenamiento de muestras biolégicas para uso en estudios posteriores:




Deseamos conservar las muestras de su hijo(a) almacendndolas por 10 afios. Estas muestras seran usadas
para evaluar otras sustancias que modulan la funcién del sistema inmune en pacientes con diagnostico de
asma persistente o en remision espontanea.

Estas muestras solo seran identificadas con codigos.

Si usted no desea que las muestras de su hijo{a) permanezcan almacenadas ni utilizadas posteriormente,
su hijo(a) aun puede seguir participando del estudio.

Ademas, , se contard con el permiso del Comité Institucional de Etica en Investigacion de |la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, cada vez que se requiera el uso de las muestras de su hijo(a) y estas no serdn
usadas en estudios genéticos u otros estudios no relacionados al tema.

Autorizo a tener las muestras de sangre de mi hijo{a) almacenadas SI( ) NO( )
Derechos del participante:

Si usted decide que su hijo(a) participe en el estudio, podra retirarse de éste en cualquier momento, o no
participar en una parte de| estudio sin dafio alguno. Si tienes alguna duda adicional, por favor pregunta al
personal del estudio o |lama a la Dra. Marfa Teresa Gonzales Enriquez, al teléfono ([ D

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que su hijo(a) ha sido tratado injustamente
puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electronico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le sera entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente que mi hijo(a) participe en este estudio, comprendo de |as actividades en las que
participara si ingresa al estudio, también entiendo que mi hijo(a) puede decidir no participar y gue puede
retirarse del estudio en cualquier momento.

Nombres y Apellidos Fechay Hora
Participante
Nombres y Apellidos Fechay Hora
Testigo (si el participante es
analfabeto)
Nombres y Apellidos Fechay Hora

Investigador




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION — ADOLESCENTES
SIN DIAGNOSTICO DE ASMA

Adolescentes entre 12 a 17 afios

VALORES SERICOS DE IL-10 E IFN-GAMMA EN ADOLESCENTES CON DIANGOSTICO
DE ASMA EN REMISION CLINICA

DRA. MARIA TERESA GONZALES ENRIQUEZ

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA — ALERGOLIMA

Propésito del estudio:

Estamos invitando a su hijo(a) a participar en un estudio donde se evaluara si los valores de dos sustancias
que regulan las defensas de nuestro organismo (IL-10 e INF-gamma) estan relacionadas a la remision
espontanea de enfermedad asmatica en adolescentes, Este es un estudio desarrollado por investigadores
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y el consultorio médico Alergolima. Estamos invitando a su
hijo porque él nunca ha sido diagnosticado de asma ni de alguna otra enfermedad alérgica a lo largo de su
vida por lo que los resultados de los exdmenes que se le realizaran seran utilizados para comparar las
diferencias que existen entre estos y el de los pacientes con diagnostico de asma persistente (que aun tiene
sintomas) o en remision (los que ya no tienen sintomas sin recibir tratamiento).

El asma es una enfermedad de multiples causas, pero en la infancia es principalmente de causa alérgica.
Cuando los pacientes se exponen a aquellas sustancias que les producen alergia tales como acaros, hongos,
pelos de animales, etc; comienzan a presentar sintomas y signos de asma como tos nocturna, silbidos en
el pecho, sensacion de faltade aire al reposo o alejercicio. Un gran porcentaje de nifios asmaticos controlan
su enfermedad sin necesidad de medicamentos durante la adolescencia, pero ain no se sabe muy bien
porqué,

Procedimientos:

Si usted acepta que su hijo participe y su hijo decide participar en este estudio se le realizaran los siguientes
procedimientos:

1. Se le realizardn algunas preguntas sobre tus datos personales y sobre enfermedades alérgicas
(asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, alergia alimentaria) gue pudiesen haber sido
diagnosticadas anteriormente; ademas de los medicamentos que ha consumido o este
consumiendo actualmente; todo esto se realizard para confirmar que su hijo es elegible para
participar en este estudio.

2. Sele realizara una prueba de alergia en la piel llamada PRICK TEST, el cual esta consiste en colocar
una gota las sustancias del ambiente que producen alergia (acaros del polvo, hongos, epitelios de
animales, cucarachas, pélenes y malezas) en la piel del antebrazo y a través de esta gota punzar
la piel con la lanceta especial muy delgada que solo se introduce en la piel 1 mm. Los resultados
se valoran a los 15 minutos y se comparan con un control negativo (glicerol) y uno positivo
(histamina). Una prueba es positiva cuando se produce roncha y eritema con un didmetro de
papula =3 mm en las zonas donde se realizd la puncion. Para la realizacion de esta prueba su hijo
no debera consumir por via oral o endovenosa por al menos 5 dias antes del procedimiento,
medicamentos gue contengan corticoides (prednisona, dexametasona, hidrocortisona) o
antihistaminicos (clorfenamina, loratadina, cetirizina, levocetirizina, desloratadina, fexofenadina,
etc); la administracion de estas familias de medicamentos por otras vias (intranasal, inhaladores
0 topicos) no se encuentra contraindicada para la realizacion de procedimiento.

3. Se le tomard una muestra de sangre de 5ml del antebrazo, esto es aproximadamente una
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cucharadita de té; esta muestra se utilizara para ver los valores de sus defensas (hemograma
completo) y las sustancias que las controlan (IL-10 e IFN-gamma). No es necesario restringir
ningtin medicamento para la realizacién de este procedimiento, tampoco es necesario estar en
ayunas para su realizacion.

La particion de su hijo en el estudio tomara aproximadamente entre 1 a 2 horas en total; sin embargo, los
procedimientos pueden realizarse en dias separados si es que su hijo ha consumido alguno de los
medicamentos antes mencionados.

Riesgos:

Los procedimientos del estudio pueden generar eventos adversos, en caso de que estos ocurriesen, el
equipo de investigacion serd responsable de su atencion,

Con respecto al PRICK TEST, si resulta positivo produce picazon y roncha leve que desaparecerd en 30
minutos. Es muy excepcional y depende de la sensibilidad de cada persona que suceda una reaccién severa
que se caracteriza por baja presion arterial, dificultad para respirar (shock Anafilactico), para lo cual
estaremos preparados para administrarle el tratamiento correspondiente con adrenalina.

La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo muy pequefio de que se te pueda
infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademds la toma de muestra del antebrazo te puede
ocasionar un pequefio hematoma (moreton) el cual desaparecerd en aproximadamente cinco dias.

Beneficios:
Su hijo se beneficiara de:

e Unaevaluacion por un médico especialista en alergia e inmunologia.
e De realizarse una prueba en la que se le dird sies o no alérgicoy a qué.
o Saber los valores sanguineos de sus defensas y de las moléculas que controlan su funcion.
Se le informard de manera personal y confidencial los resultados que se obtengan de los exdmenes

realizados. Los costos de todos los exdmenes seran cubiertos por el estudio y no le ocasionaran gasto
alguno.

Costos y compensacién

No deberas pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibirds ningun incentivo econémico
ni de otra indole, Unicamente la satisfaccion de colaborar a un mejor entendimiento los mecanismos que
producen y controlan |os sintomas del asma.

Confidencialidad:

Los resultados obtenidos en este estudio de investigacion seran confidenciales y todos los datos obtenidos
de su hijo seran registrados de forma andnima; esto quiere decir que nosotros guardaremos la informacion
de su hijo(a) con cadigos y no con nombres. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se
mostrard ninguna informacion que permita la identificacion de su hijo(a) o de otros participantes del
estudio.

Uso futuro de la informacién obtenida:

Los resultados de los examenes realizados pueden ser usados posteriormente en otros estudios de
investigacion que tengan como objetivo el desarrollo de mejor conocimiento de la enfermedad asmatica y
los mecanismos que permiten su resolucion espontanea, contandose previamente con el permiso del
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Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia cada vez que se
requiere el uso de los resultados.

Almacenamiento de muestras biolégicas para uso en estudios posteriores:

Deseamos conservar las muestras de su hijo(a) almacenandolas por 10 afios. Estas muestras seran usadas
para evaluar otras sustancias gue modulan la funcion del sistema inmune en pacientes con diagnostico de
asma persistente o en remision espontanea. Estas muestras solo seran identificadas con codigos.

Si usted no desea gue las muestras de su hijo(a) permanezcan almacenadas ni utilizadas posteriormente,
su hijo(a) aun puede seguir participando del estudio.

Ademds, , se contard con el permiso del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, cada vez que se requiera el uso de las muestras de su hijo(a) y estas no seran
usadas en estudios genéticos u otros estudios no relacionados al tema,

Autorizo a tener las muestras de sangre de mi hijo(a) almacenadas SI( ) NO( )
Derechos del participante:

Si usted decide que su hijo(a) participe en el estudio, podra retirarse de éste en cualquier momento, o no
participar en una parte del estudio sin dafo alguno. Si tienes alguna duda adicional, por favor pregunta al
personal del estudio o [lama a la Dra. Maria Teresa Gonzales Enriquez, al teléfono_

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que su hijo(a) ha sido tratado injustamente
puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electronico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le sera entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente que mi hijo(a) participe en este estudio, comprendo de |as actividades en las que
participard si ingresa al estudio, también entiendo que mi hijo(a) puede decidir no participar y que puede
retirarse del estudio en cualquier momento.

Nombres y Apellidos Fecha y Hora
Participante

Nombres y Apellidos Fecha y Hora
Testigo (si el participante es
analfabeto)

Nombres y Apellidos Fechay Hora
Investigador
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Anexo 3: Asentimiento informado

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION —

Adolescentes entre 12 a 17 afios

VALORES SERICOS DE IL-10 E IFN-GAMMA EN ADOLESCENTES CON DIANGGOSTICO
DE ASMA EN REMISION CLINICA

DRA. MARIA TERESA GONZALES ENRIQUEZ

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA — ALERGOLIMA

Propésito del estudio:

Te estamos invitando a participar en un estudio para saber si los valores de dos sustancias que regulan las
defensas de nuestro organismo (IL-10 e INF-gamma) estan relacionadas a la remision espontanea de
enfermedad asmitica en adolescentes. Este es un estudio desarrollado por investigadores de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia y el consultorio médico Alergolima. Se te esta invitando a participar
en este estudio de investigacion porque (i) Has sido diagnosticado de asma y tus sintomas persisten hasta
la actualidad o sigues utilizando medicamentos para controlar la enfermedad; (i) Has sido diagnosticado
de asma y actualmente la enfermedad esta controlada por mas de un afio sin utilizar ningin medicamento
o {iif) Nunca has sido diagnosticado de asma ni de alguna otra enfermedad alérgica (como rinitis alérgica,
alergia alimentaria o dermatitis atdpica), en este ultimo caso los resultados de los examenes que se te
realizardn en este estudio seran utilizados para comparar las diferencias que existen entre estos y el de |os
pacientes con diagnostico de asma persistente (que aun tiene sintomas) o en remision (los que ya no tienen
sintomas sin recibir tratamiento).

El asma es una enfermedad de multiples causas, pero en la infancia es principalmente de causa alérgica.
Cuando los pacientes se exponen a aquellas sustancias que les producen alergia tales como dcaros, hongos,
pelos de animales, etc; comienzan a presentar sintomas y signos de asma como tos nocturna, silbidos en
el pecho, sensacion de falta de aire al reposo o alejercicio. Un gran porcentaje de nifios asmaticos controlan
su enfermedad sin necesidad de medicamentos durante la adolescencia, pero aun no se sabe muy bien
porgué.

Procedimientos:
Si aceptas participar en este estudio se te realizaran los siguientes procedimientos:

1. Sete realizardn algunas preguntas sobre tus datos personales y sobre las enfermedades alérgicas
que se te hayan diagnosticado anteriormente (asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, alergia
alimentaria); ademas de los medicamentos que has consumido o estes consumiendo actualmente
para su control

2. En caso de ser asmatico, se te realizara un cuestionario sobre el control de esta enfermedad y
cuanto le molesta en su vida diaria.

3. Seterealizard una prueba de alergia en la piel llamada PRICK TEST, el cual esta consiste en colocar
una gota las sustancias del ambiente que producen alergia (acaros del polvo, hongos, epitelios de
animales, cucarachas, polenes y malezas) en la piel del antebrazo y a través de esta gota punzar
la piel con la lanceta especial muy delgada que solo se introduce en la piel 1 mm. Los resultados
se valoran a los 15 minutos y se comparan con un control negativo (glicerol) y uno positivo
{histamina). Una prueba es positiva cuando se produce roncha y eritema con un didmetro de
papula 2 3 mm en las zonas donde se realizd la puncion. Para la realizacion de esta prueba no
debes consumir por via oral o endovenosa por al menos 5 dias antes del procedimiento,
medicamentos que contengan corticoides (prednisona, dexametasona, hidrocortisona) o
antihistaminicos (clorfenamina, loratadina, cetirizina, levocetirizina, desloratadina, fexofenadina,




etc); la administracion de estas familias de medicamentos por otras vias (intranasal, inhaladores
0 topicos) no se encuentra contraindicada para la realizacion de procedimiento.

4. Se te tomard una muestra de sangre de 5Sml del antebrazo, esto es aproximadamente una
cucharadita de té; esta muestra se utilizard para ver los valores de tus defensas (hemograma
completo) y las sustancias que las controlan (IL-10 e IFN-gamma). No es necesario restringir
ningun medicamento para la realizacion de este procedimiento, tampoco es necesario estar en
ayunas para su realizacion.

Tu participacion tomara aproximadamente entre 1 a 2 horas en total; sin embargo, los procedimientos
pueden realizarse en dias separados si es que has consumido alguno de los medicamentos antes
mencionados.

Riesgos:

Los procedimientos del estudio pueden generar eventos adversos, en caso de que estos ocurriesen, el
equipo de investigacion serd responsable de su atencion

Con respecto al PRICK TEST, si resulta positivo produce picazén y roncha leve que desaparecerd en 30
minutos. Es muy excepcional y depende de la sensibilidad de cada persona que suceda una reaccion severa
que se caracteriza por baja presion arterial, dificultad para respirar (shock Anafilactico), para lo cual
estaremos preparados para administrarle el tratamiento correspondiente con adrenalina.

La toma de muestra de sangre es ligeramente dolorosa y existe un riesgo muy pequefio de que se te pueda
infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademas |a toma de muestra del antebrazo te puede
ocasionar un pequefio hematoma (moreton) el cual desaparecera en aproximadamente cinco dias.

Beneficios:
Te beneficiaras de:

* Unaevaluacion por un médico especialista en alergia e inmunologia.
e De realizarte una prueba en la que se te dird si eres o no alérgico y a qué.
e Saber los valores sanguineos de tus defensas y de las moléculas que controlan su funcién.
Atiy atus padres se les informara de manera personal y confidencial los resultados que se obtengan de

los examenes realizados. Los costos de todos los examenes seran cubiertos por el estudio y no te
ocasionaran gasto alguno.

Costos y compensacién

No deberas pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibirds ningun incentivo econémico
ni de otra indole, inicamente la satisfaccion de colaborar a un mejor entendimiento los mecanismos que
producen y controlan [os sintomas del asma.

Confidencialidad:

Los resultados obtenidos en este estudio seran confidenciales y anonimos, eso quiere decir que nosotros
guardaremos tu informacion con codigos y no con nombres. Si los resultados de este seguimiento son
publicados, no se mostrara ninguna informacion gue permita la identificacion de las personas que
participaron en este estudio.

Uso futuro de la informacién obtenida:
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Los resultados de los examenes realizados pueden ser usados posteriormente en otros estudios de
Investigacion que tengan como objetivo el desarrollo de mejor conocimiento de la enfermedad asmaticay
los mecanismos que permiten su resolucion espontanea, contandose previamente con el permiso del
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia cada vez que se
requiere el uso de los resultados.

Almacenamiento de muestras biolégicas para uso en estudios posteriores:

Deseamos conservar tus muestras almacenandolas por 10 afos. Estas muestras seran usadas para evaluar
otras sustancias que modulan la funcién del sistema inmune en pacientes con diagnostico de asma
persistente o en remisién espontanea.

Estas muestras solo seran identificadas con cadigos.

Si no deseas que tus muestras permanezcan almacenadas ni que sean utilizadas posteriormente, aun
puedes seguir participando del estudio.

Ademds, se contard con el permiso del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, cada vez que se requiera el uso de tus muestras y estas no seran usadas en
estudios genéticos u otros estudios no relacionados al tema.

Autorizo a tener las muestras de sangre de mi hijo(a) almacenadas Si( ) NO( )
Derechos del participante:

Si decides participar en el estudio, puedes retirarte de éste en cualquier momento, o no participar en una
parte del estudio sin dafio alguno. Si tienes alguna duda adicional, por favor pregunta al personal del
estudio o llama a la Dra. Maria Teresa Gonzales Enriquez, al teléfono|

Si tienes preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o crees que has sido tratado injustamente puedes
contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en Investigacion de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al correo electronico:
duict.cieh@ oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le serd entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo de las actividades en las que participaré si
decido ingresar al estudio, también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme del
estudio en cualquier momento.

Nombres y Apellidos Fechay Hora
Participante
Nombres y Apellidos Fechay Hora
Testigo (si el participante
analfabeto)
Nombres y Apellidos Investigador Fechay Hora
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Anexo 4: Ficha de Recoleccién de Datos

FECHA DE RECOLECCION DE DATOS

PROTOCOLO DE INVESTIGACION —IL-10 E IFN-GAMMA EN PACIENTES ADOLESCENTES CON

DIAGNOSTICO DE ASMA EN REMISION CLINICA

(VERSION 3 - 01.01.2021)

DATOS GENERALES:

N @ DE REGISTRO DE PACIENTE:
EDAD: SEXO:
PROCEDENCIA: TELEFONO:
DIRECCION ACTUAL:

ANTECEDENTES PERSONALES:
DIAGNOSTICO DE ASMA EN LA INFANCIA: Si
SI LA RESPUESTA ES Si, RESPONDER:

e A QUE EDAD INICIARON LOS SINTOMAS?
s (A QUE EDAD SE DIAGNOSTICO DE ASMA (POR MEDICO)?

e (PRESENTABA TOS EN LAS NOCHES O AL DESPERTAR? S NO

e (PRESENTABA SILBIDO EN ELPECHO?_ S NO

e (SE AGITABA O TENIA SENSACION DE FALTA DE AIRE O DOLOR PECTORAL AL EJERCICIO O
CUANDO REIA? S NO

e DURANTE LA INFANCIA EN PROMEDIO, ¢{CUANTAS VECES AL ANO TENIA QUE USAR
SALBUTAMOL, NEBULIZARSE O UTILIZAR CORTICOIDES POR VIA ORAL POR LOS SINTOMAS
RESPIRATORIOS?

e (ALGUNA VEZ SE HOSPITALIZO POR EL DIAGNOSTICO DE ASMA O NEUMONIA ASOCIADA A
ASMA? S| NO

e SI LA RESPUESTA A LA ANTERIOR PREGUNTA FUE AFIRMATIVA, iCUANTAS VECES FUE
HOSPITALIZADO POR EL DIAGNOSTICO DE ASMA O NEUMONIA ASOCIADA A ASMA?

e (EN QUE ANO FUE LA ULTIMA VEZ QUE TUVO QUE UTILIZAR SALBUTAMOL, NEBULIZARSE
O UTILIZAR CORTICOIDES POR VIA ORAL U HOSPITALIZARSE POR EL DIAGNOSTICO DE
ASMA?

e DURANTE LA INFANCIA, éUTILIZO INHALADORES PREVENTIVOS DE ENFERMEDAD?

S| NO
o SI LA RESPUESTA A LA ANTERIOR PREGUNTA FUE POSITIVA, ¢{QUE MEDICAMENTO
UTILIZO, POR CUANTO TIEMPO LO UTILIZO Y CUANDO FUE LA ULTIMA VEZ QUE SE LE
RECETO?

CONTROL DE ASMA EN LOS ULTIMOS 12 MESES (SOLO RELLENAR S1 EL PACIENTE HA PRESENTADO
DIAGNOSTICO PREVIO DE ASMA):

e EN LOS ULTIMOS DOCE MESES ¢HA PRESENTADO TOS NOCTURNA O AL DESPERTAR O HA
SENTIDO SIBILANCIAS, FALTA DE AIRE U OPRESION EN EL PECHO?
S NO



EN LOS ULTIMOS DOCE MESES ¢PRESENTA SINTOMAS AL EIERCICIO (TOS, DISNEA O DOLOR
PECTORAL)?

Si NO
EN LOS ULTIMOS DOCE MESES ¢HA TEN/DO QUE UTILIZAR SALTUBAMOL, NEBULIZARSE,
UTILIZAR CORTICOIDES POR VIA ORAL U HOSPITALIZARSE POR EL DIAGNOSTICO DE ASMA?

si NO
EN LOS ULTIMOS DOCE MESES ¢HA UTILIZADO ALGUNA MEDICACION PARA EL ASMA?
S NO

o S| LARESPUESTA ES Si, COMENTE ¢ QUE MEDICAMENTO HA UTILIZADO Y POR CUANTO
TIMEPO LO UTILIZO?

SEGUN EL CRITERIO DEL PACIENTE, ¢ PODRIA DECIRSE QUE EL ASMA SE HA CURADO?
si NO
o Sl LA RESPUESTA ES SI, COMENTE ¢ DESDE HACE CUANTOS ANOS EL PACIENTE DIRIA
QUE YA NO TIENE ASMA?
SEGUN EL CRITERIO DEL CUIDADOR, ¢ PODRIA DECIRSE QUE EL ASMA SE HA CURADO?
sf NO
o S| LA RESPUESTAES SI, COMENTE ¢ DESDE HACE CUANTOS ANOS EL CUIDADOR DIRIA
QUE EL PACIENTE YANO TIENE ASMA?

OTRAS ENFERMEDADES:

a)
b)
<)
d)
e)

RINITIS ALERGICA.
DERMATITIS ATOPICA.

ALERGIA ALIMENTARIA.
HIPERSENSIBILIDAD A MEDICAMENTOS.
OTROS (DETALLAR):

DIAGNOSTICOS ACTUALES:




RESULTADO DE PRICK TEST A AEROALERGENOS (INMUNOTEK):

ALERGENO MEDIDA INTERPRETACION

Dermatophagoides pteronnysinus

Dermatophagoides farinae

Blomia tropicalis

Acaro Siro

Euroglyphus maynei

Chortoglyphus arcuatus

Tyrophagus putrescentiae

Lepidoglyphus destructor

Alternaria alternata

Aspergillus fumigatus

Penicillium notatum

Cladosporium herbarum

Epitelio de perro

Epitelio de gatc

Blatella germanica

Periplaneta americana

Mix 6 gramineas (H. lanatuas, D.
glomerata, L. perenne, P. pratense, P.
pratensis, F. pratensis)

Malezas (A. vulgaris, C. dlbum, S. Kali, P.
lanceolata)

Control Positivo: Histamina 10 mg/m

Control negativo: Glcerol

RESULTADO DE EOSINOFILOS EN SANGRE PERIFERICA:

RESULTADO DE IL-10 EN SANGRE PERIFERICA:

RESULTADO DE IFN-GAMMA EN SANGRE PERIFERICA:




Anexo 5: Asthma Control Test

Tabla 1. Asma control test

1. En ef aliimo mes. ;Cuanto le ha impedido su asma hacer todo lo que queria Puntuacion
en el trabajo. en la escuela o en la casa’
1 2 3 B 5 E—
Siempre La mayoria Algo del Un poco Nunca
del tiempo tlempo del tiempo
2. En el uliimo mes. (Con qué frecuencia le ha fakado el aire? Puntuacion
| 2 3 N 5 SRR
Mis de una Una vez De 3 a6 veces Unaa 2 veces Nunca
vez por dia por dia por semana por semana

3. En el oliimo mes, [Con qué frecuencia sus sintomas de asma (respiracion sibilante, Punacion
tos, falta de aire, opresion en el pecho o dolori lofla despenaron durante la noche
0 mds temprana de Jo usual en la manana?

1 2 3 4 B e
40mas De2a3 Una vez Una o dos Nunca
noches noches por semana veces

POt semana por sEmana

4. En el altimo mes, [Con qué frecuencia ha usado su inhalador de rescate o Puntacion
medicamento en nebulizador {como salbutamol)?
1 2 3 1 B RS
3 o0 més veces Unaa dos veces 26 3 veces Una vez Nunca
por dia por dia por semana por semana
O MEnos
5. {Como evaluana el control de su asma en el nkimo mes? Puntuacion
1 2 3 4 S PR RN
No controlada Mat Algo Bien Complesamente

en absoluto controlada controlada controlada controlada

Total

* Validation of the Spanish Version of the Asthma Control Test (ACT). J. M. Vega,X. Badia,C.
Badiola,A. Lépez-Viia,). M. Olaguibel,C. Picado. Journal of Asthma. Volume 44, 2007 - Issue 10.
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