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1. INTRODUCCION
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La interaccién entre un antigeno ambiental y el sistema inmune del
individuo constituye un paso fundamental para el desarrollo de los procesos
alérgicos. Esa puesta en contacto se inicia mediante la captacién de los
antigenos, su procesamiento y posterior presentacién a células T que expresan
el antigeno de superficie CD4 (CD4+) y que son especificas para ese
alergeno; dicho proceso se realiza gracias a células accesorias, denominadas
células presentadoras de antigenos (CPA), las cuales muestran en su superficie
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II).
Posteriormente, las células T CD4+, una vez activadas, inducen la produccién

de inmunoglobulinas (Ig), fundamentalmente de tipo IgE, por las células B.

No obstante, alin permanece oscuro el origen de la produccién
preferencial de IgE en los ipdividuos atépicos, genéticamente predispuestos al
reconocimiento de determinados epitopes .

En un primer momento, fue descrito un sistema de regulacién de la
sintesis de IgE en animales de laboratorio (roedores), basado esencialmente en
la actividad antagénica de dos mediadores solubles, la interleuquina-4 (IL-4)

y el interferén-y (IFN-y) @,
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Estudios posteriores, han aportado mayor informacién sobre los
mecanismos que regulan esa sintesis en el ser humano, asi como su alteracion

en los procesos alérgicos @),

De una forma esquemaitica, podriamos decir que la induccion de la
sintesis de la IgE viene dada por la coexistencia de dos sefales:

a) una seria la aportada por determinadas interléuquinas,

produciendo el cambio de isotipo y la consiguiente transcripcién de

lineas germinales € en las células B.

b)  laotra seria la sefal de activacion de las células B ©, que da lugar

a la aparicién de transcripciones maduras €.
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1.1. Mecanismos de induccién y regulacién de la sintesis de IgE in

vitro.

1.1.1. Citoquinas principales.

En 1986, en estudios realizados con células B de ratones, ya se puso de
manifiesto la relacion existente entre la actividad de la IL-4 y la sintesis de IgE
2.7 Posteriormente, estudiando clonas de células T estimuladas con
mitégenos inespecificos, se pudo comprobar igualmente una correlacion
positiva entre la actividad cooperadora inductora de la sintesis de IgE v la
produccién de IL-4, en el ser humano. Al mismo tiempo, también se puso de
manifiesto la existencia de una correlacién negativa entre la produccion de
IEN-v y la sintesis de IgE ¢

La funcién contrapuesta de la IL-4 y del IFN-y, como reguladores de
la sintesis de la IgE, aparece reflejada en mdaltiples trabajos que estudian el
comportamiento de células mononucleares de sangre periférica, tanto en
individuos sanos como en pacientes atépicos o con sindrome hiper-IgE %'\
Dicha contraposicién ha podido confirmarse al comprobar que la IL-4

humana recombinante (rIL-4) induce la sintesis de IgE, mientras que ese

efecto es inhibido por la adicién al medio de IFN-y recombinante (rJFN-y) ©.
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La IL-4, ademas, exhibe otras actividades relacionadas con Ila
produccién de Ig '* ¥, fundamentalmente en la sintesis de IgG, pero no ejerce
efectos apreciables sobre la produccién de IgA e IgM. No obstante, su papel
primordial lo desempena en la regulacién de la sintesis de IgE.

La importancia de la IL-4 como inductora de la sintesis de IgE por las
células B, se comprobé al observar que dicha sintesis, ya fuera espontdnea o
inducida por la IL-4, era inhibida por la adicién al medio celular de
anticuerpos monoclonales anti-IL-4 (%

En ese mismo estudio, Péne et al. '* demostraron que, tanto el IFN-y
como el IFN-¢, ejercen un efecto supresor sobre la sintesis de IgE, ya sea ésta
espontanea o inducida por la IL-4, siendo dicho efecto dosis dependiente.

No obstante, se ha podido observar que el IFN-y no suprime in vitro la
expresion de las copias germinales € inducida por la IL-4 en células B muy
purificadas, lo que nos da a entender que no ejerce su accién inhibitoria
directamente sobre las células B, sino que lo haria a traves de otras células
presentes en el medio de cultivo .

Distintos estudios realizados sobre la actividad del IFN-y, in vivo e in
vitro, muestran resultados contradictorios. Esa diversidad pudiera deberse a

que las concentraciones utilizadas no fueran las idéneas, o bien a que las

interacciones a las que se ve sometida la acciéon del IFN-y in vive son mucho
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mas complejas y no permiten establecer un modelo totalmente equiparable in

vitro ©).

1.1.2. Interaccién entre células T v B.

A pesar de lo expuesto anteriormente, distintos autores han puesto de
manifiesto que la accién de la IL-4 per se no es suficiente para inducir la
sintesis de IgE (117,

En ese sentido, Gauchat et al. ", han podido verificar a nivel molecular
en c€lulas humanas, que la IL-4 es capaz, por si sola, de inducir la expresion
de lineas germinales €, compuestas por un exén 1€unido al exén C1 ¢ mediante
la eliminacién de las secuencias intermedias de la copia original. Sin embargo,
esas copias no son efectivas, ya que el exén I contiene codones de stop en
todas las direcciones de lectura ©.

Asi pues, sin la concurrencia de otros estimulos, la IL-4 se muestra
insuficiente para inducir la produccién de IgE. De hecho, tanto la forma
recombinante de la IL-4 como la obtenida a partir de los sobrenadantes de

cultivos celulares, han sido ineficaces a la hora de producir esa induccién sobre

células B muy purificadas .
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A partir de observaciones como las citadas anteriormente, pudo
comprobarse que la sintesis de IgE, en presencia de IL-4, se restauraba al
afiadir células T al medio !¥; y no sélo eso, sino también que es necesaria la
existencia de una interaccién fisica entre las células T y las células B (1'%
Incluso, estudiando la cinética de produccién de la IgE, se ha podido
determinar que esa interaccién tiene lugar en un paso previo a la sefial
proporcionada por la IL-4 ). Dicha interaccién fisica se establece a través del
receptor clonotipico de la célula T (TcR) y de moléculas del complejo mayvor
de histocompatibilidad en la célula B.

De este modo, Gascan et al. ®", pudieron comprobar que las células B
purificadas eran capaces de segregar IgE si se cultivaban en presencia de IL-4
y de membranas celulares de linfocitos T CD4+ activados.

En ese mismo sentido, otros autores han descrito proteinas de
membrana de las células T capaces, en presencia de IL-4, de inducir en los

linfocitos B el cambio de isotipo hacia la IgE ©*.

1.1.3. Otros elementos que intervienen en la regulacion.

Todo lo expuesto anteriormente nos induce a pensar que la regulacién
de la sintesis de IgE, aunque compleja, esti basada en dos pilares

fundamentales ©):
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a) la interaccién entre las células B y las células T CD4+ con
actividad cooperadora.
b) la senal proporcionada por la 1L.-4 liberada al medio,

fundamentalmente por las células T CD4+.

Sin embargo, algunes autores discrepan, al menos en parte, de esas

@3 en los que no se observan

conclusiones. Asi, por ejemplo, existen trabajos
diferencias significativas en la secrecién de IL-2, IL-4 e IFN-y entre pacientes
atopicos e individuos sanos, tras su estimulacién, y tampoco demuestra una
correlacion positiva entre los niveles de IgE y los de IL-4 en los individuos
atdpicos; sin embargo, si se aprecia una correlacion positiva en los sujetos no
atépicos. A la vista de esos resultados, los mismos autores sugieren que la
produccién de IgE en sujetos at6picos no dependeria en tanto grado de la
actividad de la IL-4, sino que también jugaria un papel importante la accién
de otras citoquinas **).

De hecho, posteriormente, se ha demostrado que la IL-13, sin la
participacion de la IL-4, es capaz de inducir la sintesis de IgG, e IgE, asi como
de favorecer la expresién de moléculas del MHC-II y de CD23 % con un

mecanismo de acciéon similar al de la IL-4. No en vano, en cuanto a su

estructura molecular, la IL-13 conserva cierta homologia con la IL-4 en los
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residuos que proporcionan su estructura hidrofébica, e incluso los receptores
de ambas interleuquinas, aunque diferentes, comparten un componente

comdn que participa en la sefial de transduccién de ambas sefnales **27.

Igualmente, ha sido descrita otra via para la induccién de la sintesis de
IgE e IgG,; dicha via se basa, tanto en la actuacién de la IL-4, como en la
activacion de las células B a través de su antigeno de superficie CD40 ©¥, Ese
antigeno de superficie CD40 es una glicoproteina que se encuentra en todas
las células B. Su ligando natural, expresado en las células T activadas, es otra
glicoproteina que presenta cierta honlqlogia con los factores de necrosis
tumoral (TNF) a y B ©%.

Con respecto a su fisiologia, es interesante destacar que la sintesis de
IgE inducida por esta via no se inhibe por IFN-y, ni por anticuerpos anti-IL-6
o anti-CD23, aunque si lo es por anticuerpos anti-IL-4 . Por lo tanto,

depende para su funcionamiento de la acciéon de la IL-4.

- También se ha comprobado que la estimulacién del antigeno de
superficie CD58 (LFA-3), presente en los linfocitos B, en presencia de 1L-4,

induce la produccién de IgE, actuando por una via independiente a la del

CD40 @Y,
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A nivel genético, las vias de activacién mencionadas necesitan la accién
previa de la IL-4 sobre las células B para inducir la sintesis de copias
germinales C_, de forma que la estimulacién posterior del CD40 o del CD58
puedan dar lugar al cambio del isotipo y la sintesis de mRNA_ maduro, que

conduce finalmente a la sintesis de IgE ©#*%.

Por otra parte, también ha podido comprobarse que la fraccién soluble
del receptor de baja afinidad para la IgE (sCD23) interviene en la regulacion
de la sintesis de IgE, y esta accién la llevaria a cabo de forma sinérgica con la
IL-4 %1233 De hecho, la expresién de CD23 v, por o tanto, los niveles de
sCD23, son inducidos por la IL-4. Como en otras ocasiones, esa accion de la
IL-4 sobre las células B puede ser bloqueada por el IFN-y.

La funcién desempefiada por el CD23, posiblemente, sea como
molécula co-estimulatoria y/o de adhesién, tanto entre células B y T como
entre las células B entre si ®*. Por lo tanto, aunque el CD23 puede intervenir
también en los mecanismos de regulacion de la sintesis de IgE, su accién seria

secundaria a las desarrolladas por la IL-4 y el IFN-y.

Otra molécula que, al menos de forma indirecta, puede intervenir en los

mecanismos de regulacién de la sintesis de IgE, es el antigeno de superficie
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CD2s, ya que la unién a su ligando natural (B7) proporciona una potente
sefal complementaria en la estimulacién de la célula T CD4+. No obstante,
el papel primordial en este aspecto lo desempeiia la IL-2 ¢3¢,

La estimulacién de la célula T CD4+, induciria la produccién de IL-2,
IL-6, IFN-v, factor estimulante de las colonias de granulocitos y monocitos
(CSF-GM) y factor de necrosis tumoral-o¢ (TNF-« ), interviniendo también en
la produccién de otras citoquinas, como son IL-4, IL-5 e IL-10. Sin émbargo,
parece ser que esa produccion estaria restringida a las células de memoria

(35)

(CD45RO+) y también puede inhibirse por la adicién al medio de IFN-y

Otras interleuquinas que intervienen en la modulacién de la sintesis de
IgE son la IL-5 y la IL-6, capaces de incrementar la sintesis de la IgE inducida
por la IL-4, si bien, por si solas, son incapaces de inducirla ©”%.

Con una accién antagénica a las anteriores aparece la IL-10, la cual es
capaz de inhibir la secrecién de IgE e IgG, inducida por la IL-4 en células B
humanas, aunque posiblemente este efecto lo ejerza inhibiendo la funcién
accesoria de los monocitos ®).

Otras moléculas que al parecer también pueden ejercer una actividad
inhibitoria, dentro de los mecanismos de regulacién de la sintesis de IgE,

serian la IL-8 y la IL-12, asi como del antigeno de superficie CD14 ©.




E.L Mujioz Bellido 15

Finalmente, hemos de resefiar que se han descrito otras vias para la
secrecion de IgE, independientes de los linfocitos T. En este sentido, existen
trabajos en los que se ha mostrado como los baséfilos son capaces de segregar
IL-4 49,

También los mastocitos activados a través de receptores de superficie
para la IgE, presentan capacidad para segregar citoquinas con un patrén
semejante al de las células Th2 “Y. Incluso, ha podido ponerse de manifiesto
en mastocitos humanos que, ademas de mostrar heterogeneidad con respecto
al contenido enzimitico de sus grinulos, también son heterogéneos con
respecto al contenido de citoquinas. Dicha heterogeneidad, puede indicar que
la funcién desempefiada por cada subclase de mastocitos vendria determinda
o estaria relacionada con su capacidad para generar y liberar diferentes perfiles

de citoquinas “?.

Por dGltimo, algunos autores han descrito la participacion de factores
neuroendocrinos *, asi como de auto-anticuerpos “**), en los mecanismos de
regulacion de la sintesis de IgE, sugiriendo nuevos conceptos en el sistema

inmunolégico que atn no estan totalmente contrastados.
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1.2. Heterogeneidad de la atopia.

Debemos tener presente en todo momento que la atopia es una
condicién heterogénea. La primera evidencia que nos indica que la expresién
clinica de la atopia depende de mdltiples factores fue dada por Coca et al. *°.

Actualmente, es bien sabido que la respuesta del sistema inmune frente
a los antigenos extrafios depende tanto de factores genéticos como de factores
ambientales. De este modo, los individuos atépicos, sometidos a una
predisposicion genética, al ser expuestos a un ambiente nrormal ponen en
marcha una respuesta mediada fundamentalmente por IgE, siendo esta
respuesta variable en intensidad de unos individuos a otros. En ese mismo
sentido, también es habitual ver cémo distintos individuos atépicos, sometidos
a un mismo ambiente, pueden manifestar iguales o diferentes sintomas de
alergia.

Asi pues, podemos decir que la heterogeneidad de los procesos alérgicos

afecta a sus manifestaciones clinicas, pero, al mismo tiempo, puede verse

reflejada y confirmada en estudios genéticos e inmunolégicos.
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Desde el punto de vista inmunolégico, la hetercgeneidad de la atopia
se pone de manifiesto en la variable capacidad de produccién de citoquinas
por parte de los linfocitos “”. Como hemos mencionado anteriormente, es
bien sabido que éstas juegan un papel crucial en la regulacién de la sintesis de
la IgE.

Diversos autores han llegado a la conclusién de que la respuesta
mediada por IgE en pacientes sensibilizados frente a un dnico alérgeno es
menos potente que la observada en sujetos polisensibilizados %%
Concretamente, en esos estudios pudo comprobarse que los niveles séricos de
JIgE en sujetos no atépicos son mencres que en los atépicos sensibles a un
Gnico alergeno y, a su vez, menor en éstos que en los individuos atépicos
polisensibilizados.

En ese mismo sentido, al estudiar el comportamiento de las células T,
se puso de manifiesto que éstas presentan una mayor capacidad de produccién
de IL-4 en pacientes at6picos polisensibilizados que en los monosensibles y,
a su vez, mayor en €stos que en los sujetos no atépicos. Por el contrario, son
los individuos no atépicos los que exhiben niveles superiores de secreciéon de
IFN-y, sin que se observen diferencias significativas a este respecto entre los

sujetos atépicos monosensibilizados y los polisensibilizados 7.
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Abundando en el reflejo a nivel inmunoldgico de la heterogeneidad de
la atopia, también se ha llegado a la conclusién de que la capacidad de las
células de memoria CD45RO+ para derivar hacia un perfil de secrecion de
citoquinas de tipo colaborador / inductor (Th2) no es constante. De hecho, la
cantidad de IL-4 producida por las células T CD4+ alergeno-especificas puede
verse reducida considerablemente tras tratamiento in vive con el alergeno
sensibilizante (inmunoterapia especifica), llegando a ser Comparéble ala
respuesta inducida en sujetos no atépicos o, al menos, a la inducida por otros
antigenos inespecificos no alergénicos ©°.

Otros autores llegan a conclusiones parecidas atendiendo a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad atépica. En este sentido,
comprueban que la inmunoterapia se muestra mds efectiva, tanto en la mejoria
de los sintomas como en la reducciéon de la necesidad de medicacién
sintomatica, en los sujetos monosensibilizados que en los sensibles a varios
alergenos ©V,

A la vista de esos hechos, podemos deducir la existencia de cierta
correlacion entre la heterogeneidad clinica de la atopia y una posible
alteracion de la secrecién de las citoquinas involucradas en la regulaciéon de la

sintesis de la IgE, al menos in vitro, en los individuos atépicos.
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Algunos autores justifican dicha heterogeneidad en la respuesta
mediada por IgE, sugiriendo la existencia de individuos altos respondedores e
individuos bajos respondedores, respecto a la accién de la 11.-4 ©.

Bousquet ef al. ©*, en esa misma linea de pensamiento, piensan que
dicha diferenciacién se justificaria por la existencia de una alteracién en la
unién de las moléculas del MHC de clase II en los altos respondedores. Es decir,
los antigenos del MHC de clase II también podrian unirse, en los individuos
altos respondedores, a algunos péptidos derivados de los alergenos especificos
responsables, si bien lo harian con menor especificidad. Por el contrario, los
bajos respondedores, que no tendrian esa capacidad, desarrollarian la respuesta
frente a una gama menos amplia de péptidos alergénicos.

Otros autores han demostrado que los individuos sensibilizados a
mdltiples alergenos desarrollan sintomas nasales y bronquiales de forma mais
precoz que los sujetos monosesibilizados, durante el periodo de exposicién
alergénica ©*. Este hecho vendria determinado por el efecto facilitador que la
exposicion inicial ejerceria sobre las siguientes (efecto primming). Sin embargo,
este mismo trabajo, no demuestra una correlacién significativa entre la

severidad de los sintomas y el grado de sensibilizacién de cada individuo.
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1.3. Subpoblaciones de células T CD4+ con fenotipos de secrecién

opuestos (Thl, Th2).

Para estudiar la naturaleza de las distintas subpoblaciones de células T
CD4+, algunos autores han observado su comportamiento frente a diferentes
clases de antigenos (alergenos, antigenos de helmintos y éntigenos
bacterianos) ©?).

De este modo, han podido comprobar que los antigenos bacterianos
inducen preferentemente la aparicién de clones de células T productoras de
IFN-y e IL-2, pero que, por el contrario, no manifiestan capacidad para
producir 1L-4 e IL-5 (perfil de secrecién que se ha denominado Thl). Sin
embargo, los antigenos de helmintos y los alergenos inducen la proliferacién
de clones de células T secretoras de IL.-4 e IL-5 preferentemente, pero no de
IL-2 e IFN-y (perfil de secrecién conocido como Th2). En ese mismo sentido,
también se ha podido determinar que cada subpoblacién de las anteriormente
citadas es defectiva para la transcripcién del mRNA de las linfoquinas que no
segrega > %) Asi pues, podemos decir que esta capacidad de cada clon de

c€lulas vendria determinada de forma genética.
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Los clones celulares con fenotipos Thl y Th2 también difieren en otros
aspectos, como son su capacidad citolitica y su forma de colaborar en la
sintesis de Ig por las células B.

Respecto a la primera de esas funciones, es bien sabido que la mayoria
de las células Thl y, en cambio, pocas Th2 exhiben actividad citotéxica.

En Cllant;) a la sintesis de Ig, las células Th2 no citoliticas son capaces
de inducir la secrecién de los isotipos IgM, IgA, IgG e IgE por células B
autélogas en presencia de antigenos especificos. Por el contrario, las Thl
pueden mostrar actividad cooperadora para la secrecion de IgM, IgA e IgG,

pero no de IgE.

La actividad cooperadora de las células Th2 en la sintesis de Ig, se ha
comprobado que es proporcional al nimero de dichas células presentes en el
medio. Por su parte, las células Thl exhiben su pico miximo de actividad
cuando existe una proporcién aproximada de 1:1 con las células B,
disminuyendo claramente la sintesis de Ig si se aumenta esa proporcién. Esta
distinta cinética en su actividad podria determinar la capacidad litica de las
células Thl, y podria ser un importante mecanismo de inhibicién de la sintesis

de Ig, in vivo ©9.
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1.3.1. Expansién de la subpoblacién Th2 en pacientes con

atopia.

Algunos autores, estudiando el comportamiento de clones de células T
procedentes de individuos con sindrome hiper-IgE, tras su estimulacién con
un  mitégeno (PHA), refieren la presencia de wuna proporcion
significativamente menor de células productoras de IFN-y y factor dé NECrosis
tumoral-a (TNF-a), en comparaciéon con un grupo control de sujetos sanos;
sin embargo, no observan diferencias en lo que respecta a las células
productoras de IL-2 6 IL-4 ©7).

Esto nos sugiere que el descenso en la secrecién de IFN-y estarié
relacionado con el exceso de produccién de IgE, al menos en pacientes con el

citado sindrome hiper-IgE.

Como es sabido, los pacientes atépicos pueden presentar eosinofilia y
niveles altos de IgE en el suero. Considerando el importante papel que
desempefia la IL-5 en el proceso de diferenciacién de los eosinéfilos,
Sanderson et al. ©®, ya sugirieron en 1983 la posibilidad de diferenciar en el
hombre subpoblaciones de células T CD4+ en funcién de su capacidad para

la secrecién de determinadas citoquinas, semejantes a las subpoblaciones
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observadas en los ratones. De esta forma, las denominadas células Th2 serian

las encargadas de la produccién de 1L-4 e IL-5, pero no producirian [FN-y ©)

Otros autores, estudiando el comportamiento in vitro de células T de
pacientes atépicos, tras ser estimuladas con PHA, han constatado un
incremento en la produccién de IL-4 v un descenso en la de IFN-y, en
comparacién con sujetos sanos %,

Igualmente, en clones de células T derivadas de infiltrados conjuntivales
de pacientes atépicos, ha podido observarse que la mayoria de dichos clones
estan formados por células CD4+ productoras de IL-4 e inductoras de la
sintesis de IgE; por el contrario, pocas células presentaban capacidad de
secrecién de IFN-v, ni se detectaba en su citoplasma la presencia de mRNA
que codificase la sintesis de IFN-y ©!.

Otros trabajos, centrados en el estudio de biopsias bronquiales
obtenidas de pacientes con asma alérgica, han demostrado que las células T,
obtenidas a partir de dichas muestras, mostraban una pobre respuesta en
cuanto a la produccién de IL-2 e IFN-y. No obstante, presentaban una
importante respuesta atendiendo a su produccién de IL-5 ©* Como es sabido,

tanto la IL-5 como la IL-6 también intervienen en la respuesta IgE

incrementando el efecto de la 11.-4 (%39,
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La IL-5 potencia la produccién de IgE inducida por IL-4, pero sélo en
algunos individuos potencia la secrecién espontinea de IgE, sugiriendo la

presencia de pequefias cantidades de IgE end6gena en estos tltimos .

Asi pues, numerosos trabajos sugieren que la producciéon incrementada
de IgE y la eosinofilia que frecuentemente se observan en individuos atépicos,
seguramente estén causadas por la expansién preferente de clones celulares
con fenotipoTh2 o por su acumulacién en los 6rganos diana. Por lo tanto,
podriamos decir que el nivel de IgE in vivo dependeria directamente del
balance existente en cada momento entre las células Thl y las Th2 de cada

individuo.

1.3.2. Perfil de secrecién en clones de células T alergeno-

especificos.

Algunos autores han comparado en sﬁs estudios la respuesta de clones
de células T especificos para un determinado alergeno, con la de otros clones
especificos para otros antigenos, como el toxoide tetanico o el PPD (derivado
proteico purificado de Mycobacterium tuberculosis).

(65)

Parronchi et al. ', observaron que pricticamente todos los clones

alergeno-especificos muestran un perfil de secrecién Th2, en respuesta a su
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estimulacién con un mitégeno (PHA) mas anticuerpos monoclonales anti-
CD3; sin embargo, frente a toxoide tetdnico muestran un patrén intermedio
(producen 1L-4 e IFN-y), y frente a PPD se comportan siguiendo el patrén
Thl.

Surcel et al. ©*”, por su parte, tras comprobar que el fenotipo Th2 es el
predominante en la respuesta inmune frente a los antigenos principales
micobacterianos, sugieren que esa diferenciacién podria jugar algin papel en
la resistencia o susceptibilidad a la infeccién por tales microorganismos.

Wierenga et al. ©7, difieren algo de los anteriores pero concuerdan en
afirmar que, en individuos genéticamente predispuestos para reconocer un
epitope determinado, la respuesta inmune frente a aﬁtigenos ambientales
desemboca en una activacién preferente de células T con patrén de secrecién
de linfoquinas de tipo Th2; de esa forma, la IL-4 y la IL-5 serian responsables,
respectivamente, de la induccién de la sintesis de IgE y del aumento de
eosindfilos observados en estos individuos. Estos datos concuerdan con los
hallados por otros autores en pacientes que presentaban enfermedad atépica
leve (),

Por otra parte, los clones de células T especificas para antigenos

bacterianos presentan mayor capacidad para producir IL-4 en sujetos atépicos

que en el resto 9 Esto sugiere que, en individuos at6picos, existe una mayor
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capacidad para producir IL-4, no sélo como respuesta a alergenos ambientales

. . . .z ’ : 68
o antigenos de helmintos, sino también frente a otros antigenos diferentes .

A pesar de todo, las alteraciones moleculares responsables de esa mayor
capacidad de los individuos atépicos para desarrollar una respuesta de tipo

Th2 frente a distintos tipos de antigenos son, hasta el momento, desconocidas.

1.3.3. Mecanismos que intervienen en el desarrollo de las

subpoblaciones Thl y Th2.

La presencia o ausencia de determinadas citdquinas en los cultivos de
células mononucleares de sangre periférica, antes de su clonacién, juega un
importante papel regulador en la diferenciacién de los clones de células T
CD4+ en subpoblaciones Th1 o Th2.

Las lineas celulares obtenidas mediante el cultivo de células
mononucleares de sangre periférica y su estimulacién con un alergeno
especifico junto con IL-2, muestran un patron de secrecién de tipo Th2; pero
éste comportamiento se inhibe tras la adicién al medio de IFN-y y/o
anticuerpos anti-IL-4 ),

La presencia de IL-2 parece ser necesaria para que las células T CD4+

virgenes se diferencien hacia los fenotipos Thl o Th2, pero no constituye un
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factor determinante en ese proceso. Sélo si la IL-4 est4 presente en el inicio
de la estimulacién antigénica, las células CD4+ se diferenciaran hacia células

Th2; en su ausencia, lo haran hacia células productoras de IFN-y (Th1) 7.

Por otra parte, también se ha obscrvado que la IL-12 actaa facilitando
el desarrollo de una respuesta de tipo Thl, con gran produccién de IFN-y,
inhibiendo, al mismo tiempo, la diferenciacién hacia células productoras de
IL-4. Por lo tanto, la IL-12 induciria la diferenciacién de las clonas hacia el
fenotipo Th1 771,

Aunque otros factores tales como la dosis de antigeno, el tipo de célula
presentadora del antigeno, la expresién de moléculas accesorias o la presencia
de hormonas en el medio pueden jugar algiin papel en la diferenciacién hacia
ﬁno u otro fenotipo de secrecién, todos ellos parecen ser secundarios frente al
papel preponderante de las linfoquinas y otras citoquinas en esos mecanismos

de regulacion.
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1.4. Senal de transduccién en la activacién de las células T.

Los linfocitos T se comunican con su entorno a través de un amplio
repertorio de receptores situados en su superficie. La estimulacién de dichos
receptores da lugar a la produccién de sefales que desempefian diversos
papeles en la ontogenia de las células T, en la activacion de las célulés por los

antigenos y en otros muchos aspectos de la biologia celular.

Multiples estudios llevados a cabo en este campo durante los Gltimos
afios, han proporcionado gran cantidad de informacién acerca de los
mecanismos por los que estos receptores de superficie influyen sobre los
acontecimientos bioquimicos intracelulares.

La sefial transmembrana se inicia a raiz de la unién entre la porcién
extracelular del receptor de superficie y su ligando especifico. Parece ser que
la sefial producida es transmitida a través de la membrana plasmética, bien
mediante un cambio conformacional del receptor “?, o bien por una variaciéon
en su asociacién a otras proteinas celulares 73 De una u otra forma, esos
cambios producidos en el receptor inducen, a su vez, variaciones en la

concentraciéon y en la actividad de importantes proteinas reguladoras y de
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otras moléculas con capacidad para actuar como scgundo mensajero.
Posteriormente, la senal de activacion liega hasta en nucleo celular, v alli
ejerce su accion sobre los mecanismos reguladores de la transcripcion.
Finalmente, todo este proceso conduce a la expresion o no de
determinados genes, dando lugar a la aparicién marcadores fenotipicos y

funcionales que estarian asociados a la estimulacién del receptor.

Las células T, a lo largo de su desarrollo ontogénico, difieren en su
capacidad de respuesta a la estimulaciéon del receptor clonotipico para el
antigeno (TcR). De hecho, sélo las células mas maduras son capaces de
incrementar su concentracién intracelular de :C.f* en respuesta a esa
estimulacion %

Por otra parte, en varios estudios ha podido observarse como diferentes
clones y subpoblaciones de las células T responden de formas distintas tras la
estimulacion del TcR. Segin esto, distintos clones celulares pueden diferir, in
vitro, en el segundo mensajero que es activado tras la estimulacién del TcR ">
76).

Otros trabajos mds recientes también han demostrado que, a pesar de
tener semejante concentracién de TcR en su superficie, las células T virgenes

difieren de las células memoria en su capacidad para proliferar y segregar
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citoquinas como respuesta a su estimulacién, ya sea ésta a través del receptor
o del antigeno de superficie CD2 77 7%.

El estudio detallado de la sehal de transduccién ha puesto de manifiesto
que ésta involucra, ademas, a otros marcadores que contribuyen de forma
importante al resultado final. De esta forma, entre otros, se incluyen los
antigenos de superficie CD4, CD8 y CD45, asi como las moléculas de
adhesion. Sin embargo, el papel de cada uno de ellos no sera comprendido
completamente hasta que no conozcamos tanto las senales a las que dan lugar,

como la forma en que éstas interactGan con las generadas por el TcR .

1.4.1. Estructura v funcién del TcR.

El receptor para el antigeno de la célula T es un complejo formado por
multiples cadenas glicoproteicas, capaz de reconocer el antigeno cuando éste
le es presentado en compania de moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad ®% Y.

En la estructura del receptor se distinguen tres partes fundamentales:
a) un heterodimero clonotipico Ti, formado por dos cadenas («

y $), el cual se une de forma especifica al antigeno.
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b) el antigeno de superficie CD3, formado por tres cadenas (y, 0
y €).

c) la cadena { o miembros de su familia de proteinas (la cadena
n y la subunidad y del receptor para la IgE), que forman dimeros

unidos por puentes disulfuro ¥*%%.

Las cadenas « y § muestran una porcién larga extracelular, qﬁe se une
de forma especifica al antigeno en presencia de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad, y otra porcién mas corta, intracelular, que
probablemente no intervenga en la sefial de transduccién.

Por el contrario, el resto.de las cadenas polipeptidicas (CD3 y familia
¢) presentan dominios extracelulares relativamente cortos y dominios
intracelulares mas largos, los cuales si intervienen en la seial de transduccion.

En diversos estudios, ha podido demostrarse una amplia variabilidad en
la composicién del TcR. Asi, en la porcién Ti encontramos de forma
predominante las cadenas a y f, pero también pueden encontrarse otras
cadenas (Y y 8) en una apreciable proporcién de células T 5.

Del mismo modo, la composicién del CD3 es compleja; la cadena € se
asocia, bien con la cadena 8, o bien con la vy, existiendo dos cadenas € por

cada receptor 789
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Finalmente, también las cadenas de la familia { presentan una
composicion variable; lo mis habitual es la presencia de un homodimero (-

unido por puentes disulfuro, pero también se han encontrado dimeros ¢-n ©”.

Una vez conocida la composicion del TcR, otros trabajos han intentado
determinar cual o cuales de estas cadenas intervienen de forma directa en la
sefial de transduccion a través de la membrana citoplasmica.

Los estudios realizados parecen demostrar que, tanto la porcion
intracelular de la cadena ¢ como la de la cadena e del CD3, son capaces de
generar la sefial transmembrana, independientemente de las otras cadenas

polipeptidicas que forman el TcR D,

1.4.2. Rutas intracelulares de la sefial de activacién del TcR.

La unién entre el antigeno y el TcR da lugar a la activacién de dos vias
intracelulares de transduccién de la sefial ©2%%.

Por una parte, se activa una tirosin-quinasa encargada de fosforilar la
cadena ¢ del TcR y otros substratos celulares. Por otra, la fosfolipasa-C (PLC)

incrementa el recambio de fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2), dando lugar a

un aumento de diacilglicerol (DAG) y de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) ©°.
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El IP3 actta incrementando la concentracion de calcio intracelular,
mientras que el DAG activa la protein-quinasa C (PKC). Igual que la tirosin-
quinasa, la PKC puede fosforilar algunos componentes del TcR, que en este
caso serian las cadenas y y € del CD3 y otros substratos celulares.

La existencia de dos vias de activacién en seguida nos plantea la
posibilidad de que existan conexiones entre ellas. Distintos autores han
mostrado evidencias que sugieren la existencia de una interrelacién entre
dichas vias de activacion “* 7 °®_Esos trabajos nos indican que la activacién
de la tirosin-quinasa es un paso necesario para la activacion a través del TcR,

mientras que la activacion de la PLC seria posterior.

1.4.2.1. Via de la tirosin-quinasa:

La fosforilacién de la tirosina tras la estimulacién del TcR se
comprende mejor si se concibe como el resultado de la accién de dos sistemas
enzimaticos opuestos. De esta forma, el nivel de fosforilacién de la tirosina de
las proteinas celulares depende, por un lado, de la accién de las tirosin-
quinasas y, por otro, de la desfosforilacion llevada a cabo por las tirosin-
fosfatasas . Ambos procesos, por tanto, son importantes en la regulacién de

la fosforilacién de la tirosina en los linfocitos T.
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Parece ser que entre las tirosin-quinasas celulares, las que se encuentran
directamente envueltas en la sefial de activacién del TcR son la p56™ vy la
p590.

La tirosin-quinasa p56™ estd presente en las células T y aparece
asociada en gran manera a los antigenos de superficie CD4 y CD8 (%192,
Estos marcadores de superficie entrarian en contacto con el TcR al unirse
ambos a través del complejo formado por el antigeno y las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad.

Abraham et al. **? demostraron también el sinergismo existente entre
la actividad de la tirosin-quinasa p56™ y la presencia del TcR, tanto en su
capacidad de fosforilacién como en la posterior produccién de IL-2.

Samelson et al. '), por su parte, descubrieron la existencia de la otra
tirosin-quinasa, la p59”", asociada directamente al TcR. Posteriormente, se ha
demostrado que ésta también interviene en la transduccién de la sefial de

activaciéon transmembrana %%,

No obstante, los avances en este campo son continuos. De hecho, ha
sido descrita una nueva actividad tirosin-quinasa asociada al TcR,
(107)

b

concretamente en células estimuladas y ligada a la cadena ¢ del TcR

aunque su papel en la sefial de transduccién no esta aun bien determinado.
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En cuanto a las tirosin-fosfatasas, su papel en la sefial mediada por el
TcR comenzé a ser tenido en cuenta al comprobarse que la glicoproteina de
superficie CD45 tenia actividad tirosin-fosfatasa. Posteriormente, se ha visto
que ésta forma parte de una amplia familia de tirosin-fosfatasas
citoplasmaticas y transmembrana, varias de las cuales se pueden encontrar en
las células T 19,
El papel desempenado por estos enzimas, posiblemente teﬁga efecto

en las fases mas precoces de la transduccion de la sefial, quizas regulando la

activacién de las tirosin-quinasas ©7).

Para comprender el papel de la tirosin-quinasa es fundamental conocer
los substratos sobre los cuales actda tras su activacién. Uno de los mais
importantes es la fosfolipasa C '*''Y. Concretamente su isoforma y (PLC,),
tras la estimulacién del TCR, es fosforilada por la tirosin-quinasa y, de esta
forma, activada 11z,

Esto fundamenta la hipétesis de que la activacién de la tirosin-quinasa

€s mas precoz y, a su vez, necesaria para la puesta en marcha de la via de la

PLC en la transduccién de la sefal.
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1.4.2.2. Via de la fosfolipasa C:

La activacién de la PLC es un acontecimiento precoz tras la
estimulacién del TcR, y como hemos dicho antes, conduce a la hidrdlisis del
fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2), dando lugar a la formacién de diacil-
glicerol (DAG) mas inositol-trifosfato (IP3).

El IP3 es un mediador hidrofilico citopldsmico que se une a receptores
especificos localizados en el reticulo endoplasmico, dando lugar a la apertura
de canales que liberan hacia el citoplasma el Ca** almacenado.

Por su parte, el DAG, en presencia de Ca*", se une a la PKC y la activa.
Los acontecimientos que siguen a la activacién de la PKC no estan aian bien
establecidos, entre otras cosas porque se han definido con certeza pocos
substratos sobre los que actGa. A ésto, se suma una mayor complejidad, si

(115)

tenemos en cuenta que se han descrito varias isoformas de la PKC , que se

activan de forma diferente y tienen distintas localizaciones dentro de la célula
(116)

Una accién bien conocida de la PKC es la fosforilacién de las cadenas
¥ y € de la molécula CD3 '), pero las consecuencias de esta fosforilacion
permanecen adn inciertas. A este respecto, algunos autores han sugerido la
posibilidad de que la activacién de la PKC por la PLC pueda inducir la

expresién de determinados genes, entre ellos los que codifican la IL-2 *'¥.
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Corroborando esta hipétesis existen estudios demostrando que la
activacion farmacolégica de la PKC, mediante ésteres de phorbol, en
combinacion con ionéforos de calcio, constituye un estimulo suficiente para
la produccion de 1L-2 7%

En ese mismo sentido, otros autores han comprobado que la activaciéon
de la via de la PLC también da lugar a la produccién de IL-2, sin que
intervengan las tirosin-quinasas '),

Igualmente, parece ser que la via de la tirosin-quinasa, también induce
la produccion de IL-2 sin que se vea implicada la activacion de la PKC #2120,

Asi pues, aunque las dos principales vias de activacion (tirosin-quinasa
y PLC) puedan presentar interconexiones, parece ser que son independientes

para su funcionamiento.

1.4.3. Papel de otras moléculas en la activacién de la célula T.

Las células T no proliferan en resp{lesté a la estimulacién antigénica del
TcR, a menos que se produzcan otras senales procedentes de las células
presentadoras de antigenos (CPA) '*%.

En la mayor parte de los casos, esa sefial adicional requiere el contacto
fisico entre las células, mientras que, en otros casos, es proporcionada por

mediadores solubles. De este modo, las células T CD4+ necesitan la



Modelos Thl y Th2 de secrecién in vitro de citoquinas en pacientes polinicos 38

interaccion entre sus moleculas de adhesion y las correspondientes de las CPA
para producir esa sefial adicional (por ejemplo, CD28, CTLA-4 y B7) ¢*12%),

Un aspecto importante de la accién de estas moléculas accesorias, es
establecer si su efecto es independiente de la sefal del TcR, o bien ejercen su
funcién reforzando dicha sefal. A este respecto, parece ser que la accion del
marcador de superficie CD28 es independiente del TcR, dado que induce la

126) " incluso en

secrecién de linfoquinas por diferentes mecanismos >
presencia de una estimulacién méaxima por ésteres de phorbol mas ionéforo de
calcio ?7, y ese efecto no se inhibe por la adicién de ciclosporina A.

Otras moléculas implicadas en las sefiales de activacién, o que se
sospecha su intervencién en ellas, son CD2, CD4, CD8, CD5, LFA-1, CD69
y las integrinas VLA-4, VLA-5 y VLA-6 ©7.

También se ha estudiado la intervencién de distintas citoquinas en la
sefial de activacién celular o, méis concretamente, de los receptores de tales
citoquinas. Parece ser que ninguno de estos receptores posee por si mismo
actividad enzimaitica, por lo que se cree que estin unidos de alguna forma a

las otras vias de transduccién de la sefal 128130),
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1.5. Activacién farmacolégica de los linfocitos.

A lo largo de los mdltiples trabajos llevados a cabo para el estudio in
vitro de la activaciéon de los linfocitos, se han utilizado diferentes modelos
experimentales. En ellos a menudo se recurre a la activacién farmacolégica
inespecifica de los linfocitos mediante diferentes sustancias y a distintas
concentraciones, intentando mantener en lo posible un grado de estimulacion
controlado y uniforme que permita extraer conclusiones mas firmes. Entre esas
sustancias, algunas de las mas utilizadas son los ésteres de phorbol junto con

ionéforos de calcio, y la fitohemaglutinina.

P

1.5.1. Esteres de phorbol e ionéforos de calcio.

La activacién de las células B puede ser simulada farmacolégicamente
mediante la adicién al medio de ionéforos de Ca®*, unida a la activacién de
la PKC por ésteres de phorbol *! ¥ ambos estimulos son suficientes para
evocar una respuesta proliferativa %%,

Los ésteres de phorbol han sido utilizados ampliamente como

activadores de la PKC de forma independiente respecto a los agonistas de los

receptores (*¥. Esta familia de sustancias agrupa una serie de moléculas
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derivadas de las plantas, que estin quimicamente relacionadas y tienen
actividades biolégicas similares.

Entre ellos, uno de los mas usados en estudios de activacién de la PKC
es el phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA). Esta molécula exhibe un amplio
espectro de efectos biolégicos incluyendo la aparicién de neoplasias, el
desarrollo de una respuesta inflamatoria, la mitogénesis de las células T y la
agregacion plaquetaria, entre otras *”. Otros ésteres de la misma f@ilia, que
también activan la PKC, tienen un rango de actividades biolégicas mas

limitado (13> 130),

Hasta el momento, se han descrito varias isoformas de la PKC (13> 137,
Los isotipos «, B,, B, y Yy requieren calcio y fosfatidil-serina para su
activacion; pero los isotipos 0, €, { y 1 no requieren calcio. No existe mucha
informacién sobre la distribucién tisular de estos isoenzimas, aunque parece
ser que se encuentran ampliamente repartidos.

Al examinar los efectos de los ésteres de phorbol sobre los distintos
isotipos de PKC, se ha comprobado que el PMA activa todos los isoenzimas
(5% pero los requerimientos de calcio difieren de unos a otros isotipos .

Otro efecto conocido de los ésteres de phorbol es la inhibicién de la

expresion del antigeno de superficie CD4 %y del TcR, siendo estos efectos
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tiempo y dosis-dependientes. Posiblemente, eso sea debido a que faciliten la

endocitosis y la degradacién lisosomal de tales antigenos (4"

Por otra parte, algunos trabajos han demostrado que tanto los timocitos
adultos como los fetales (CD4- CD8-), in vitro, son capaces de producir IL-2,
IL-4 e IFN-y en respuesta a PMA mas jonéforo de calcic; sin embargo, en
respuesta a IL-4 mas PMA fallan en la produccién tanto de IL-2 como de IL-4.
Estos hallazgos sugirien que el IFN-y desempenaria un papel principal en la
induccién de los antigenos del MHC de las células timicas estromales ! '*),

Ademas, parece ser que el cultivo con IL-4 mas PMA, alteraria la expresion de

antigenos precoces de los timocitos y, por tanto, su capacidad funcional .

1.5.2. Fitohemaglutinina.
La fitohemaglutinina (PHA) es una lectina multivalente, derivada de
la planta Phaseolus vulgaris. Estad ampliamente demostrado que es capaz de

inducir la activacién de las células T (14> 149

, aunque el mecanismo mediante
el cual esta lectina activa las células no esta totalmente aclarado.
La PHA puede unirse de forma inespecifica a gran ndmero de

glicoproteinas de membrana en la superficie de las células T. Parece ser que se

liga de forma mas especifica a la molécula CD2, la cual esta ligada al complejo
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CD3-TcR M%) Es posible, por lo tanto, que la PHA induzca la activacién

de las células T mediante su unién a una o varias de estas moléculas.

Al igual que sucede en la activacién mediada por anticuerpos
moenoclonales dirigidos contra los marcadores de superficie CD2 o CD3, la
activacién mediante PHA depende de las células accesorias (7.

El papel de las células accesorias en esta activacién, sin embargo, no
estd claro. Una de las posibilidades que se sugieren es que estas células
accesorias actuen como soporte para la PHA, mediante su unién a
glicoproteinas de superficie, permitiendo asi que la PHA se una a su vez a las
moléculas receptoras en la superficie de la célula T. Otras hipétesis apuntan
hacia la produccién de sefales de activaciéon que tienen lugar por contacto
directo entre células accesorias y las células T, o bien, hacia la secrecién por
esas c€lulas accesorias de factores solubles que actuarian en la amplificacion
de la respuesta de las células T °V).

En definitiva, la PHA induce una proliferacién de las células T

dependiente de células accesorias; éstas, a su vez, actuarian formando un

microambiente que favoreceria dicha estimulacién (2.
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Diversos estudios han utilizado la estimulacién de las células T
humanas mediante PHA para analizar si, en determinadas circunstancias,
existe algtn defecto en la sefal transmembrana.

Asi, Lustyik et al."™¥, utilizan este tipo de estimulacién para observar
los cambios en la concentracién de Ca** intracelular en pacientes de distintas
edades, con el propésito de valorar las posibles causas de la menor respuesta
frente a mitégenos de les linfocitos T periféricos en sujetos ancianos.

Schindler et al. >, por su parte, sugieren que el descenso de la
respuesta frente a PHA relacionada con la edad se deberia, mis bien, a un

retardo en esa respuesta y no a una verdadera disminucién de la misma.



2. MOTIVO Y JUSTIFICACION
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La atopia es una condicién cada vez mas presente en la practica médica
habitual y que claramente difiere de unos individuos a otros en su forma de
manifestarse.

La primera evidencia de esa variabilidad se nos presenta al comprobar
que algunos individuos se sensibilizan a un dnico alergeno mientras que otros
lo hacen frente a varios. Apoyando esa afirmacién, la respuesta inmune
desarrollada en los sujetos sensibilizados frente a varios alergenos se manifiesta
diferente a la que tiene lugar en aquellos que lo estin frente a un Gnico
alergeno. De hecho, en estos wltimos la respuesta mediada por la IgE es
significativamente menos intensa, desarrollindose los sintomas mas tarde
durante el tiempo de exposicién al alergeno. Incluso, la respuesta a la
inmunoterapia especifica es mejor en estos pacientes que en los que estan
polisensibilizados.

Una explicacion a esta heterogeneidad puede ser la existencia de varios
patrones en la liberacién de las citoquinas que juegan un papel primordial en
la regulacion de la sintesis de la IgE, como son la IL4 y el IFN-y.

En los dltimos afios se han hecho grandes progresos en el conocimiento
de las sefales celulares y moleculares responsables de la regulacién de la

sintesis de IgE, como ha quedado resefiado a lo largo de la introduccién.
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Existe un consenso general acerca del papel fundamental que
desempenan la IL-4 y el IFN-y como principales citoquinas reguladoras, con
efectos contrapuestos sobre dicha sintesis. Ademas, la funcién fisiologica de

ambas citoquinas ha sido bien establecida, tanto in vive como in vitro.

Del mismo modo, se han publicado numerosos estudios sugiriendo que
las células con fenotipo de secrecién Th2 (productoras de IL-4 e IL-5 pero no
-0 en cantidades limitadas- de IFN-v), se acumulan en la sangre circulante y/o
en los 6rganos diana de los pacientes que sufren parasitacién por helmintos o
procesos atépicos. Dicha subpoblacién de. células, de ese modo, seria
responsable en gran medida tanto de la excesiva produccién de IgE, como de
la eosinofilia que se observan a menudo en estos pacientes.

Los mecanismos responsables de la expansion preferente de estos clones
celulares Th2 constituyen un campo abierto a la investigacion, y que, de
hecho, esta suscitando un interés creciente. En este sentido, ya ha podido
demostrarse que, dentro de un mismo individuo, las clonas T especificas para
distintas clases de antigenos, derivan hacia fenotipos de secrecién diferentes
seglin el tipo de antigeno, lo cual pone de manifiesto que existe algin tipo de
regulacién, seguramente determinado genéticamente, capaz de discriminar los

dos tipos de respuesta.
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Asi pues, podemos pensar que distintos antigenos influyen de formas
opuestas en la secreciéon de citoquinas por las células Th. No obstante, ain
queda por establecer si dicha influencia se basa en la estructura molecular del
antigeno, en el tipo de célula presentadora de antigenos que interviene en su
procesamiento, y/o en la existencia de otros factores del microambiente en el

érgano diana donde tiene lugar la respuesta inmunolégica.

En individuos atépicos, como hemos visto parece ponerse de manifiesto
una mayor tendencia a la diferenciacién de las células Th hacia el perfil de
secrecion Th2, en respuesta a cualquier tipo de estimulo antigénico.

Aunque de forma indirecta, esto nos induce a pensar que los individuos
atépicos pueden ser portadores de una alteracién en los mecanismos de
regulacion de la secrecién de citoquinas, que conduce a una mayor producciéon
de IL-4. Asi, a su vez, dicho aumento en la produccioén de IL-4 podria ser
responsable de la exacerbacién de la respuesta IgE que tiene lugar en los
individuos atépicos.

La razén por la que los alergenos inducen una respuesta basada en la
secrecion de anticuerpos IgE, solamente en esos individuos predispuestos
(atopicos) representa todavia una cuestion mas compleja. Todo parece indicar

que este fenémeno se basa en una serie de factores genéticos; unos ligados al
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MHC y otros no asociados al MHC. No obstante, la naturaleza de los genes
implicados, asi como el mecanismo por cual ejercen su efecto estan atn por

determinar.

Como hemos visto a lo largo de la introduccién, al menos in vitro, ha
podido comprobarse que la presencia o ausencia de determinadas citoquinas
en el microambiente donde tiene lugar la interaccién entre el alergeno y las
c€lulas Th, pueden tener importantes efectos reguladores en la diferenciacion
de las células CD4 + hacia el fenotipo de secreciéon Thl o el Th2.

Asi pues, podriamos decir, en términos general¢s, que las células con
fenotipos de secrecion Thl o Th2 son, respectivamente, supresoras e
inductoras de la respuesta alérgica.

Cada una de estas subpoblaciones puede predominar sobre la otra; por
lo tanto, existe la posibilidad de que se pueda soslayar la respuesta alérgica
induciendo de forma preferente una respuesta Thl o, al menos, favoreciendo
un mayor equilibrio entre ambas subpoblaciones, de forma que se puedan

inhibir algunos de las consecuencias de la activacién Th2.

Como vemos, una mayor caracterizacién de los factores que intervienen

en la activacién selectiva de los clones de células Thl o Th2, podria ofrecer
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‘amplias posibilidades de manipulacién farmacoiégica de este proceso,
llevdndonos al posible desarrollo de tratamientos que activen o inhiban
selectivamente las subpoblaciones de células Th, in vivo.

Por otra parte, dada la creciente importancia que se otorga al papel de
la inflamacion en los procesos alérgicos y, a su vez, a los linfocitos dentro de
ese proceso inflamatorio, nos parecié que un aspecto interesante para el
estudio, dentro del curso temporal y de la historia natural de la enfermedad
alérgica, era la posible variacion del perfil de secrecién de linfoquinas en estos
pacientes en relacion con la exposicion alergénica ambiental.

En este sentido, hemos dirigido nuestro trabajo hacia el estudio in vitro
de las posibles variaciones en la secrecién de citoquinas reguladoras de la
sintesis de IgE, frente a estimulos inespecificos, en sujetos atépicos en
comparacién con individuos sanos, estando sometidos a una exposicién
alergénica ambiental y después de ella.

Nuestro objetivo en este aspecto seria mostrar, no sélo si existen
diferencias entre individuos atépicos y no atépicos, cuestién que ya ha sido
ampliamente estudiada, sino también si la secrecién de citoquinas en los
individuos atépicos, frente a una estimulacién inespecifica, es mayor durante

el periodo de estimulacién antigénica.
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Otra posibilidad de estudio, dentro de la respuesta inmunolégica de los
individuos atépicos, seria la valoracién de las posibles diferencias en la
estimulacion ejercida sobre las células mononucleares de sangre periférica de
estos individuos por distintos mitdgenos, que actGan por mecanismos
diferentes en las vias de activacion del linfocito.

De este modo, por un lado, podemos utilizar mitégenos que actuen a
nivel del receptor clonotipico de la célula T (v.g., PHA), y, por dtro lado,
alguno que actue en pasos posteriores a la estimulacién del receptor de la
célula T (v.g., los ésteres de phorbol).

Este aspecto podria aportarnos alguna informacién sobre la posible
existencia de determinados pasos en la activacién del linfocito que sean mas
susceptibles a las influencias ambientales en los individuos atépicos que en los

individuos no atépicos.

Asi pues, la observacion de esos distintos aspectos que se abren a la
investigacion, en la respuesta inmune de los individuos atépicos, han

constituido los pilares basicos de nuestro estudio.



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Pacientes.

El grupo experimental para nuestro trabajo se formé con individuos que
presentaban clinica de rinoconjuntivitis y asma bronquial polinicas, todos ellos
pacientes que acudieron a las consultas externas del Servicio de Alergologia,
en el Hospital Universitario Virgen Macarena, en Sevilla.

Para realizar esta seleccién, consideramos que los pacientes tenian asma
bronquial cuando referian una historia de episodios recurrentes de disnea y
estertores sibilantes, en los que, de forma espontinea o tras tratamiento con
farmacos broncodilatadores, tenia lugar una mejoria parcial o total de los
sintomas.

Por su parte, encuadramos como pacientes con rinoconjuntivitis a
aquellos que presentaban los sintomas y signos clasicos de este proceso
(prurito ocular, hiperemia conjuntival, lagrimeo, sensacién de cuerpo extrafno
ocular, fotofobia).

Tanto en el asma bronquial como en la rinoconjuntitvitis, los episodios

sintomaticos debian presentarse de forma exclusivamente estacional.
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En cada individuo se recogieron una serie de datos:
a) Filiacion:
e Nombre, edad y sexo.
b) Anamnesis detallada:
o Cuadro clinico: sintomas y signos de la enfermedad.
e Aios de evolucién del proceso.
e Intensidad subjetiva de la clinica.
¢) Exploracion fisica general.
d) Estudio analitico general basico. Comprendio:
e Hemograma.
e Perfil bioquimico general.

e Analitica basica de orina.

53

e) Estudio radiolégico convencional de senos paranasales y de térax.

f) Tests cutaneos mediante la técnica prick.

g) Determinaciéon sérica de IgE total e IgE especifica, cuando se

estimaron necesarias para el diagnéstico (realizadas mediante el método CAP

System®, fabricado por Pharmacia®, Upsala, Suecia).
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En cada paciente se llevaron a cabo, en dos ocasiones, sendas
extracciones de sangre venosa periférica, para la realizacién de cultivos
celulares:

i Tiempo I (T1): habiendo niveles reactivos de poélenes en

la atmoésfera desde, al menos, tres semanas antes de la extraccion.

U Tiempo 2 (T2): al menos seis semanas después de que

dejaran de detectarse niveles reactivos de pélenes en la atmésfera.

En la Figura-1 podemos observar de forma grafica el calendario polinico

de la zona, durante la época en la que se llevé a cabo el estudio.

HEEmR

Figura 1. Recuento de pélenes habituales, durante el estudio (gmnos/m3 de aire).
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En el momento de tomar las muestras de sangre, tuvimos en cuenta
que, al menos durante las 3 semanas anteriores, los pacientes Ginicamente
hubieran hecho uso de tratamiento sintomatico, o bien de tratamiento con
inmunoterapia, siempre y cuando llevasen con ésta, al menos, 2 afnos
consecutivos. Aquellos que requirieron tratamiento con farmacos
corticoesteroides sistémicos para el control de sus sintomas fueron excluidos

del estudio.

El grupo de pacientes, seleccionados con las caracteristicas expuestas
anteriormente, qued6 de esa forma constituido por 33 individuos, con edades
comprendidas entre 18 y 61 afos, siendo su edad media de 28,9 afios (error
estandar de la media (s.e.m.) +/- 2,48 afos).

La distribucién atendiendo al sexo (Figura-2) fue de 14 varones, con
edad media de 24,2 afos (s.e.m. +/- 2,50 afos), y 19 mujeres con edad media
de 37,0 afios (s.e.m. +/- 3,61 anos).

‘Todos ellos mostraron en las pruebas cutdneas sensibilizacién frente a
poélenes habituales de nuestro ambiente.

Atendiendo al tratamiento con inmunoterapia especifica, dentro del
grupo de pacientes at6picos habia 8 que recibian este tipo de tratamiento

desde hacia, al menos, 2 anos.
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Los niveles de IgE total detectados en el suero de los pacientes, en el
momento de su inclusién en el estudio, oscil6 entre 59,7 kU/L. y 513 kU/L.,

con una media de 264 kU/L. (s.e.m. +/- 25,80 kU/L.).

R T SR

R

A

Leyenda
Mujeres
Hombres

Figura 2. Distribucién de los individuos del grupo experimental en cuanto al sexo.
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Al mismo tiempo, utilizamos como control a un grupo de 15
voluntarios sanos, sin historia personal ni familiar directa de enfermedades
alérgicas, de los que se obtuvieron muestras de sangre periférica en
condiciones similares a las detalladas para los pacientes del grupo
experimental. Asi mismo, dichas muestras se procesaron siguiendo los mismos
procedimientos que para las obtenidas a partir de los individuos del grupo de

pacientes atépicos.
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3.2. Métodos.

3.2.1. Tests cutaneos.

Para su realizacién se siguié la técnica prick, que describimos a
continuacién, utilizada habijtualmente para el diagnéstico eticlégico de

procesos alérgicos:

0  Material requerido:

e algodén hidréfilo

' alcohol etilico de 96°
e papel de celulosa absorbente
° lancetas especificas para esta técnica, fabricadas por

Dome-Hollister-Stier®.
° extractos alergénicos para diagnéstico mediante prick, en
solucién salina fisiol6gica con glicerina al 50% y fenol al

0,5%, elaborados por Ifidesa-Aristegui®.

La bateria habitual de alergenos se compone, en nuestro caso, de los

siguientes extractos:
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Dermatophagoides pteronyssinus y Dermatophagoides farinae; Alternaria
alternata y Cladosporium herbarum; escamas dérmicas de perro, escamas
dérmicas de gato; mezcla de pélenes de gramineas silvestres (incluye Agrostis
alba, Anthoxanthum odoratum, Dactylis glomerata, Festuca pratensis, Holcus lanatus,
Lolium perenne, Phleum pratense y Poa pratensis), Cynodon dactylon, Secale cereale
y Phragmites communis; Olea europaea; Chenopodium album, Artemisia vulgaris y
Parictaria judaica. Estos extractos se comercializan a una concentracion de 5

UBE (Unidades Biol6gicas Equivalentes).

Como controles negativo y positivo, utilizamos, respectivamente,
solucion salina tamponada con 50% de glicerina, y clorhidrato de histamina

a concentracion de 10 mg/ml..

d  Procedimiento:

Antes de realizar las pruebas cutaneas, desinfectamos la piel de
la cara ventral de ambos antebrazos con aicohol etilico utilizando una torunda
de algodén hidréfilo, dejandolas secar a continuaciéon.

En la superficie cutinea a utilizar, marcamos tantos puntos como
alergenos se vayan a probar, mas otros dos para los controles positivo y

negativo, guardando como minimo 3 cm. de distancia entre ellos.
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Al lado de cada marca depositamos una gota del extracto
correspondiente y practicamos una puncién a través de cada gota con una
lanceta diferente para cada extracto, guardando una inclinacién aproximada
de 45° respecto al plano de la piel. En este punto, se tuvo la precaucion de no
producir sangrado con la puntura ni tampoco araiar la piel, para evitar
posibles alteraciones en los resultados.

Después de ese proceso, dejamos un periodo de 15 a 20 minﬁtos para
que actiie e] extracto, una vez transcurrido el cual secamos la superficie de los
antebrazos con papel de celulosa absorbente. A continuacién, mediante la
utilizacién de una regleta transparente milimetrada, leemos los resultados
tomando como referencia los controles positivo y negativo, para valorar el

grado de reactividad cutinea de cada sujeto.
Consideramos resultado positivo aquella papula cuyo didmetro superior
fuese, cuando menos, 3 mm. superior a la del control negativo, siempre que

el control positivo mostrara una reactividad adecuada.

3.2.2. Recuento de pélenes.

Los recuentos de pélenes en la atmésfera (Figura-1), se obtuvieron

mediante la utilizacién del método volumétrico de Hirst, con un aparato
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modelo Spore tmp® (Burkard Manufacturing Co, Ltd, Ricksmansworth,
England).

El citado método volumétrico, propuesto por Hirst en 1952, consiste
en un mecanismo que aspira aire ambiental a un débito de 10 litros por
minuto, a través de una ranura de 14 mm. de anchura. A una distancia de
Imm. de esa abertura se dispone un portaobjetos revestido de una sustancia
adherente; este portaobjetos se acopla a un sistema de transpérte que,
mediante un mecanismo de relojeria, lo desplaza en sentido longitudinal a una
velocidad constante de 2 mm. por hora. El portaobjetos es sustituido cada 24
horas.

El débito de aspiracién se realiza mediante un compresor eléctrico y es
regulado mediante un caudalimetro. Todo el sistema est4 unido al eje de giro
de una veleta, de forma que la abertura se oriente, de forma constante, en
sentido contrario a la direccién del viento.

El 4rea impactada equivale al tamafio de la ranura por el recorrido del
portaobjetos en 24 horas (14 mm. x 48 mm.). Conocido el débito de aire y el
area impactada, podemos calcular la superficie de impactacién de 1 m*de aire
(46,62 mm?). Este dato nos permite extrapolar, una vez hecho el recuento de
polenes en el portaobjetos, la concentracién de granos de polen y esporas por

metro cabico de aire.
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La identificacion y el recuento de los granos de polen se lleva a cabo,
mediante microscopia 6ptica convencional, por personal experto. Para estudiar
cada portaobjetos recorremos el irea impactada, por microscopia Optica,
mediante un objetivo de inmersién.

En nuestro caso, el microscopio utilizado tiene un didmetro de abertura
de 180 um_; recorriendo los 48 mm. de longitud del area de impactacion, la
superficie examinada seria de 8,64 mm” De esta forma, conociendo este valor
y el de la superficie correspondiente a la impactacién de 1 m® de aire (46,62
mm®), podemos calcular un factor de conversién que nos da la concentracion
de granos de polen por m* (46,62 mm*/ 8,64 mm®* = 5,40).

Asi, el recuento de granos de polen en la superficie examinada
multiplicado por 5,40 nos da como resultado la concentracién de granos de

polen por m® de aire.

3.2.3. Determinacién de IgE total y especifica.

Para realizar estas determinaciones utilizamos la técnica CAP System®.
Se trata de un método in vitro para la determinacién en fase sélida de la IgE
presente en suero.

El fundamento de esta técnica se basa en la presencia de un anticuerpo

anti-IgE unido de forma covalente a una fase sélida o inmuno-CAP. Dicho
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anticuerpo, durante el periodo de incubacién necesario, actia como captador
de la IgE presente en las muestras, fijandola a dicha fase sélida.

Después de un proceso de lavado para eliminar los restos de las
muestras, anadimos a los inmuno-CAP un segundo anticuerpo anti-IgE, esta vez
marcado con un enzima.

Todo ello dari lugar a la formacién de complejos formados por la IgE
presente en las muestras y dos anticuerpos que se unen a ella: uno que la fija
a la fase sélida (captador) y otro que nos va a poner de manifiesto la cantidad
de IgE captada (marcador).

Después del correspondiente periodo de incubacién y un nuevo proceso
de lavado para eliminar el exceso del segundo anticuerpo, anadimos el
substrato sobre el que va a actuar el enzima del anticuerpo marcador.

Finalmente, después de un dltimo periodo de incubacién, agregamos
una solucién stop que detiene la reaccién, procediendo seguidamente a la

lectura de la fluorescencia emitida por cada pocillo en un fluorémetro.

Los reactivos empleados para esta técnica son los siguientes:
° Anti IgE-enzima (B-galactosidasa), antisuero de conejo.

® Solucién de lavado: Tween 20 al 0,05% en tampé6n PBS.
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Solucién de desarrollo (substrato): 4-metilumbeliferil-3-D-
galactosidasa.

Solucion de parada (stop): 4cido sulftrico 2N.

Estandars: soluciones con IgE a concentraciones conocidas
(0,25;0,7; 3,5; 17,5; 50 y 100 kU/L).

Inmuno-CAP anti-IgE (utilizados para la determinacién de
Igk total y para los estandars), e inmuno-CAP con anti-IgE

especifica para alergenos determinados.

El material requerido para desarrollar la técnica, en parte suministrado

por el fabricante, incluye:

Placas con 96 pocillos para la disposicién de los inmuno-CAP y
de las muestras.

Placas de lectura, también de 96 pocillos, para la medida
de la fluorescencia de las muestras en el fluorémetro.

Bandejas para la colocacién de las placas.

Dispensador de inmuno-CAP.

Auto-CAP: permite la realizacién de la técnica de forma

automatica, controlando la dispensacién de los reactivos y los

periodos de incubacién correspondientes.
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Fluor 96® (fluorimetro).

Ordenador tipo PC al que se incorpora el programa Phamas
(Pharmacia®, Upsala, Suecia), que controla la informacién
sobre las muestras, asi como la lectura e interpretaciéon de
los resultados obtenidos.

Micropipetas.

Puntas de pipeta de plastico para un sélo uso.

El procesamiento de las muestras sigue los pasos que detallamos

seguidamente:

b 2

En una bandeja al efecto colocamos dos placas de ensayo
y una de lectura.

A continuacién, situamos la bandeja sobre el aparato que nos
va a indicar la distribucion de los inmuno-CAP y de las muestras.
En la placa de ensayo colocada en posicion central, distribuimos
los inmuno-CAP en las posiciones correspondientes.
Seguidamente, en la placa de ensayo situada a la izquierda en
la bandeja, dispensamos, en los pocillos correspondientes, 50ul.

tanto de los estandars como de las muestras.
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Una vez concluido ese proceso, pasamos la bandeja al aparato
AutoCAP, previamente programado, asegurandonos de que
tenga dispuestos los reactivos necesarios.

El siguiente paso consiste en el lavado de los inmuno-CAP, que
se lleva a cabo de forma automatica.

Transferimos los inmuno-CAP ya lavados a los pocillos de la
placa que contienen las muestras correspondientes.

Dejamos un periodo de incubacién de 30 minutos.

Lavamos de nuevo los inmuno-CAP vy, posteriormente, los
pasamos a la placa central en la que, previamente, se han
dispensado 50 ul. de anti-IgE marcado con el enzima.

A continuacién, dejamos otro periodo de incubacién de 150
minutos.

Una vez transcurrido ese tiempo, procedemos a un nuevo
lavado de los inmuno-CAP.

Seguidamente, dispensamos 50 ul. de la solucién de desarrollo
en la placa de ensayo que queda vacia, y trasladamos los inmuno-

CAP a dicha placa.
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> Dejamos un nuevo periodo de incubacién de 15 minutos. Dos
o tres minutos antes de finalizar este periodo de incubacién, se
transfieren los inmuno-CAP a la placa de lectura.

> A continuacién, dispensamos la solucién de parada, y esperamos
aproximadamente 2 minutos para que la reaccién se detenga
totalmente.

> Finalmente, situamos la placa de lectura en el ﬂuorifnetro, el
cual, una vez leida la placa, envia los datos obtenidos al
ordenador. Este, a su vez, procesa esos datos y calcula las
concentraciones de IgE mediante extrapolacién a partir de la
denominada curva estdndar, contruida con los valores obtenidos

para los estandars. Las concentraciones quedan expresadas en

KU/

3.2.4. Cultivos celulares.
Para realizar los cultivos con células mononucleares de sangre periférica,
se requieren una serie de materiales, tanto para el aislamiento de las células

previo a su cultivo, como para constituir el medio de cultivo necesario.
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Los componentes del medio de cultivo, en nuestro caso, son los
siguientes (entre paréntesis se indican las cantidades relativas de cada
sustancia):

® RPMI 1640, sin L-glutamina (100 ml.) .

° Suero fetal de carnero (10 ml.)

° HEPES Buffer (2,5 ml.)

° Penicilina-estreptomicina (1,5 ml.)

° L-glutamina (1 ml.)

El material necesario para el aislamiento de las células mononucleares

es el siguiente:

® Ficoll.

® Solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
° Azul tripdn (medio de tincién celular).

® Pipetas Pasteur estériles.

° Puntas de pipeta estériles.

® Tubos cénicos de vidrio estériles.

o Placas de cultivo estériles de 96 pocillos.
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Durante la manipulacién necesaria para el procesamiento de las

muestras hemos de tener en cuenta una serie de normas basicas:

) o

Toda manipulacién debe ser realizada dentro de una camara de
flujo laminar.

Utilizar guantes estériles en todo momento.

Al abrir los recipientes que contienen los reactivos, conviene
flamear los tapones y los cuellos de los frascos.

Los tapones debemos dejarlos en posicion invertida sobre la
superficie en que se trabaja.

Utilizar puntas de pipeta estériles para cada reactivo.

Nunca se debe introducir mas de 3 veces la misma punta de
pipeta en un recipiente.

Resenar siempre las fechas de reconstitucién en los frascos de
los reactivos.

No conservar el RPMI mas de 2 semanas, una vez adicionado.

No utilizar material esterilizado con 6xido de etileno, para

eludir el efecto toxico de dicha substancia sobre las células.
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3.24.1. Procedimiento:

a)  Aislamiento de las células mononucleares de sangre

periférica:

En primer lugar, extraemos una cantidad suficiente de sangre
venosa periférica (en nuestro caso 10 cc.) en tubos heparinizados
estériles. A continuacién, procesamos la muestra siguiendo los pasos
que detallamos a continuacién:
> Diluimos la sangre a 1/2 con PBS estéril.
> Preparamos tubos cénicos de vidrio estériles dispensando 6 cc.
de Ficoll en cada uno. En este punto, es importante que el Ficoll no
resbale por las paredes del tubo dado que es t6xico para los linfocitos.
> A continuacién, depositamos sobre el Ficoll la sangre diluida
previamente (4 cc. en cada tubo), lentamente y manteniendo el tubo
con una inclinacién aproximada de 45° a medida que se va dispensando
la sangre diluida, vamos colocando el tubo en posicion vertical, de
forma que en ninglin momento se mezclen la sangre diluida y el Ficoll.
> Con una lamina de plastico tapamos los tubos, para aislar su
contenido antes de sacarlos de la camara de flujo, y los centrifugamos

a 2.500 r.p.m. durante 20 min. a temperatura ambiente.
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Después de esto, deberian distinguirse diferentes fases en el
contenido del tubo: en el fondo quedarian los hematies; sobre éstos, el
Ficoll; por encima del Ficoll, una corona de aspecto blanquecino que
agruparia las células mononucleares; y, sobre esta capa quedaria el
suero.
> Posteriormente, recogemos la corona de células mononucleares
con una pipeta Pasteur, realizando la absorcién al mismo tiempo que se
hace un movimiento rotatorio.

En esta operacion, es importante no absorber Ficoll ni expulsar
el material que se va recogiendo para que éste sea lo mas puro posible.
> A continuacién, lavamos el material obtenido adicionando PBS
a4° C, lo centrifugamos a 1.500 r.p.m. durante 10 min., y decantamos
el sobrenadante. Este mismo proceso de lavado se repite 3 veces.
> Finalmente, para resuspender el material celular obtenido, lo
diluimos en 1 ml. de RPMI adicionado con el resto de componentes del

medio de cultivo.

b) Contaje de células:

> Para ello, en un primer momento debemos mezclar, en un

pocillo de una placa utilizada al efecto, 100 ul. de la suspensién
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celular y 100 pul. de azul Tripdn; esta mezcla se deja reposar unos
minutos para que actae la tinciéon.

> Mientras tanto, podemos preparar la cdmara de contaje o
de Neubauer con un cubreobjetos.

> A continuacion, llenamos la camara de Neubauer, utilizando una
micropipeta, con la cantidad suficiente de la suspensién celular tefiida
previamente.

> A través del microscopio 6ptico, contamos el namero de
linfocitos que hay en un recuadro enmarcado por lineas triples en la
camara.

> Con el nimero obtenido, ajustamos la suspensién de forma que
obtengamos la concentracién de células deseada.

En nuestro caso, la suspensién celular la ajustaremos a una
concentracion de células determinada y que serd la misma para
todos los cultivos (3 x 10° células / ml.). Para ello, primero calculamos
la concentracion de células que tenemos en la suspensién que hemos

tefiido (células / ml):

X = [contaje (n°) / vol. de la cAmara (ml)] x 2 (dilucién al teiiir)
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Una vez realizada esa operacion, calculamos la cantidad de medio de
cultivo que deberemos anadir a la suspensiéon para conseguir la concentracién

deseada:
Y = X/ 3 x 10° (concentracién deseada)

Asi, Y seria el volumen final al que tenemos que llevar la suspension
celular, mediante la adicién de medio de cultivo, para alcanzar la

concentracion de células que nos hemos propuesto.

c) Cultivo de las células:

> En un primer momento, disefiamos la distribucién de las
muestras por triplicado en una placa de cultivo de 96 pocillos.

> Después, sembramos en cada pocillo una cantidad fija y
determinada de la suspensién celular ajustada (por ejemplo, con
100 pl. tenemos 3 x 10° células en cada pocillo).

> Una vez sembrada la placa, llevamos cada pocillo a un volumen
final de 300 ul. anadiendo la cantidad suficiente de medio de cultivo.
> Dejamos siempre libres de suspension celular los pocillos

marginales de las placas y los rellenamos con PBS para crear humedad
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suficiente en la placa de forma que se evite la evaporacién excesiva del
medio de cultivo.
> Una vez concluido todo ese proceso, incubamos las placas

en estufa a 37° C y en una atmésfera con 5% de CO,.

3.2.4.2. Disefio del ensayo:

Llevamos a cabo un cultivo celular con las muestras obtenidas de
cada paciente, en cada uno de los tiempos que se mencionaron anteriormente
(T1yT2).

En cada placa de cultivo de 96 pocillos sembramos células
mononucleares en los pocillos centrales, rellenando los pocillos de los
margenes con PBS para evitar la evaporacién excesiva del medio de cultivo.

En cada pocillo de los centrales dispensamos 100 ul. de la suspension
celular ajustada a la concentracién establecida previamente, de forma que la
cantidad aproximada de linfocitos por pocillo era de 3 x 10°.

A continuacién, adicionamos en cada pocillo 200 ul. del medio de
cultivo reconstituido, llegando asi a un volumen final de 300 ul. en cada
pocillo.

Una vez sembrada toda la placa, afnadimos los mitégenos segin un

esquema preestablecido (Figura-3):
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. los pocillos centrales se distribuiran en 3 grupos, de forma que
dispongamos de material suficiente para realizar varias recolecciones de
sobrenadante en distintos tiempos (v.g.: a las 24h. y 48h.).

® en dos de los grupos de pocillos dispensamos los mitégenos,

dejando el resto con suspension celular libre de mitdgenos.

PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS

PBS | Cel. | Cel. | Cel. | Cel. {Cel. | Cel. | Cel | Cel. |Cel. | Cel. | PBS

PBS | Cel Cel. Cel. Cel. Cel. Cel. Cel. Cel. Cel. Cel. PBS

PBS [ PHA |PHA |PHA |PHA |PHA |PHA |PHA |{PHA |PHA | PHA | PBS

PBS |PHA |PHA |PHA |PHA {PHA |PHA |PHA |PHA |PHA | PHA | PBS

PBS | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA |{ PMA | PMA | PMA | PMA | PBS

PBS | PMA |PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PMA | PBS

PBS | PBS |PBS |PBS |PBS |PBS | PBS |PBS |PBS |PBS | PBS | PBS

S R R

Figura 3. Distribucién de los mitégenos en la placa de cultivo.
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Los mitégenos utilizados fueron, por una parte, PHA a una
concentracién en el pocillo de 10 ug/ml., y por otra, de forma conjunta, PMA,
a concentracion final de 0,1 uM., mas ionomicina a una concentracion final

en el pocillo de 1 uM.

Seguidamente, cubrimos cada placa con la cubierta de plastico
correspondiente proporcionada por el fabricante para evitar en lo posible la
contaminacion, y la incubamos como se ha dicho anteriormente a 37° C, en
atmésfera con 5 % de CO, y en la oscuridad.

La recoleccién de los sobrenadantes la llevamos a cabo a las 24h. y a las
48h. del cultivo, depositando el material asi obtenido en alicuotas diferentes
para las células no estimuladas, las estimuladas con PHA y las estimuladas con
PMA maés ionomicina. Dichas alicuotas se congelaron a una temperatura de
-20° C hasta su utilizacién, siempre evitando mas de tres ciclos de
congelacién-descongelacién  para salvaguardar la exactitud de las

determinaciones realizadas.
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3.2.5. Determinacion de mediadores solubles.

3.2.5.1. Interleuquina 5:

Para determinar la concentracién de IL-5 en el sobrenadante de
los cultivos utilizaremos la técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
con material fabricado por GIF®, en Munster, Alemania. Este método se basa
en una técnica de sandwich que utiliza un anticuerpo monoclonal contra la IL-
5, como anticuerpo captador, y un segundo anticuerpo monoclonal marcado,
que actda como anticuerpo detector.

Este segundo anticuerpo tiene la capacidad de reaccionar por un
mecanismo enzimitico con la estreptavidin-peroxidasa. La actividad
enzimatica captada se determina mediante la adicién al medio de un sustrato
cromégeno de tetrametilbenzidina (TMB) y midiendo la solucién coloreada
resultante con un espectrofotémetro. De esta forma, la concentraciéon la
concentracion de IL-5 detectada en cada muestra serd directamente

proporcional al valor de la absorbancia medida.

El material provisto por el fabricante incluye:
) Una placa de plastico con 96 pocillos ya recubiertos con

anticuerpo monoclonal anti-IL-5.
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° Estandars (R1): dos viales que contienen IL-5 humana
recombinante liofilizada, con azida sédica al 0,05%. Después de su
reconstitucion con solucién tampén (R2), cada vial tendrad una
concentracion de estandar de 500 pg/mi.

® Solucién tampén (R2): un vial con 15 ml. de una solucién de

proteinas (no especificadas por el fabricante) con azida sédica al 0,05%.

Se utiliza para diluir los estandars y las muestras.

® Anticuerpo detector (R3): un vial con 15 ml. de anticuerpo

monoclonal marcado, dirigido contra la IL-5, en una solucién proteica

(tampoco especificada por el fabricante) con azida sédica al 0,05%.

® Conjugado de estreptavidina (R4): dos viales que contienen

estreptavidina conjugada a peroxidasa y posteriormente liofilizada, con

thimerosal al 0,01%.

® Tampén diluyente del conjugado (R5): un vial con 15 ml. de una

solucién de proteinas (como en los casos an_’périores, no detalladas por

el fabricante) con thimerosal al 0,01%. Se utiliza para disolver el
conjugado de estreptavidina.

® Solucién concentrada de TMB (R6): un vial de 1 ml. que

contiene substrato concentrado de 3,3,5,5-tetrametilbenzidina.
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° Tampén para el substrato (R7): un vial de 15 ml. con una
solucién tampén de acetato y peréxido de hidrégeno a'pH 5,0 para

diluir la solucién concentrada de TMB.

° Solucién de parada (R8): un vial de 7,5 ml. que contiene 4cido
clorhidrico 2N.
° Tampoén de lavado (R9): un vial de 50 ml. con una solucién

tampén (PBS) concentrada para lavar los pocillos de la placa.

Por otra parte necesitamos materiales no proporcionados por la marca
comercial, como son micropipetas (0-200 ul.), pipetas multicanal (50-100 nl.),
un espectrofotémetro con filtro de lectura de 450 nm., y un rotador

horizontal para agitar las placas.

Con el material descrito podemos determinar la concentracién de IL-5
en el sobrenadante de cultivos celulares, en suero o en plasma.

Las muestras pueden ser almacenadas a una temperatura entre 2°C y
8°C, durante 24 h.. En caso de que no vayan a ser utilizadas en ese periodo de
tiempo, es conveniente almacenarlas en alicuotas a -20°C. Para asegurar su
correspondencia con los estandars, el fabricante recomienda diluir previamente
las muestras a 1:2, con la solucién R2. Ademas, antes de comenzar el ensayo,

debemos permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente.
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En cuanto a la preparacién de los reactivos para su uso, la solucién de
lavado la conseguimos diluyendo el tampén concentrado de lavado (R9),
completando su volumen hasta un litro con agua destilada.

El volumen requerido para los estandars es de 100 pl. para cada pocillo
y deberan sembrarse por duplicado. El estdndar liofilizado (RI) se
reconstituye con el volumen del diluyente tampén que figura en la etiqueta del
vial en cada caso, dejandolo reposar durante 30 minutos.

A continuacién, diluimos ese estandar con la solucién tampoén, para
obtener las concentraciones recomendadas que, expresadas en pg/ml., serfan
las siguientes: 500, 250, 125, 62'5, 3125, 15'6, 7'8 y O.

El conjugado liofilizado de estreptavidina lo reconstituimos con el
volumen del diluyente correspondiente (R5) que figura en la etiqueta del vial.
Igual que en el caso anterior, debemos dejarlo reposar durante 30 minutos.
Después, diluimos 240 ul. de ese conjugado reconstituido en 12 ml. del
diluyente (cantidad necesaria para una placa Compieta).

La solucién substrato debe ser preparada inmediatamente antes de ser
utilizada. Para ello, calentamos la solucién concentrada de TMB a 37°Cy la
agitamos para disolver los cristales que puedan formarse. Posteriormente,
diluimos 240 ul. de TMB en 12 ml. del tampén para el substrato (R7). Una

vez preparada, la solucién substrato debemos conservarla a temperatura
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ambiente en la oscuridad y debera ser utilizada en un plazo maximo de 30

minutos.

Cada ensayo debe ser llevado a cabo sin interrupcién para evitar el
secado de los pocillos de la placa. Igualmente, al dispensar los reactivos hemos
de evitar, en lo posible, la formacién de burbujas y de gotas adheridas a las
paredes de los pocillos.

El procedimiento del ensayo sigue los pasos que detallamos a

continuacion:

> En primer lugar, antes de dispensar los estandars y las muestras,
procedemos al lavado de todos los pocillos tres veces consecutivas. Para
ello, dispensamos en cada pocillo 250-300 pl. de la solucién de lavado
y, a continuacién, invertimos la placa y la sacudimos enérgicamente
sobre algin recipiente, eliminando el liquido restante colocando la placa
invertida sobre un papel de filtro.

> Inmediatamente después del lavado, dispensamos 100 ul. de las
muestras diluidas y de los estandars en los pocillos correspondientes,
por duplicado. Seguidamente, incubamos la placa durante 45 minutos

a temperatura ambiente en el rotador horizontal a 350 rpm. Una vez
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transcurrido ese tiempo, realizamos un nuevo lavado como el descrito
anteriormente.

> A continuacién, dispensamos 100 ul. del anticuerpo detector
(R3) en cada pocillo, e incubamos la placa durante 45 minutos a
temperatura ambiente en el rotador horizontal a 350 rpm. Después de
la incubacién, realizamos un nuevo proceso de lavado como en los pasos
anteriores.

> Una vez realizado el lavado, dispensamos 100 pl. del conjugado
de estreptavidina en cada pocillo, dejando a continuacién otro periodo
de incubacién de 30 minutos en las mismas condiciones descritas en los
pasos anteriores. Posteriormente, realizamos un nuevo lavado.

> La solucién substrato, como describimos anteriormente, la
preparamos inmediatamente antes de utilizarla. Dispensamos 100 ul.
de dicha solucién substrato en cada pocillo, y dejamos un tiempo de
incubacién de 30 minutos a temperatura arﬁbiente y en oscuridad, en
el rotador horizontal a 350 rpm.

> Para detener la reaccién, anadimos 50 ul. de la solucién de
parada a cada pocillo; esto da lugar a un viraje de color, del azul al
amarillo, en el contenido de los pocillos.

> Finalmente, mediante un espectrofotémetro, medimos la

absorbancia de cada pocillo a 450 nm.. Es conveniente utilizar un filtro
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de referencia (620 nm. 6 750 nm.) para compensar posibles variaciones

debidas al material de la placa.

Una vez completada la técnica, para calcular los resultados, obtenemos
la media de las absorbancias correspondientes a cada estindar y a cada
muestra. La absorbancia neta la obtenemos restando de las medias obtenidas
anteriormente, la absorbacia de los pocillos que se dejaron como blancos
(vacios).

La curva estandar la construimos situando las concentraciones de los
estandars en el eje de abscisas de un sistema de coordenadas, frente a las
absorbancias netas correspondientes en el eje de ordenadas. Los calculos son
realizados siguiendo una ecuacién lineal.

Las concentraciones de IL-5 de cada muestra las obtenemos por
extrapolacién a partir de dicha curva estandar, multiplicando en cada caso por

el factor de dilucién Correspondiente.

La sensibilidad del método, segin el fabricante, es de 1,5 pg de IL-5/ml.
En cuanto a su especificidad, refiere que no presenta reactividad cruzada con

IL-1e, IL-18, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, CSF-GM, CSF-M y CSF-G.
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3.2.5.2. Interleuquina 4:

Para determinar la concentracién de IL-4 en los sobrenadantes
de los cultivos celulares, utilizaremos una técnica de enzimo-inmunoensayo
en fase sélida con amplificacién de sensibilidad (EASIA), con material
fabricado por MEDGENIX® Diagnostics, en Fleurus, Bélgica.

Con este método, utilizamos varios anticuerpos monoclonales dirigidos
contra diversos epitopes de la molécula de IL-4. El uso de varios anticuerpos
monoclonales diferentes, proporciona mayor especificidad y mayor
sensibilidad a la técnica.

Tanto los estandars como las muestras, conteniendo 1L-4, reaccionan
por una parte con los anticuerpos que recubren los pocillos de plastico, y por
otra parte, con otros anticuerpos marcados con peroxidasa de rabano (HRP)
que se afiaden al medio.

Después de un periodo de incubacién, que permite la formacién de esas
uniones, lavamos los pocillos para eliminar el ekcedente de anticuerpos
marcados con HRP.

A continuacién, agregamos una solucién de revelado compuesta por
tetrametil-benzidina (TMB) y peréxido de hidrégeno. La reaccion que tiene
lugar entonces, la detenemos con una solucion de parada a base de acido

sulfarico (H2S04).
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Después, leemos los resultados el ensayo mediante un
espectrofotémetro, a la longitud de onda apropiada. La cantidad de substrato
detectado se determina mediante técnica de colorimetria, midiendo la
absorbancia, la cual sera proporcional a las concentraciones de IL-4 existentes
en cada pocillo.

Para determinar dichas concentraciones, trazamos una curva estandar

y las calculamos por extrapolacién a partir de esa curva.

El material proporcionado por el fabricante incluye:
® Una placa de plastico con 96 pocillos ya recubiertos con
anticuerpos monoclonales anti-IL-4.
® Cinco viales con los estandars liofilizados, en suero humano con
conservante (no especificado por el fabricante). Cada vial lo
reconstituimos con 1 ml. de agua destilada, alcanzando asi la
concentraciéon precisa en cada uno (12, 41, 108, 378 y 1318 pg/ml.).
) Estandar O pg/ml.: un vial liofilizado que debemos reconstituir
mediante la adicién de 5 ml. de agua destilada.
° Solucién A: dos viales de suero humano liofilizado; para su
reconstitucién afiadimos a cada vial 5 ml. de agua destilada.

. Solucién B: un vial con 11 ml. de solucién tampén.
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° Un vial conteniendo 6 ml. de anticuerpo monoclonal anti-1L-4,
conjugado con HRP.
° Controles 1 y 2: dos viales liofilizados de suero humano con

merthiolato. Los reconstituimos anadiendo 1 ml. de agua destilada a

cada vial.

° Solucién de lavado: un vial conteniendo 10 ml. de Tween 20, al

20%. Para su utilizacién diluimos 2 ml. de esta solucién de lavado en

400 ml. de agua destilada, o bien cantidades que mantengan esa misma

proporcion.

° Cromoégeno: un vial con 1 ml. de tetrametil-benzidina (TMB).

Antes de su utilizacion debemos diluir 0,2 ml. de TMB en 1 vial de

tampoén substrato. Esta preparacién se debe realizar de forma
extemporanea, dado que tiene la maxima estabilidad en los primeros 15

minutos después de su recontitucion.

o Tampoén substrato: tres viales conteniendo 21 ml de peréxido

de hidrégeno (H,0,), en tampén de acetato y citrato.

° Solucién de parada: un vial conteniendo 6 ml. de acido sulfdrico

(H,SO,) 1,8 N.

Otros materiales requeridos, pero que no son proporcionados por el

fabricante, son similares a los mencionados para la determinacién de IL-5.
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La técnica que describimos puede ser utilizada para la determinacion
de IL-4 tanto en suero, como en plasma y en sobrenadantes de cultivos
celulares. Las precauciones a tener en cuenta durante la preparacién y
conservacion de las muestras son semejantes a las descritas anteriormente para
la determinacién de la IL-5. Del mismo modo, al igual que en otras
determinaciones, es conveniente que la técnica se realice por duplicado,

suiguiendo los pasos que se detallan a continuacion:

> Para empezar, dispensamos 100 pl. de cada estandar, control y
muestra en los pocillos correspondientes. El tiempo transcurrido entre
la distribucién del primer estindar y de la Gltima muestra no debe ser
superior a los 30 minutos si queremos preservar la exactitud del ensayo.
> Posteriormente, agregamos 100 pl. de la solucion B en los pocillos
que contienen los estandars y los controles, y 100 ul. de la solucién A en
los pocillos que contienen las muestras de sobrenadante de los cultivos
celulares.

> A continuacién, afadimos 50 ul. de anti-IL-4 conjugado con
HRP, en todos los pocillos.

> Después de esto, incubamos la placa durante dos horas a

temperatura ambiente, en un rotador horizontal, aproximadamente a
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700 +/- 100 rpm., evitando que incida la luz solar directamente sobre
ella.
> Una vez transcurrido este tiempo, lavamos la placa vaciando el
liquido de cada pocillo, dispensando a continuacién 400 ul. de la
solucion de lavado en los pocillos, y vacidndolos nuevamente. Este
procedimiento se realiza tres veces consecutivas.
> En el siguiente paso, afiadimos 200 pl. de la solucién cromégena
a cada pocillo e incubamos la placa durante 30 minutos, en condiciones
semejantes a la incubacién anterior.
> Una vez transcurrido ese tiempo, agregamos 50 ul. de la solucién
de parada en cada pocillo. Después de ésto, ya podemos leer la
absorbancia de cada pocillo dentro de un plazo maximo de tres horas.
Para ello, utilizamos el espectrofotémetro con un filtro de
medida de 450 nm. de longitud de onda; ademas, es recomendable la

utilizaciéon de un filtro de referencia de 630 6 650 nm..

Con los valores obtenidos para los estandars, mediante una funcién de
cuatro parametros, podemos construir la curva estindar, a partir de la cual,

por interpolacién, calculamos las concentraciones de las muestras.
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La concentracién minima detectable con esta técnica, segin la
estimacion del fabricante, es 2 pg/ml.. Del mismo modo, refiere que no se ha
observado reactividad cruzada en presencia de IL-1a, IL-1$, IL-2, IL-3, IL-6,
IL-7, IL-8, TNF-«, TNF-B, IFN-a, IFN-f, [FN-y, TGF-f, IL-10, CSF-GM y

CSF-G.

3.2.5.3. Interferén y:

Para determinar la concentraciéon de IFN-y en el sobrenadante
de los cultivos celulares utilizamos la técnica EASIA, como para la
determinacién de IL-4, con material fabricado igualménte por MEDGENIX®
Diagnostics, en Fleurus, Bélgica.

En este caso, el material proporcionado por el fabricante incluye:

[ Una placa de plastico con 96 pocillos recubiertos con anticuerpo
monoclonal anti-IFN-y.

® Estandar O: tres viales con suero humano liofilizado con
merthiolato sédico. Los recontituimos anadiendo 8 ml. de agua
destilada en cada vial.

® Estandars 1-5: cinco viales en suero humano liofilizado, con

merthiolato sédico. Para conseguir la concentracién precisa de cada
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estandar ( I, 2, 5, 10, 30 Ul/ml.), ahadimos 1 ml. de agua destilada a

cada uno de los viales.

. Controles 1 y 2: dos viales liofilizados en suero humano con

merthiolato sédico; se deben reconstituir mediante la adicién de 1 ml.

de agua destilada a cada vial.

° Anticuerpo monoclonal anti-IFN-y conjugado con HRP: un vial

con 6 ml. en tampén con tris-CIH, albamina sérica bovina y
conservantes no especificados por el fabricante.

® Solucidén de lavado: un vial con 10 ml. de Tiween 20, al 20%.

Para su utilizacién diluimos 2 ml. de esta solucién en 400 ml. de agua

destilada, o bien otras cantidades que guarden esa misma proporcidn.

° Solucién cromégena: un vial con 1 ml. de TMB. Antes de su

utilizacién, diluimos 0,2 ml. de esta solucién en un vial completo de

tampon substrato. Esta preparacion debe ser extemporanea, ya que

mantiene su maxima estabilidad en los priméros 15 minutos.

° Tampoén substrato: tres viales con 21 ml. de H,0, en tampén de

citrato / acetato.

) Solucién de parada: un vial con 6 ml. de H,SO,, 1,8 N.
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Igual que en las técnicas descritas para IL-4 e IL-5, son necesarios otros
materiales no proporcionados por el fabricante, que coinciden con los ya
mencionados.

En ese mismo sentido, las precauciones a seguir en el manejo y
conservacion de las muestras son también semejantes a las descritas. Sin
embargo, en este caso, para la determinacién de IFN-y en sobrenadante de
cultivos celulares, el fabricante recomienda diluir ias muestras, al menos, a 1:4

antes de su utilizacién en el ensayo.

El procedimiento a seguir con esta técnica varia poco del descrito
anteriormente para la IL-4:

> En un primer paso, dispensamos 50 ul. de cada estandar, control

y muestra en los pocillos correspondientes.

> A continuacién, afiadimos en cada pocillo 50 ul. de anticuerpo

anti-IFN-y, conjugado con HRP. Después de ésto, dejamos un periodo

de incubacion de 2 horas a temperatura amBiente, en un rotador

horizontal a 700 +/- 100 rpm., y evitando que incida de formé directa

la luz sobre la placa.

> Una vez transcurrido ese tiempo, lavamos la placa de forma

idéntica a la detallada con anterioridad en las otras técnicas.
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» En el siguiente paso, dispensamos en cada pocillo 200 ul. de la
solucién cromégena e incubamos la placa durante 15 minutos en las
mismas condiciones que la incubacién anterior.

> A continuacién, afiadimos en cada pocillo 50 ul. de la solucion

de parada.

Posteriormente, medimos la absorbancia en el espectrofotémetro y
calculamos las concentraciones de IFN-y siguiendo el mismo procedimiento

descrito para la determinacién de IL-4.

3.2.6. Tratamiento estadistico.

En este apartado, hemos empleado los métodos estadisticos que se
consideraron mas apropiados en cada caso.

En este sentido, comprobamos en cada variable si la serie de datos
obtenida se ajustaba o no a una distribucién normal.

Posteriormente, recurrimos a la utilizacién de pruebas no paramétricas
cuando se comprobaba que la distribucién ligada a una variable no se ajustaba

(155, 156)

a la normalidad En nuestro estudio, esta circunstancia se ha visto
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favorecida dado que, ni losa grupos de pacientes ni el grupo control

sobrepasan los 25 individuos.

La medida de tendencia central utilizada para expresar los resultados
obtenidos ha sido la media aritmética; por su parte, la dispersion de los datos
la expresamos mediante el error estdndar de la media (s.e.m.), el cual viene
determinado tanto por la desviacién estindar como por el tamafo de la

muestra (157).

Para comparar las posibles diferencias existentes entre los datos
obtenidos en el T1 y los obtenidos en el T2, recurrimos a la prueba t de Student
para casos apareados, cuando la distribucién se ajustaba a la normalidad, o a
la Z de los rangos-signos de Wilcoxon, en caso contrario. Ambas son pruebas
utilizadas para la comparacién de dos grupos con datos apareados; esto es asi
porque, en nuestro caso, no podemos considerar qﬁe la poblacién estudiada

en T1 y la poblacién estudiada en T2 sean independientes.

Por otro lado, para comparar los datos obtenidos en el grupo de
pacientes frente a los obtenidos en el grupo control, utilizamos la prueba U
de Mann-Whitney, otra prueba no paramétrica dirigida a la comparacién de dos

grupos con datos independientes.
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Finalmente, quisimos medir la intensidad de la asociaciéon observada
entre algunas de las variables estudiadas y comprobar si, en realidad, era
mayor de lo que podria esperarse Gnicamente por la casualidad. Con est.e
proposito se llevé a cabo un analisis de correlacién, utilizando para ello la

prueba p de correlacién de rangos de Spearman.

En todos los casos, se adopté como nivel de significaciéon estadistica

p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1. Interferon-y.

La determinacién de los niveles de IFN-y en el sobrenadante de los
cultivos de PBMC, en los pacientes atépicos sin inmunoterapia arrojé los

resultados que detallamos a continuacién:

> En los cultivos realizados durante la época en que existian niveles
reactivos de poélenes en la atmésfera (T1), transcurridas 24 h. después de
haber sido estimuladas las células con los mitégenos correspondientes, se

detectaron los valores que se pueden observar en la Tabla-1.

El sobrenadante de las células que se dejaron sin estimular con
mitégenos presentd, a las 24 h., una concentracion media de JFN-y de 3,33
U¥/ml. (s.eem. +/- 1,36), mientras en las estimuladas con PHA la
concentracion media alcanzé las 36,85 Ul/ml. (s.e.m. +/- 10,93) y en las

estimuladas con PMA e ionomicina fue de 970,06 U/ml. (s.e.m. +/- 203,41).
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Pacientes | Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 6,78 16,51 113,69 183,371 1800,00] 2025,00
2 5,95 4,86 14,64 63,13| 875,00 475,00
3 3,01 33,82 5,95 129,96] 325,00] 4975,00
4 5,14 4,72 71,55 28,19 350,07 216,78
5 5,69 3,43 21,30 25,67| 4400,00] 3650,00
6 0,00 0,00 107,65 114,68} 825,00] 500,00
7 29,30 0,00 101,65 132,38} 875,00 135,03
8 0,00 12,13 0,00 48,981 300,00] 725,00
9 0,00 0,00 107,93 300,00f 800,001 300,00
10 0,00 26,40 25,30 25,95 775,00 65,95
11 0,00 38,11 8,60 60,74 410,00] 1025,00
12 19,17 6,07 0,00 14,51 110,00 600,00
13 0,001 3,64 0,00 6,63] 600,00 700,00
14 1,12 0,00 0,00 64,14] 260,00f 1400,00
15 0,00 0,00 3,02 79.71 750,00 36,08
16 1,40 0,00 5,07 6,22 69,38 93,81
17 1,12 1,12 1,50 37,70 450,00 600,00
18 0,07 1,40 20,00 50,651 2371,00 15,78
19 0,80 2,38 0,74 144,00f  383,00f 606,00
20 0.86 0,39]" 0,54 0,75 23,00] 286,00
21 0,49 0,00 85,00 0,00] 1450,00] 1100,00
22 0,00 0,00 3,46 0,00} 525,001 550,00
23 0,00 0,00 12,00 0,54| 1450,00f 1874,00
24 2,31 0,96 211,73 107,00] 3050,00] 2150,00
25 0,00 1,16 0,00 1,36 1025,00] 275,00

Tabla 1.

Concentracién de IFN-y (Ul/ml.) en los sobrenadantes a las 24h. de cultivo,

en el grupo de pacientes polinicos.
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> Del mismo modo, se realizaron determinaciones semejantes a las
anteriores en los sobrenadantes de los cultivos de PBMC obtenidos fuera
de la época en la que existian niveles reactivos de pélenes en la atmdsfera

(T2); los resultados de éstas se detallan también en la Tabla-1.

En este caso, la concentracién media de IFN-y detectada en el
sobrenadante de las células no estimuladas de 6,28 Ul/ml. (s.e.m. -+/-
2,18), de 65,05 Ul/ml. (s.e.m. +/- 14,41) en las estimuladas con PHA, y
de 975,18 Ul/ml. (s.eem. +/- 237,92) en las cultivadas con PMA maés

ionomicina.

> Al comparar los datqs anterjores entre si, observamos que no existia
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de IFN-y
observadas en los sobrenadantes de las células no estimuladas (p=0,4209),
ni tampoco en las estimuladas con PMA mas ionomicina (p=0,4593). Por
el contrario, si habia significacién estadistica en la diferencia observada
entre los valores obtenidos para las células estimuladas con PHA

(p=0,0138).

La representacién grafica de estas diferencias la podemos observar

en la Figura-4.

99



odelos Thl ¢ secrecion in vitro de citoguinas en pacientes polinicos 100

|N.S. (p=0,4593) }
Y ————

Figura 4. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IFN-y (Ul/ml)

detectadas en T1 y en T2, a las 24 h. de cultivo.

Los mismos parametros fueron calculados con las concentraciones
de IFN-y detectadas en el sobrenadante de los cultivos celulares, tras 48 h.

de su estimulacién con los mitégenos; dichas concentraciones quedan

detalladas en la Tabla-2.



Belli

Pacientes | Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 10,40 116,37] 242500 255000 3550,00] 6250,00
2 6,90 535/ 87,65 1350,00{ 72500 127500
3 5,14 233,38 8,16/ 450,00| 152500 952500
4 4,50 4,79| 16025  41,89] 287500 102500
5 6,02] 13575 28339] 326,11 310000 4300,00
6 0,00 0,00| 148,88] 400,00| 1550,00] 1275,00
7 0,00 0,00 1150,00{ 1375,00{ 1900,00| 1050,00
8 0,00/ 2078 0,00; 227,43 1075,00] 147500}
9 0,00 1993] 650,00{ 1350,00{ 1550,00] 1050,00
10 0,00 9133] 8025 2920| 162500] 21,02
11 1,87 44,81 18,39] 49,35 450,006 122500
12 0,00 473  1435] 12,64] 40000 700,00
13 0,00 10,11 0,00  1500f{ 117500| 1000,00
14 0,00 0,00 0,00 72500 27500 457500
15 1,96 090 5508{ 131,13 1800,00] 150,00
16 3,11 0,51 19.76] 37000] 27500 250,00
17 1,59 1,68 3,55 72500 2025,00] 192500
18 0,07 133 650,00 0,40{ 3050,00{ 23,00
19 0,69 3,12 517]  92500] 212500| 100000
20 3,86 0,37 4,74 1,30] 750,00 2200,00
21 3,05 0,00 2,36 0,00{ 2250,00] 1275,00
22 0,00 0,00, 10,00 0,72] 312500 850,00
23 0,08 0,00 141,00 0,87 3150,00] 362500
24 23,05 095 300,00 211,00] 6500,00] 182500
25 0,00 1,55 0,00 2,69 220000 675,00

Tabla 2.

Concentracién de IFN-y (U¥ml) en los sobrenadantes a las 48h. de cultivo,

en el grupo de pacientes polinicos.
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> La media de las concentraciones alcanzadas en este caso fue de 2,89
Ul/ml. (s.e.m. +/- 1,00) en el sobrenadante de las células no estimuladas,
248,72 Ul/ml. (s.e.m. +/- 106,13) para las estimuladas con PHA, y 1961,00
Ul/ml. (s.e.m. +/- 273,43) en las estimuladas con PMA e ionomicina, todo

elloenel T1.

> En el T2, la concentracién de IFN-y en el sobrenadante de las células
sin mitégenos, alcanzé niveles medios de 27,91 Ul/ml. (s.e.m. +/- 11,42). En
lo que respecta a las células cultivadas con PHA, la media de las
concentraciones detectadas fue de 434,95 Ul/ml. (s.e.m.‘ +/-127,67), y enel
material obtenido tras la estimulacién con PMA mas ionomicina fue de

1941,76 Ul/ml. (s.e.m. +/- 438,80).

> Como en el caso anterior, para comprobar si existian diferencias entre
T1 y T2, se compararon, desde el punto de vista estadistico, los valores
obtenidos.

De este modo, pudimos observar que la diferencia no era
estadisticamente significativa al considerar los valores obtenidos para las
células cultivadas, tanto en presencia de PHA (p=0,0615), como de PMA mis

ionomicina (p=0,4593) (Figura-5).
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Figura 5. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IFN-y (Ulml)

detectadas en T1 y en T2, a las 48 h. de cultivo.

> Ademas de los célculos anteriores, quisimos estudiar las posibles
variaciones de los resultados si considerabamos, en cada caso, los niveles
maximos de IFN-y alcanzados, ya fueran éstos a las 24 h. o a las 48 h. de

realizar los cultivos de PBMC.

Los datos sufrian algunas variaciones en su distribucién, como puede

observarse en la Tabla-3.
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Pacientes| Cel.-T1 Cel.-T2  PHA-I PHA-2 PMA-1 PMA-2
1 10,40 116,371 2425,00] 2550,00] 3550,00] 6250,00
2 6,90 5,35 87,65] 1350,00 875,001 1275,00
3 5,141 233,38 8,16] 450,00 1525,00] 9525,00
4 5,14 4,79 160,25 41,89] 2875,00{ 1025,00
5 6,02 135,75 283,39 326,11 4400,00; 4300,00
6 0,00 0,00 148,88{ 400,00{ 1550,00{ 1275,00
7 29,30 0,001 1150,00]f 1375,00f 1900,00f 1050,00
8 0,00 20,78 0,00f 227,431 1075,00| 1475,00
9 0,00 19,93 650,00{ 1350,00{ 1550,06} 1050,00

10 0,00 91,33 80,25 29,20} 1625,00 65,95
11 1,87 44,81 18,39 60,74} 450,00 1225,00
12 19,17 6,07 14,35 14,51 400,00 700,00
13 0,00 10,11 0,00 15,00] 1175,001 1000,00
14 1,12 0,00 0,001 725,00] 275,00f 4575,00
15 1,96 0,90 55,08 1‘31,13 1800,00 150,00
16 3,11 0,51 19,76] 370,00 275,001 250,00
17 1,59 1,68 3,55 725,00] 2025,00} 1925,00
18 0,07 1,40 650,00 50,651 3050,00 23,00
19 0,80 3,12 5,17 925,00] 2125,00{ 1000,00
20 3,86 0,39 4,74 1,30 750,00 2200,00
21 3,05 0,00 85,00 0,00] 2250,00f 1275,00
22 0,00 0,00 10,00 0,72] 3125,00] 850,00
23 0,08 0,00 141,00 0,87] 3150,00] 3625,00
24 23,05 0,96 300,00] 211,00f 6500,00f 2150,00
25 0,00 1,55 0,00 2,691 2200,00f 675,00
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Tabla 3.

Concentracién méixima de IFN-y (Ul/ml) en los sobrenadantes de los

cultivos, en el grupo de pacientes polinicos.
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Asi, la concentracion de IFN-y en el sobrenadante de las células
cultivadas sin mitégenos, alcanzaba por término medio valores de 4,93 Ul/ml.
(s.e.m. +/- 1,56) en el T, llegando a 27,97 Ul/ml. (s.e.m. +/- 11,42) en el
T2.

Igualmente, en el caso de las PMBC estimuladas con PHA, los valores
medios alcanzados en T1 fueron de 252,02 Ul/ml. (s.eem. +/- 105,86),
mientras que en T2 eran de 453,33 Ul/ml. (s.e.m. +/- 126,07).

Siguiendo el mismo precedimiento para los datos obtenidos tras la
estimulacién con phorbol-éster més ionomicina, la concentracién media de
IFN-y, en el T1, era de 2019,00 Ul/ml. (s.e.m. +/- 286,00), y de 1956,72

Ul/ml. (s.e.m. +/- 438,49) en el T2.

> Al comprobar si la nueva serie de datos obtenida presentaba diferencias
estadisticamente significativas entre T1 y T2 (Figura-6), encontramos que
s6lamente existia tal diferencia en el caso de las células estimuladas con la
adicién al medio de cultivo de PHA (p=0,0303), siendo su concentracién, por
lo tanto, significativamente mayor en T2. No sucedia lo mismo con las células
sin estimular (p=0,2802), ni con las células estimuladas mediante PMA mais

ionomicina (p=0,3129), en las que la diferencia no fue significativa.
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Figura 6. Comparacién entre las concentraciones maximas de IFN-y (Ul/ml) detectadas

en el sobrenadante de los cultivos, en el grupo de pacientes polinicos.

En una fase posterior del estudio quisimos comprobar si las
diferencias detectadas, y sefialadas en los resultados anteriores, se mostraban

igualmente en los pacientes que estaban recibiendo inmunoterapia:

> Con ese propésito, llevamos a cabo la determinacion de IFN-y en los
sobrenadantes de las células cultivadas con PHA a las 24 h. de cultivo; los

resultados se muestran en la Tabla-4.
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Pacientes | PHA-TI  PHA-T2
1 134,00 222,00
2 0,00 6.10
3 1,80 47,00
4 0,90 180,00
5 0,80 2,80
6 1,10 56,00
7 2,50 169,00
8 1,60 43,00

Tabla 4. Concentracién de IFN-y (U¥/ml.) en los ssbrcxxadéntes a las 24h. de cultivo,

en el grupo de pacientes que recibian inmunoterapia.

> El tratamiento estadistico de esta nueva serie de datos nos mostré que
también existia diferencia estadisticamente signiﬁcativa entre las

concentraciones detectadas en T1 y en T2 (p=0.008).
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Por su parte, los resultados correspondientes al grupo control
mostraron a las 24 h. y 48 h. de cultivo las cifras que se detallan en la

Tabla-5 y en la Tabla-6, respectivamente.

Controles | Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-T1 PHA-T2 PMA-T1 PMA-T2
1 1,35 1,59 38,00 2,31 467,00{ 215,00
2 0,63 0,00 24,00 0,00 584,00 173,00
3 1,75 0,00 2,86 0,00 164,00 475,00
4 0,00 0,00 52,50 0,00 925,00] 2.375,00
5 1,44 0,00 6,02 0,00 1,43 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00/ 3.312,00] 2.507,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 77,00 107,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00 52,00 82,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00f 368,00f 625,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00§ 752,00f 803,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00] 936,00] 1.117,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 856,00 704,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 726,00 628,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00] 608,00f 743,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00} 503,001 432,00

Tabla 5. Concentracién de IFN-y (Ul/ml.) en los sobrenadantes a las 24h. de cultivo,

en el grupo control.
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Controles§ Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-T1 PHA-T2 PMA-T1 PMA-T2
1 1,90 1,46 12,40 2,74} 3.125,00 119,03
2 1,18 0,00 12,90 0,00 750,00 1.425,00
3 1,43 0,00 3,31 8,97t 1.675,00f 625,00
4 0,00 0,00 6,85 3,58} 2.025,00{ 4.275,00
5 12,00 0,00 1,54 0,00 139,80 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00] 1.532,00] 1 .906,Q0
7 0,00 0,00 0,00 0,00 668,001 732,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00 240,001 304,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 504,00] 503,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 460,001 520,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00 2.079,00] 2.304,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00] 1.980,00| 2.120,00

13 0,60 0,00 0,00 0,00} 3.080,00{ 2.840,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00] 15.721,0] 1.704,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 762,00 825,00

Tabla 6. Concentracién de IFN-y (Ul/ml.) en los sobrenadantes a las 48h. de cultivo,

en el grupo control.

La comparacién del T1 y del T2 de los valores citados (Figura-7 y

Figura-8) nos mostr6é que no existian diferencias con significacién estadistica

(p>0,05) entre las concentraciones de IFN-y en los sobrenadantes de los

cultivos celulares del grupo de individuos sanos.



Modelos Thl y Th2 de secrecidn in vitro de citoguinas en pacientes polinicos

N.5.(p=0.8617) F

700

500

300

200

100

N.S. (p=0,1441)

110

Figura 7. Comparacién entre las concentraciones de IFN-y (U¥/ml) detectadas en los

sobrenadantes a las 24 h. de cultivo, en el grupo control.

2500 N.S. (p=0,8647)

Figura 8. Comparacién entre las concentraciones de IFN-y (Ul/ml) detectadas en los

sobrenadantes a las 48 h. de cultivo, en el grupo control.
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Los valores maximos de la concentracién de IFN-y alcanzados por los

controles figuran en la Tabla-7.

Controles} Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-T1 PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 1,90 1,59] 12,40 2,74] 3.125,00] 215,00
2 1,18 0,00 12,90 0,00{ 750,00 1.425,00
3 1,75 0,00 3,31 8,97| 1.67500| 62500
4 0,00 0,00 6,85 3,58| 2.025,00] 4.275,00
5 12,00 0,00 6,02 0,00] 139,00 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00{ 3.312,00{ 2.507,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00{ 66800/ 107,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00[ 240,00 304,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00] 504,00[ 62500
10 0,00 0,00 0,00 0,00 752,00 803,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00| 2.079,00] 2.304,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00] 1.980,00] 2.120,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00] 3.080,00] 2.840,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00] 15.721,0| 1.704,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 762,00 82500

de los cultivos, en el grupo control.

Concentracién mixima detectada de IFN-y (UVml) en los sobrenadantes
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> En este caso, la comparacion entre los valores obtenidos en la época de
polinizacién y fuera de ella, tampoco mostraron diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05) (Figura-9).

N.S. (p=0,6909) &

2500
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1000

N.S. (p=0,0796)

Figura 9. Comparacién entre las concentraciones maximas de IFN-y (Ul/ml) detectadas

en los sobrenadantes de los cultivos, en el grupo control.

> Comparando los datos obtenidos, en cada caso, para los pacientes sin
inmunoterapia y para los controles (Figuras-10, 11 y 12), las diferencias eran

estadisticamente significativas (p<0,05) entre las concentraciones de IFN-y
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obtenidas en células sin estimular tanto a las 24 h. de cultivo como a las 48
h. y, a su vez, tanto en T1 como en T2. Lo mismo ocurrié al comparar los
resultados correspondientes a las células cultivadas en presencia de PHA.
Sin embargo, las diferencias existentes en las concentraciones de IFN-y,
entre pacientes y controles, no se mostraron con significacién estadistica, en
ningan caso, cuando las células habian sido estimuladas con PMA més

ionomicina (p>0,05).

N.S. (p=0,7060)

Figura 10. Comparacién entre las concentraciones de IFN-y (Ul/ml) detectadas en los
sobrenadantes a las 24 h. de cultivo, en el grupo de pacientes y en el grupo

control.
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Figura 11. Comparacién entre las concentraciones de IFN-y (UJ/ml) detectadas en los

sobrenadantes a las 48 h. de cultivo, en los pacientes y en los controles.
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Figura 12. Comparacién entre las concentraciones méximas de IFN-y (Ul/ml)

detectadas en los sobrenadantes de los cultivos, en los pacientes y en los

controles.
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4.2. Interleuquina-4.

En lo que respecta a este mediador, la concentracién detectada en los
sobrenadantes a las 24 h. de cultivo, en el grupo de pacientes atépicos,

aparecen detalladas en la Tabla-§.

> El valor medio de IL-4 en T1, para las células que no fueron estimuladas
por mitégenos fueron de 1,44 pg/ml. (s.e.m. +/- 1,02). Por su parte, fuera de
la época de sintomas, las PBMC no estimuladas presentaron en su

sobrenadante concentraciones medias de 1,24 pg/ml. (s.e.m. +/- 0,74).

> Las células estimuladas con PHA presentaron concentraciones de IL-4
més altas que las anteriores, con una media de 36,4 pg/ml. (s.e.m. +/- 6,47)
en T1, y de 20,0 pg/ml. (s.e.m. +/- 4,74) en T2. Al analizar esta diferencia
desde el punto de vista estadistico, se comprobé que dicha diferencia era

significativa (p=0,0403).

> En el caso de las células que fueron estimuladas con PMA mas

ionomicina, las concentraciones de IL-4 en los sobrenadantes de los cultivos
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Pacientes | Cel.-T1  Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-T1 PMA-T2
1 0,00 0,00 26,00 76,00 200,00 83,00
2 0,00 0,00 31,00 49,00 102,00 33,00
3 0,00 0,00 20,00 0,93 75,00 92,00
4 0,00 0,00 79,00 43,00 40,00 23,00
5 0,00 0,00 73,00 35,00 168,00 121,00
6 0,00 0,00 20,00 50,00 99,00 61,00
7 0,00 0,00 41,00 26,00 117,00 85,00
8 0,00 0,00 29,00 0,00 125,00 74,00
9 0,00 0,00 94,00 53,00 153,00 117,00
10 0,00 0,00 20,00 51,00 275,00 87,00 .
11 0,00 0,00 0,00 0,00 40,00 112,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 29,00 113,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 45,00 96,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 4,21 39,00
15 0,00 0,00 17,00 0,00 83,00 0,00
16 0,00 0,00 3,12 35,00 54,00 3,01
17 0,00 0,00 115,00 0,00 41,00 52,00
18 0,00 0,00 41,00 44,00 87,00 22,00
19 0,00 0,00 30,00 0,00 148,00 66,00
20 0,77 0,00 6,49 0,00 145,00 17,00
21 0,00 8,28 54,00 0,00 235,00 187,00
22 0,00 0,00 13,00 0,00 277,00 124,00
23 0,00 0,00 67,00 6,88 342,00 121,00
24 23,00 14,00 55,00 15,001 1005,00 253,00
25 12,00 9.86 76,00 15,00 73,00 47,00

L1045 2 B s o
= e v

Tabla 8.

e E T
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Concentracién de IL-4 (pg/fml.) en los sobrenadantes a las 24h. de cultivo,

en el grupo de pacientes polinicos.
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mostraron valores medios de 158,48 pg/ml. (s.e.m. +/- 39,30) durante la
época de polinjzacién. Sin embargo, en T2, la concentracién media detectada
fue de 81,12 pg/ml. (s.e.m. +/- 11,54).

Como en el caso anterior, se pudo demostrar la significacion estadistica

de esa diferencia (p=0,0043) (Figura-13).

Figura 13. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IL-4 (pg/ml)

detectadas en T1 y en T2, a las 24 h. de cultivo.
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Del mismo modo, se analizaron los datos correspondientes al
sobrenadante de los cultivos, una vez transcurridas 48 h. tras la estimulacién

con los mitégenos (Tabla-9).

> En el caso de las células no estimuladas, la concentracién media de IL-4
fue de 0,28 pg/ml. (s.e.m. +/- 0,28) en T1, mientras que en T2 alcanzé valores
medios de 0,76 pg/ml. (s.e.m. +/- 0,76). Como ocurria en el caso de las
concentraciones detectadas a las 24 h. de cultivo para las células no
estimuladas con mitégenos, no habia suficientes determinaciones con valores
distintos de O para poder llevar cabo un anilisis estadistico de la diferencia
existente entre T1 y T2.

> En lo que respecta a las células estimuladas con PHA, la media de las
concentraciones de IL-4, en el T1, fue de 28,6 pg/ml. (s.e.m. +/- 5,94),
mientras que en el T2 de 16,96 pg/ml. (s.e.m. +/- 3,96). Esta diferencia entre
las medias no se mostré significativa tras su analisis estadistico (p=0,0859).
> Si atendemos a los valores obtenidos para las células cultivadas en
presencia de PMA y de ionomicina, la media de las concentraciones detectadas
en el T1 alcanzé los 100,36 pg/ml. (s.e.m.=15,68), mientras que en T2 fue de
71,24 pg/ml. (s.e.m.=10,62). La diferencia existente entre ambas series (T'1

y T2) si result6 ser estadisticamente significativa (p=0,0238).
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Pacientes § Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
i 0,00 0,00 35.00 63,00 176,00 87,00
2 0,00 0,00 24,00 41,00 62,00 34,00
3 0,00 0,00 13,00 2,95 67,00 80,00
4 0,00 0,00 40,00 14,00 31,00 20,00
5 0,00 0,00 41,00 24,00 145,00 90,00
6 0,00 0,00 5,87 13,00 42,00 44,00
7 0,00 0,00 41,060 20,00 133,00 55,00
8 0,00 0,00 12,00 0,00 84,00 71,00
9 0,60 0,00 33,00 22,00 124,00 121,00
10 0,00 0,00 19,00 47,00 161,00 61,00
11 0,00 0,00 0,00 2,89 23,00 128,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 12,00 99,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 35,00 163,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 2,30

15 0,00 0,00 0,00 0,00 61,00 0,00
16 0,00 0,00 3,67 51,00 46,00 0,00
17 0,00 0,00 137,00 0,00 39,00 72,00
18 0,00 0,00 48,00 48,00 70,00 27,00
19 0,00 0,00 30,00 0,77 106,00 62,00
20 0,00 0,00 11,00 2,45 116,00 6,49
21 0,00 0,00 50,00 0,00 149,00 115,00
22 0,00 0,00 60,00 38,00 201,00 91,00
23 0,00 0,00 58,00 13,00f 248,00 113,00
24 6,81 0,00 19,00 1,91 323,00 212,00
25 0,00 19,00 34,00 19,00 54,00 28,00

B
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Concentracién de IL-4 (pg/ml.) en los sobrenadantes a las 48 h. de cultivo,

en el grupo de pacientes polinicos.
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Una representacién grifica de las concentraciones medias de IL-4

halladas a las 48 h. de cultivo, podemos observarla en la Figura-14.

:

Figura 14. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IL-4 (pg/ml)

detectadas en T1 y en T2, a las 48 h. de cultivo.

Como en el caso del IFN-y, también quisimos hacer un analisis
estadistico de los resultados obtenidos, considerando tnicamente las

concentraciones maximas de IL.-4 alcanzadas en cada caso, sin tener en cuenta
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si dichas concentraciones se alcanzaban a las 24 h. o a las 48 h. del cultivo.
Esta perspectiva nos proporcioné una nueva serie de datos, algo diferente a las

anteriores (Tabla-10).

> La media de las concentraciones maximas de IL-4 en el sobrenadante
de las células no estimuladas, en el T1, fue de 1,44 pg/ml. (s.e.m.=1,02);

mientras que, en T2, esa media fue de 1,28 pg/ml. (s.e.m.=0,73).

> En el caso de las células estimuladas con PHA, esta nueva orientaciéon
de los datos nos mostré una media de las concentraciones de IL-4, en el T1,

de 34,84 pg/ml. (s.e.m.=6,93), y de 30,04 pg/ml. (s.e.m.=5,36) en el T2.

> Por su parte, los sobrenadantes de las células que se cultivaron en
presencia de phorbol-éster mas ionomicina, mostraron una concentracion
media de 1L-4 de 159,12 pg/ml. (s.e.m.=39,28) en el T1, y de 85,8 pg/ml.

(s.em.=11,97) en el T2.
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Pacientes| Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 0,00 0,00 35,00 76,00 200,00 87,00
2 0,00 0,00 31,00 49,00 102,00 34,00
3 0,00 0,00 20,00 2,95 75,00 92,00
4 0,00 0,00 79,00 43,00 40,00 23,00
5 0,00 0,00 73,00 35,00 168,00 121,00
6 0,00 0,00 26,00 50,00 99,00 61,00
7 0,00 0,00 41,00 26,00 133,00 85,00
8 0,00 0,00 29,00 0,00 125,00 74,00
9 0,00 0,00 94,00 53,00 153,00 121,00

10 0,00 0,00 20,00 51,00 275,00 87,00
11 0,00 0,00 0,00 2,89 40,00 128,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 29,00 113,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 45,00]- 163,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 4,21 39,00
15 0,00 0,00 17,00 0,00 83,00 0,00
16 0,00 0,00 3,67 51,00 54,00 3,01
17 0,00 0,00 137,00 0,00 41,00 72,00
18 0,00 0,00 48,00 48,00 87,00 27,00
19 0,00 0,00 30,00 0,77] - 148,00 66,00
20 0,77 0,00 11,00 2,45 145,00 17,00
21 0,00 8,28 54,00 0,00 235,00 187,00
22 0,00 0,00 60,00 38,00 277,00 124,00
23 0,00 0,00 67,00 13,00 342,00 121,00
24 23,00 14,00 55,00 15,00 1005,00 253,00
25 12,00 9,86 76,00 19,00 73,00 47,00

Tabla 10.

L N T

Concentracién mixima de IL-4 (pg/ml.) detectada en los sobrenadantes de

los cultivos, en el grupo de pacientes polinicos.
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» Al realizar el tratamiento estadistico de esa nueva serie de datos,
pudimos observar que la diferencia existente entre las concentraciones
maximas detectadas de IL-4 en el Tl y en el T2 (Figura-15), era
estadisticamente significativa en el caso de las concentraciones obtenidas
tras la estimulacién con PMA mas ionomicina (p=0,0098), pero no en el
caso de las células no estimuladas (p=0,1007), ni en el de las células

cultivadas en presencia de PHA (p=0,9584).
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Figura 15. Comparacién entre las medias de las concentraciones miximas de I1-4
(pg/ml) detectadas en T1 y en T2, en los cultivos del grupo de pacientes

polinicos.



F. ] Mujioz Bellido 125

Como expusimos anteriormente en los resultados referidos al [FN-y,
quisimos comprobar si la diferencia que aparecia en los pacientes atopicos
sin inmunoterapia se ponia también de manifiesto en aquellos que recibian
tratamiento con inmunoterapia. Por ello, determinamos la concentracion
de IL-4 que habia en los sobrenadantes de las células cultivadas en

presencia de PMA e ionomicina, a las 24 h. de cultivo (Tabla-11).

Pacientes § PMA-T1 PMA-T2
I 87,50 107,00
2 196,00 141,00
3 178,00 136,00
4 4,90 45,00
5 97,00 81,00
6 92,00 56,00
7 170,00 112,00
8 213,00 181,00

Tabla 11. Concentracién de IL-4 (pg/ml.) detectada a las 24 h. en los sobrenadantes

de los cultivos, en el grupo de pacientes atépicos con inmunoterapia.

En este caso, no se encontré diferencia estadisticamente significativa
entre T1 y T2 (p>0,05), al contrario de lo que vimos anteriormente que

ocurria en los pacientes atépicos sin inmunoterapia.
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Los valores de IL-4 obtenidos a partir de los sobrenadantes de los

cultivos en el grupo control fueron sometidos al mismo ordenamiento y al

mismo tratamiento estadistico que en el grupo de pacientes atépicos.

> Los valores a las 24 h. del cultivo se muestran en la Tabla-12. En

este caso, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al

comparar los valores del T1 y los del T2 (Figura-16), ni en las células

cultivadas en presencia de PHA (p=0,1380), ni en las que lo fueron en

presencia de PMA e ionomicina (p=0,1728).

Controles) Cel.-T1  Cel.-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 0,00 0,00 40,00 0,00 119,00 22,00
2 0,00 0,00 33,00 0,00 114,00 55,00
3 0,00 0,00 18,00 22,00 79,00 126,00
4 0,00 0,00 3,37 0,00 13,00 50,00
5 0,00 0,00 9,80 0,00 116,00 50,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00 182,00 170,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 158,00 162,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00 57,00 58,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 73,00 23,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00 126,00 67,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00 160,00 126,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 161,00 170,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 141,00 126,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 110,00 120,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 125,00 142,00

Tabla 12.

R

55 UG

Concentracién detectada de I1-4 (pg/ml.) a las 24 h. en los sobrenadantes

de los cultivos, en el grupo control.
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Figura 16. Comparacién entre las concentraciones de IL-4 (pg/ml) detectadas en T1

y en T2, a las 24 h. de cultivo, en el grupo control.

> Las concentraciones de IL-4 que se detectaron en este grupo al cabo
de 48 h. de cultivo (Tabla-13), tampoco mostraron diferencias con
significacién estadistica entre el T1 y el T2 (Figura-17), siendo p=0,4652
en el caso de células estimuladas con PHA, y p=0,7332 en el de las
estimuladas con PMA maés ionomicina.

En las células no estimuladas con mitégenos, tanto a las 24 h. como
a las 48 h. de cultivo, no se detectaron suficientes valores distintos de O,

como para permitir el analisis estadistico de las diferencias.
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Controles §} Cel.-T1  Cel.-T2 PHA-T1 PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 0,00 0,00 3,37 0,00 99,00 25,00
2 0,00 0,00 43,00 0,00 76,00 42,00
3 0,00 0,00 8,20 29,00 56,00 94,00
4 0,00 0,00 2,45 0,00 10,00 41,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 82,00 41,00
6 0,06 0,00 0,00 0,00 120,00 158,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 145,00 170,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00 56,00 62,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 55,00 21,00

10 0,00 0,00 0,00 0,00 133,00 74,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00 117,00 122,00
12 0,00 0,00 0,00 0,00 160,00 193,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 119,00 102,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 118,00 132,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 140,00 153,00

Tabla 13. Concentracién detectada de IL-4 (pg/ml.) a las 48 h. en los sobrenadantes

de los cultivos, en el grupo control.
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Figura 17. Comparacién entre las concentraciones de IL-4 (pg/ml) detectadas en T1

yen T2, a las 48 h. de cultivo, en el grupo control.

> En lo que respecta a los valores maximos de IL-4 detectados en el
grupo de individuos sanos (Tabla-14), la comparacién entre las
concentraciones obtenidas en el T1 v en el T2, no mostraron diferencias
con significacion estadistica, ni en el caso de las células estimuladas con
PHA (p=0,2249), ni en de las que lo fueron com PMA mas ionomicina

(p=0,2219) (Figura 18).

129
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En cuanto a las células que no fueron estimuladas por la accién de

los mitégenos, no habia suficientes determinaciones distintas de O para

permitir el tratamiento estadistico de la posible diferencia.

Controles| Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-T1 PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
1 0,00 0,00 40,00 0,00 11900 2500
2 0,00 0,00 43,00 0,00/ 114,00 55,00
3 0,00 0,00 18,00 29,00 79,00 126,00
4 0,00} 0,00 3,37 0,00 13,00 50,00
5 0,00 0,00 9,80 0,00 116,00 50,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00 182,00/ 170,00
7 0,00 0,00 0,00 000 "15800{ 170,00
8 0,00 0,00 0,00 0,00 57,00 62,00
9 0,00 0,00 0,00 0,00 7300 23,00
10 0,00 0,00 0,00 0,00[ 133,00, 74,00
11 0,00 0,00 0,00 0,00| 160,00 126,00
12 0,00} 0,00 0,00 0,00/ 161,00 193,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00{ 141,00 126,00
14 0,00 0,00 0,00 0,00 118,00 132,00
15 0,00 0,00 0,00 0,00 140,00 153,00

Tabla 14.

A R T e

Concentracién mixima de IL-4 (pg/ml.) detectada en los sobrenadantes de

los cultivos, en el grupo control.
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Figura 18. Comparacién entre las concentraciones maximas de I1-4 (pg/ml) detectadas

en T1 y en T2, en el grupo control.

Finalmente, quisimos comprobar la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de IL-4 obtenidos en el
grupo de pacientes atépicos y los obtenidos en el grupo control, en cada

serie de datos (Figuras-18, 19 y 20).

> De esta forma, pudimos observar que no habia diferencias con
significacién estadistica (p>0,05), entre pacientes y controles, en los casos

de las células no estimuladas con mitégenos. Esto era asi, ya fueran
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determinaciones llevadas a cabo a las 24 h. de cultivo, a las 48 h. del
mismo, o fueran los valores maximos detectados, tanto en el T1 como en

el T2.

» Por el contrario, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, al comparar las concentraciones de IL-4 en pacientes y
controles, detectadas en los sobrenadantes de las células estimuladas con
PHA, tanto a las 24 h. del cultivo (T, p=0,0007; T2, p=0,0022), como
alas48 h. (T1, p=0,0004); T2, p=0,0003), o al considerar unicamente las

concentraciones maximas (T1, p=0,002; T2, p=0,0001).

Figura 19. Comparacién entre las concentraciones de IL-4 (pg/ml) detectadas a las

24h. de cultivo, en el grupo de pacientes y en el grupo control.
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> Los resultados de esta comparacién entre el grupo de pacientes y el
grupo control, para los datos correspondientes a las células estimuladas con
PMA mas ionomicina, mostraron diferencias con significacién estadistica
en los datos obtenidos a las 24 h. en el T1 (p=0,0212), pero no en el T2
(p=0,5296). Tampoco hubo diferencia significativa, desde el punto de
vista estadistico, en los valores obtenidos a las 48 h. del cultivo, tanto en
el T1 (p=0,0521) como en el T2 (p=0,9221), ni en los correspondientes

a los valores maximos detectados (T1, p=0,0556; T2, p=0,5573).

( N.s. (p=0,0521) E

Figura 20. Comparacién entre las concentraciones de IL-4 (pg/ml) detectadas a las

48h. de cultivo, en el grupo de pacientes y en el grupo control.
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fa P i e e T R e B s

Figura 21. Comparacién entre las concentraciones miximas de IL-4 (pg/ml) detectadas

en los sobrenadantes de los cultivos, en el grupo de pacientes y en el grupo

control.
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4.3. Interleuquina-5.

Finalmente, llevamos a cabo la determinacion de las concentraciones
de IL-5 en el sobrenadante de los cultivos, tanto en pacientes como en
controles, a las 48 h. de su estimulacién con los mitégenos

correspondientes. Los valores obtenidos figuran detallados en la Tabla-15.

> En lo que concierne al grupo de pacientes atOpicos sin
inmunoterapia, la concentracién de IL-5 en las células que dejamos sin
estimular por mitégenos alcanzé un valor medio de 1,08 pg/ml. (s.e.m. +/-
0,46) en el T1, mientras que en el T2 la concentracién media fue de 0,32
pg/ml. (s.e.m. +/- 0,25).

Desde el punto de vista estadistico, esa diferencia entre las
concentraciones medias de ambos tiempos se mostré como no significativa

(p=0,1041) (Figura-22).

> Las concentraciones de IL-5 detectadas en los sobrenadantes de las
células cultivadas en presencia de PHA, tuvieron en el T1 una media de
65,76 pg/ml. (s.e.m. +/- 12,34); mientras que en el T2 esa media fue de

45,60 pg/ml. (s.e.m. +/- 10,29).
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Pacientes § Cel.-T1 Cel.-T2 PHA-T! PHA-T2 PMA-T1 PMA-12
1 0,00 0,00 95.00 80,00 107,00 0,00
2 5,68 0,00 66,00 7,43 99,00 11,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 18,00 38,00
4 0,00 0,00 169,00 61,00 123,00 32,00
5 0,47 0,141 209,00 140,001 472,00 128,00
6 7,76 0,00 91,00 25,00 146,00 23,00
7 0,0C 0,00 95,00 72,00 47,00 22,00
8 3,25 5,61 0,82 176,00 88,00/ 398,00
9 0,00 0,00 44,00 72,00 54,00 53,00
10 4,64 2,22 86,00 6,39 90,00 25,00
11 0,13 0,00 66,00 0,00 40,00 57,00
12 0,00 0,00 23,00 1,18 36,00 185,00
13 0,00 0,00 2,90 6,09 44,00 43,00
14 0,00 0,00 0,00 13,00 16,00 0,00
15 0,47 0,00 3,59 82,00 106,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 48,00 84,00 0,00
17 0,00 0,00f 201,00 158,00 19,00 8,47
18 0,00 0,00 90,00 61,00 22,00 0,00
19 0,00 0,00 3,56 11,00 14,00 25,00

20 0,00 0,00 99,00 37,00 33,00 14,00
21 5,40 0,00 68,00 0,00 87,00 124,00
22 0,00 0,00 111,00 62,001 367,00 269,00
23 0,00 0,00 58,00 22,00{ 206,00 112,00
24 0,00 0,00 61,00 0,00} 205,00 17,00
25 0,00 0,00 0,00 0,00 60,00 3,69

Tabla 15.

i
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Concentracién de IL-5 (pg/ml.) detectada a las 48 h. en los sobrenadantes

de los cultivos, en el grupo de pacientes polinicos.
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> En el caso de las células estimuladas con PMA e ionomicina, la
concentracién media de IL-5 en el T1 fue de 103,32 pg/ml. (s.e.m. +/-
22,01); en el T2, la media alcanzé valores de 63,52 pg/ml. (s.e.m. +/-
19,22).

Al analizar la posible significacién estadistica de esas diferencias
(Figura-22), encontramos gue, tanto en el caso de la estimulacién con PHA,
como en la estimulacién por PMA mas ionomicina, la diferencia entre las
concentraciones en el T1 y en el T2, se mostraron como estadisticamente

significativas (PHA, p=0,0288; PMA, p=0,0057).

Figura 22. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IL-5 (pg/ml)

detectadas a las 48 h. en T1 y en T2, en los pacientes sin inmunoterapia.
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Como en las citoquinas anteriores, utilizamos los cultivos del grupo
de pacientes atépicos que recibian inmunoterapia para comprobar si se
daban las mismas diferencias observadas en los pacientes sin tratamiento

inmunoterapico.

> En ese sentido, determinamos las concentraciones de IL-5 en los
cultivos estimulados con PMA més ionomicina (Tabla-16).
La media alcanzada en T1 fue de 279,50 pg/ml (s.e.m.+/- 124,506),

mientras que la de T2 fue de 135,90 pg/ml (s.e.m.+/- 36,26).

Pacientes § PMA-TI PMA-T2
1 42,00 89,00
2 1.109,00 278,00
3 94,00 125,00
4 95,00 2,00
5 108,00 3,20
6 174,00 150,00
7 388,00 245,00
8 226,00 195,00
Tabla 16. Concentracién de IL-5 (pg/ml.) detectada a las 48 h. en los sobrenadantes

de los cultivos, en el grupo control.
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> El tratamiento estadistico nos mostré que la diferencia exitente entre
ambas series no era lo suficientemente grande como para excluir que se sélo

se deba al azar (p>0.05).

La misma sistematica que con los pacientes sin inmunoterapia, se
llevé a cabo con los datos obtenidos de los cultivos celulares del grupo

control (Tabla-17).

> En dicho grupo, la media de las concentracipngs en el Tl de las
células sin estimular fue de 1,40 pg/ml. (s.e.m. +/- ll ,01), siendo en el T2
de 2,60 pg/ml. (s.e.m. +/- 1,33).

> Los calculos correspondientes a las células estimuladas con PHA,
mostraron una concentracion media de IL-5, en el TI, de 3,60 pg/ml.
(s.e.m. +/- 2,14), yde 8,27 pg/ml. (s.e.m. +/- 5,095 enel T2.

> En cuanto a las células que fueron cultivadas en presencia de PMA
mas ionomicina, las concentraciones de IL-5, en el T1, presentaron un
valor medio de 85,93 pg/ml. (s.e.m. +/- 14,60); en el T2, esa concentracion

media fue de 107,27 pg/ml. (s.e.m. +/- 14,49).
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Controles | Cel.-TI ~ Cel-T2 PHA-TI PHA-T2 PMA-TI PMA-T2
i 1500 000 3000 0,00 145,00 000 I
2 14,00 0,00{ 71,00 690 18600{ 5400 &
3 539|000 2300, o000 7.67] 2500 E
4 4,64 690 000 2300 2200 7800
5 000| 1400 o000l 2400 4100 6000
6 0,00 000 000 0,00{ 15800 17500

7 0,00 000 0,00 0,00 153,00{ 170,00

8 0,00 000 000 000[ 6300 14,00

9 0,00 000 0,00 000 81,000 57,00

10 000| 000 000 0,00 10900 97,00

1 0,00 000, 0,00 0,00 172,00] 174,00

12 000 000 000 000 7500 54,00

3 0,00 000 000 000 14300 123,00

14 000 000 000 0,00[ 11200{ 106,00

15 000 o000 000 0,00 141,00 102,00

Tabla 17. Concentracién de IL-5 (pg/ml.) detectada a las 48 h. en los sobrenadantes
de los cultivos, en el grupo control.
> Como en casos anteriores, quisimos determinar la posible

significacion estadistica de las diferencias existentes entre los valores de T1
y los de T2 (Figura-23).
De esta forma, pudimos comprobar que el grupo control no

presentaba concentraciones de IL-5 estadisticamente diferentes entre el T1
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y el T2; y esto era asi, tanto para las células no estimuladas (p=0,4164),
como para las que lo fueron con PHA (p=0,4164), o las que se cultivaron

en presencia de PMA mas ionomicina (p=0,1725).

e fN.s. ®=0,1725) &
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Figura 23. Comparacién entre las medias de las concentraciones de IL-5 (pg/ml)

detectadas a las 48 h. en T'1 y en T2, en el grupo control.

Finalmente, para completar el anilisis estadistico de los datos
obtenidos sobre la secrecion de IL-5, comparamos los wvalores

correspondientes del grupo de pacientes atépicos con los del grupo control

(Figura-24).
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> En este punto, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas al considerar los valores obtenidos para las células no
estimuladas, ya fueraen el T1 (p=0,5197) o en el T2 (p=0,5281).

> En las que se cultivaron en presencia de PHA, las diferencias si se
mostraron con significacion estadistica, tanto en el T1 (p=0,0003) como
en el T2 (p=0,0002).

> Respecto a las que se estimularon con PMA mais ionomici‘na, la

diferencia si se mostr6 significativa, desde el punto de vista estadistico, en

el T1 (p=0,0439), pero no asi en el T2 (p=0,2296).

Figura 24. Comparacién entre las concentraciones de IL-5 (pg/ml) detectadas en los
sobrenadantes a las 48 h. de cultivo, en el grupo de pacientes y en el grupo

control.
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4.4. Analisis de correlacion entre las variables.

Para valorar la existencia de factores comunes que incidieran sobre
la secrecion de IL-5 e IL-4, estudiamos la poéible correlacién existente entre
los datos obtenidos para ambas interleuquinas en el grupo de pacientes
atopicos.

Dado que en el caso de la IL-5 sélo disponiamos de sus
concentraciones a las 48 h. del cultivo y estimulacién de las células, se
aplico el calculo del coeficiente de correlacién de Spearman, tanto entre la
IL-5 con respecto a la IL-4 determinada a las 24 h., como de aquélla con

respecto a la IL-4 que se objetivé a las 48 h. del cultivo.

» En el primer caso (IL-5 a las 48 h., frente a IL-4 a las 24 h.), sélo
sOlo apareci6 una correlacion positiva débil (p=0,474), pero significativa
desde el punto de vista stadistico (p=0,0203), en los valores obtenidos a
partir de los cultivos de células estimuladas con PHA, durante T1 (Figura-
25). No fue asi para el T2 con ese mismo mitégeno, ni en los casos de
estimulacién con PMA mas ionomicina, o de las células cultivadas en

ausencia de mijtégenos (p>0,05).
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Figura 25. Correlacién entre las concentraciones de IL-5 y las de IL-4 en T1, en el
grupo de pacientes polinicos.
> En el segundo caso, comparando los valores de ambas variables

obtenidos a las 48 h. de cultivo, tampoco se observd una correlacién
estadisticamente significativa entre las concentraciones aparecidas cuando
utilizabamos la estimulaciéon con PMA. No obstante, si se mostré con
significacién estadistica (p=0,0048) la correlacién positiva (p=0,576) que
aparecié entre las concentraciones detectadas cuando las células eran

cultivadas en presencia de PHA en el T1 (Figura-25).

144
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> Los resultados anteriores son similares a los que obteniamos si
comparabamos los valores de IL-5 con los valores maximos de IL-4, ya
fueran a las 24 h. o a las 48 h. del cultivo. De esta forma, s6lo aparecia una
correlaciéon positiva (p=0,429), estadisticamente significativa (p=0,0357),
entre las concentraciones de IL-5 y de IL-4 de células estimuladas con

PHA, enel T1.



5. DISCUSION
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Ya hemos expuesto, a lo largo de la introduccién de este trabajo, las
peculiaridades que presenta la respuesta inmune de los individuos atépicos, los
cuales se encuentran genéticamente predeterminados hacia la sensibilizacion
frente a uno o mas epitopes determinados.

Recordemos que esa respuesta, basada fundamentalmente en la
secrecion de IgE, presenta un caracter francamente heterogéneo 4659 Dicha
variabilidad se manifiesta tanto en la clinica que exhiben los pacientes, como
en la respuesta a nivel celular, presentando las células de su sistema inmune

diferencias en cuanto a su capacidad para la secrecién de citoquinas.

Sin embargo, a pesar de esa heterogeneidad, los individuos alérgicos
presentan peculiaridades en su sistema de respuesta inmunolégica que los

hacen distinguibles de los sujetos sanos.

Aunque algunos autores ¥ consideran que, en los pacientes atépicos,
no existe una correlacién significativa entre la sintesis de IgE y el balance
existente entre las secreciones de IL-4 y de IFN-y, parece suficientemente
probado el papel regulador primordial que estas citoquinas desempenan en

dicha sintesis 1%,
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Igualmente, diversos autores han puesto de manifiesto que las células
T de los sujetos atdpicos experimentan de forma preferente una diferenciacion
hacia el fenotipo Th2 de secreciéon de linfoquinas, en respuesta a diversos

antigenos (%7 %%,

En nuestro estudio hemos querido estudiar esa diferente capacidad de
los individuos atépicos para segregar citoquinas. En este sentido, queremos
destacar la significacion estadistica de las diferencias encontradas al comparar
las concentraciones de las diferentes citoquinas, entre el grupo de pacientes
atopicos sin inmunoterapia y el grupo de voluntarios sanos.

En esta primera aproximacién a los resultados valoramos las diferencias
entre Jos dos grupos de poblacién seleccionados y no las que pudiera haber en
cada uno de ellos entre T1 y T2.

Los resultados obtenidos presentan, a nuestro juicio, varios puntos
destacables. Por un lado, vemos que la concentracién de IL-4 encontrada en
el sobrenadante de las células no estimuladas no se diferenciaba de forma
significativa entre pacientes atépicos y controles sanos.

Sin embargo, la diferencia si se hacia estadisticamente significativa al
comparar los resultados obtenidos tras la estimulacién con PHA, en cualquiera

de las determinaciones.
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Por su parte, las diferencias encontradas tras la estimulacién con PMA
e jonomicina mostraban una significacion estadistica menos uniforme. En el
T1 la diferencia fue estadisticamente significativa en las muestras recogidas a
las 24 h. de cultivo, y no alcanzé la significacién estadistica al comparar los
valores obtenidos a las 48 h. de cultivo, al igual que ocurrié considerando los
valores maximos detectados entre las 24 h. y las 48 h..

Sin embargo, en las células estimuladas con PMA mas ionomicina,
nunca hubo significacién estadistica en las diferencias entre pacientes y

controles en las concentraciones de 1L-4 detectadas en T2.

En lo que respecta a las concentraciones de IL-5, vemos un
comportamiento de los resultados semejante al que hemos comentado para la
[L-4, en cuanto a la comparacién entre los valores del grupo de pacientes y del
grupo control. Es decir, no aparecieron diferencias significativas si atendemos
a las PMBC no estimuladas con mitégenos, pero si hubo significacion
estadistica en las diferencias, cuando las células habian sido cutivadas en
presencia de PHA, tanto en el T1 como en el T2. Mientras tanto, tras la

estimulacién con PMA mas ionomicina, sélo fue significativa en T1 .
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Este comportamiento similar en Ja secrecion de IL-4 y de IL-5, como era
de esperar, nos sugiere una interrelacién en la secrecion de ambas citoquinas,

al menos en los sujetos atdpicos.

Si nos fijamos en los resultados correspondientes al IFN-y, aparecen
diferencias estadisticamente significativas en casos distintos a los resefiados
anteriormente para la IL-4 y de la IL-5.

Concretamente, aparecieron diferencias con significacion estadistica en
las PMBC no estimuladas con mitégenos y en las estimuladas con PHA, tanto
en T1 como en T2.

Sin embargo, las células cultivadas en presencia de PMA mas
lonomicina, no presentaron diferencias significativas, desde el punto de vista
estadistico, en ningin caso.

Los resultados mas sorprendentes son los que nos muestran niveles de
secrecion de IFN-y mas altos en pacientes atépicos que en sujetos sanos, en
contradiccién con otros trabajos publicados anteriormente *- %),

Un reciente estudio de Ewan et al (%, sefiala que los pacientes atdpicos

muestran un defecto generalizado en la produccién de IFN-y, no relacionado

con a respuesta al alergeno.
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Nosotros, en este estudio, no hemos podido poner de manifiesto ese
defecto de produccion, si bien tanto las células no estimuladas como aquellas
que lo fueron con PHA mostraron niveles bajos de secrecién de IFN-y. Este
hecho, aunque necesitaria una adecuada comprobacién, podria indicarnos que

el tipo de estimulacién utilizado tiene diferente efectividad segiin actie en

células Thl o Th2.

Por lo tanto, a la vista de esos resultados, podemos decir que las células
con fenotipo de secrecién Th2 se comportan de forma semejante en pacientes
atopicos sin inmunoterapia y en individuos sanos, siempre que se mantienen
libres de estimulos en su microambiente, independientemente de que los
individuos, en el momento de extraccién de las muestras, estuvieran o no
sometidos a una estimulacién alergénica ambiental.

De acuerdo con esto, no podemos decir que exista un nivel basal de
secrecion de citoquinas con fenotipo Th2 en las PBMC de los pacientes

atopicos, in vitro.

Ese comportamiento cambia en el momento en que sometemos a las
PBMC a algan estimulo, como la adicién de PHA a su medio de cultivo. Asi,

las células del grupo de pacientes atépicos muestran en sus sobrenadantes
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concentraciones superiores tanto de 1L-4 como de IL-5, que las células
procedentes de los individuos sanos.

Ademés, esa particularidad se pone de manifiesto tanto en la época en
la que los pacientes estan sometidos a una estimulacién ambiental, como fuera
de ella.

Por lo tante, esa seria una condicién que no dependeria, al menos
exclusivamente, del grado de exposicién alergénica ambiental de los

individuos.

La respuesta a la estimulacién con PMA mas ionomicina es menos
concluyente a la hora de establecer un patrén de comportamiento de las
células Th2, pero nos sugiere que la respuesta de esta subpoblacién de células
a dicha estimulacién tiende a ser mayor en los individuos atépicos que en los
que no lo son, Gnicamente cuando existe una estimulacién alergénica
ambiental (T1).

No obstante, los resultados de los estudios realizados en este campo
muestran resultados no del todo concordantes. En un reciente trabajo, Mori
et al ), estudiando el estimulo producido por la combinacién de un éster de
phorbol y un ionéforo de calcio en cultivos de PMBC de sujetos atépicos,

observan que no existen diferencias entre estos e individuos sanos, en su
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capacidad para producir IL-4 e IFN-vy, pero si en lo referente a la IL-5. Sin
embargo no sabemos las condiciones ambientales alas que estaban sometidos

los individuos objeto del estudio.

En este punto, a la hora de encontrar alguna razén que justifique el
comportamiento heterogéneo de la estimulacién con PMA mas ionomicina,
sin ser concluyentes, los resultados nos sugieren que en T1 habria un efecto
facilitador de la exposicion alergénica ambiental en los pacientes, mientras que
en T2 ese efecto favorecedor no existiria.

Otros autores ** ya han sugerido con anterioridad la existencia de ese
efecto primming para explicar la distinta resbuesta que se observa en los sujetos

monosensibles frente a los polisensibilizados.

Por otra parte, vemos que en los niveles de IL-4 la significacion
estadistica se pierde después de las primeras 24 h. lo que nos hace pensar que
ese efecto facilitador es maximo en esas primeras 24 h. para luego ir
decreciendo a lo largo del tiempo, al menos si no se repite la estimulacion.

De todas formas para poder establecer resultados mas concluyentes en
este aspecto, seguramente haria falta un estudio mas amplio de las curvas

concentracién/tiempo, para cada citoquina.
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A su vez, el comportamiento que se observa en las células con fenotipo
de secrecién Thl, pone de manifiesto que no haria falta ningtn tipo de
estimulacién para que haya diferencias en la secrecién de IFN-y entre atopicos
e individuos sanos, tanto en presencia como en ausencia de estimulaciéon
alergénica ambiental de los individuos.

Esto nos conduce a pensar que, en nuestro caso, las células con fenotipo
Thl muestran un nivel basal de secrecién de IFN-y mayor en los individuos
atopicos que en los individuos no atépicos. Aunque pueda parecer que esto
entra en contradiccién con la preferente diferenciacion de las células T hacia
un fenotipo de Th2 en los sujetos atépicos, no lo es tanto si pensamos que esa
preferencia no seria otra cosa que un disbalance en la respuesta frente a
determindos antigenos.

La respuesta de estas células Th1 a la estimulacién con PHA, también
se muestra diferente entre sujetos atopicos e individuos sanos, siendo mayor
en los primeros, ya sea en época de estimulacién alergénica del individuo o
fuera de ella. Sin embargo, la estimulacién mediante PMA mas ionomicina no
establece diferencias con significacién estadistica entre las concentraciones de

IFN-y detectadas en el grupo de pacintes y en el grupo de voluntarios sanos,



__F.J. Mufioz Bellido 155

tanto durante la época en que existian niveles reactivos de alergenos en el
ambiente como fuera de ella.

La respuesta diferente ante las dos vias de estimulacion utilizadas nos
induce a pensar que esta subpoblacién Thl inhibiria de alguna forma su
respuesta en los individuos sanos, desapareciendo esta barrera cuando la
estimulacién incide en las rutas intracitoplasmaticas de activacién, evitando
la senal del receptor. Esto seria asi, segin los resultados obter{idos, sin
perjuicio de que la respuesta en los individuos atopicos varie segin se
encuentren o no, bajo una estimulacién alergénica ambiental, como veremos
mas adelante.

En concordancia con lo publicado anteriormente por otros autores >,
los resultados de nuestro estudio también sugieren la condicién heterogenea
de la enfermedad atépica .

Dicha heterogeneidad se pone de manifiesto si observamos la dispersion
de los datos referentes a las concentraciones de los diferentes factores solubles,
lo cual nos viene a confirmar que no todos los individuos atépicos responden

de la misma forma ni con la misma intensidad frente a un estimulo concreto.
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No obstante, en nuestro caso, la dispersién es menos valorable al
tratarse de muestras pequefias en las que este tipo de medidas pierden

fiabilidad.

Un aspecto que queremos destacar de nuestro estudio, es que los
estimulos utilizados tienen mecanismos diferentes de actuacién sobre los
linfocitos, a la hora de poner en marcha la respuesta inmune. Asi, mientras la
PHA actia a nivel de la superficie celular, poniendo en marcha el mecanismo
de respuesta desde sus fases mas iniciales, la combinacién de PMA mas
ionomicina nos permite actuar sobre pasos mas avanzados (activacién de la

PKC) dentro de las vias intracelulares que conducen a la misma respuesta.

Conociendo esas distintas formas de actuacién, podemos evaluar mejor
las posibles diferencias en la secrecién de citoquinas cuya causa radique,
presumiblemente, en el reconocimiento del antigeno a nivel de los receptores
de la membrana celular, o bien en la transduccién de la senal a través de la
membrana.

En este sentido, en una primera observacién de los resultados obtenidos
en nuestro estudio, llama la atencién el hecho de que, respecto a la accién de

los mitégenos, la combinacion de PMA mas ionomicina, a las concentraciones
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utilizadas por nosotros, se mostraba mas eficaz que la PHA para estimular la
secrecion de citoquinas por las PBMC cultivadas; y-esto ocurria asi tanto en
el grupo de pacientes atdpicos como en el grupo de individuos sanos.

No obstante, dado que éste es un aspecto que, presumiblemente, pueda
depender de la concentraciones de mitégenos utilizadas, escapando esta
posibilidad a la intenciéon de nuestro trabajo, no lo hemos considerado como
un dato concluyente.

En este punto, lo que si estimamos como un factor importante para
evitar posibles sesgos en nuestro estudio, fue el mantenimiento de las mismas
condiciones de cultivo para todos los individuos, y en esto se incluia la no
variacion de las concentraciones de los mitégenos, aunque aparentemente uno
de los utilizados estuviera induciendo un mayor grado de estimulacién sobre

las células.

Tanto uno como otro tipo de estimulacién, como era de esperar,
establecieron diferencias en la secrecion de citoquinas frente a las células no

estimuladas con mitégenos, pertenecientes a los mismos individuos.

Como vimos anteriormente, a la hora de establecer diferencias entre las

concentraciones detectadas en el grupo de pacientes atépicos y en el grupo
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control, los distintos mitégenos actuaron de forma diferente segin se tratara
de la secrecién de citoquinas con patrén Thl o Th2.

No hemos encontrado muchos trabajos en la bibliografia que aporten
datos comparativos entre ambos tipos de mitégenos en los sujetos atépicos,
por lo que nos es dificil contrastar los datos obtenidos. Si sabemos que la
activacién farmacolégica de la PKC mediante los ésteres de phorbol, en
combinacién con ionéforos de calcio, constituye un estimulo suficiénte para
la produccién de IL-2 "% De hecho, la activaciéon de la PKC juega un
importante papel en la via de la IL-4 y del CD40, que conducen al cambio de
isotipo en la células B "%,

Si nos atenemos a los resultados del grupo de individuos sanos, los
diferentes tipos de estimulacién utilizados en nuestro estudio obtuvieron
respuestas semejantes en el T1 y en el T2. Es decir, tanto en las células sin
estimular como en aquellas que se cultivaron en presencia de PHA y en las que
lo fueron con PMA mas ionomicina, cada uno de esos niveles de estimulacion
se mantuvo sin variaciones significativas en el T1 y en el T2, en el grupo

control, tanto para las citoquinas que sugieren un patrén de secrecion Thl

como para las que corresponden al Th2.
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Si nos fijamos en el grupb de pacientes atépicos, esos diferentes niveles
de estimulacién que considerdbamos en el parrafo anterior, si presentaron
diferencias significativas, v a su vez, éstas fueron en distintas series segin se
tratara de citoquinas correspondientes al patrén Thl o al Th2.

En ese sentido, podemos observar cémo la concentracién de IFN-y no
presenta diferencias significativas entre T1 y T2 cuando utilizamos PMA mas
ionomicina en la estimulacién de las PMBC. Sin embargo, la PHA si establece
diferencias en su estimulacion entre T1 v T2, dado que las diferencias en las
concentraciones detectadas a las 24 h. vy al considerar los niveles maximos
alcanzados presentan significacién estadistica, quedando al borde de esa
significacion los resultados obtenidos a las 48 h. de cultivo.

Como hemos comentado anteriormente, esa pérdida de significacion a
las 48 h. pudiera depender del efecto limitado en el tiempo de la estimulacién
ejercida por el mitégeno, o bien por la distinta cinética de esa estimulacion en

Tl yen T2.

Por su parte, las concentraciones de 1L-4 y de IL-5 en el grupo de
pacientes atépicos, que corresponderian fundamentalmente a las células que
siguen el patrén de secrecién Th2, manifiestan diferente grado de estimulacién

con PMA mas jonomicina, segin se trate del T1 o del T2. Esa diferecia en la
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estimulacion se manifiesta a las 24 h. de cultivo y se mantiene al menos a las
48 h. del mismo.

En cuanto a la accién de la PHA, ésta manifiesta diferente grado de
estimulacion entre T1 y T2 fundamentalmente a las 24 h. de cultivo, aunque

en el caso de la IL-5 esa diferencia se mantiene a las 48 h. del mismo.

En cuanto a una posible variacion de la secrecién de citoquinés, segin
estuviéramos en la épocar de estimulacién antigénica ambiental de los
pacientes o fuera de ella, ambos mitégenos tuvieron comportamientos
heterogéneos.

El efecto de la exposicion natural al alergeno en los linfocitos periféricos
atn no ha sido bien determinada. En trabajos previos de nuestro grupo Y,
se ha constatado que durante la época en que existen niveles reactivos de
poélenes en la atmésfera, en los pacientes con asma polinica se encuentra un
aumento de la proporcién CD4/CD8"** y un descenso en la cifra media de

antigenos CD4 por célula, sugiriendo que los linfocitos CD4+ se pueden

asociar al mecanismo patogénico causal del asma estacional.
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Nosotros hemos querido, en nuestro trabajo, llevar a cabo un mayor
acercamiento a dicha influencia de la exposicién alergénica ambiental sobre
la respuesta del individuo alérgico.

En este sentido, por un lado, en los cultivos correspondientes a los
pacientes atépicos, tanto la estimulacién con PHA como la ejercida mediante
PMA e ionomicina, lograron concentraciones mas altas de IL-4 y de IL-5
durante el T1 que durante el T2; sin embargo, la concentracién de [FN-y era
mas elevada en T2 que en T1.

Esto pondria de manifiesto el fenotipo desecrecion de tipo Th2
predominante en los pacientes atépicos. No obstante, no siempre estas

diferencias tuvieron significacién estadistica.

A la hora de considerar las diferencias estadisticamente significativas,
pudimos observar que la PHA establecia ese tipo de diferencias entre T1 y T2,
sélamente en las determinaciones de 1L-4 y de IFN-y a las 24 h. de cultivo y
en las de IL-5 a las 48 h. de cultivo, o al considerar los valores maximos

alcanzados de IFN-y.

Lo mas llamativo, a nuestro juicio, son los resultados de la combinacién

de PMA mas ionomicina sobre la secrecion de factores solubles en los cultivos
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de PBMC en el grupo de pacientes atépicos. La actuacién de este mitogeno,
como dijimos anteriormente, consigue concentraciones de citoquinas mas altas
que la PHA, y esto ocurre asi tanto en los cultivos del grupo de pacientes
atopicos como en los realizados con el grupo control. Sin embargo, s6lo
consigue establecer diferencias significativas, desde el punto de vista
estadistico, en los casos de 1a 11.-4 y de ]a IL-5. Esto es, no observamos que el
efecto del PMA junto con la ionomicina establezca diferencias en la
concentraciéon de IFN-y en los sobrenadantes de los cultivos celulares, ni en
el grupo de pacientes atépicos ni en el grupo control de individuos sanos, al
comparar las determinaciones de los cultivos realizados en T1 con los llevados
a cabo en el T2.

Esto nos sugiere que, del mismo modo que distintos Ag (bacterianos,
helminticos, alergenos) pueden inducir respuestas Thl 6 Th2 de forma
preferente, quiza los mitégenos tengan también algan tipo de selectividad, que
se ponga de manifiesto en determinadas circunstancias.

De esta forma, a la vista de los resultados obtenidos para la secrecién
IFN-y en cultivos de PBMC procedentes de pacientes atopicos, podriamos
decir que las células con fenotipo de secrecién Thl, no varian en su capacidad
para segregar IFN-y cuando se someten a una estimulacion inespecifica con

PMA mds ionomicina, ya sea durante la época de estimulacién antigénica del
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individuo o fuera de ella. Por el contrario, esa secrecidn si manifiesta
diferencias entre una y otra época, cuando se estimula de forma inespecifica
con un mitégeno que acta de forma selectiva a nivel de la membrana celular
como es la PHA.

Al hilo de este razonamiento, se podria establecer la hipétesis de que
el efecto facilitador (primming) que ejerce la estimulacién alergénica ambiental
sobre el sistema inmune del individuo atépico, se reflejaria en las células con
fenotipo Thl, s6lamente si éstas se someten a un estimulo que incida a nivel
de los receptores de membrana (v.g.: PHA), y no si lo hacemos en pasos
posteriores de las vias de transduccién de la senal del receptor (v.g.: PMA).

Por el contrario, las células con fenotipo Th2 (secretoras de IL-4 e IL-5)
manifiestan ese efecto facilitador de la exposicién alergénica ambiental, tanto
en su estimulacién a nivel del receptor de membrana con PHA, como en la
realizada en pasos porterjores mediante PMA maés ionomicina. Por lo tanto,
a la vista de estos resultados, parece que existirian diferencias en cuanto a la
sensibilidad frente a los mitégenos de las células con fenotipo de secrecion

ThI y las Th2.

De todo esto, podemos concluir la importancia que tiene el estudio del

comportamiento de los clones Thl y Th2 en los sujetos atépicos bajo
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diferentes condiciones y estimulos, para llegar a ccmprender cada vez de
forma mas completa sus funciones y en qué circunstancias éstas se pueden ver
alteradas.

Recientemente, Caspi et al "', han estudiado la interaccién entre
diferentes clones de células Th in vive, asi como los parametros que pueden
afectarla, demostrando que dicha interaccion se caracteriza tanto por efectos
agonistas como antagonistas, y que la mayoria de los efectos ejercidés por un
tipo sobre el otro son mediados por la IL-4 y el IFN-y.

Por tanto, el estudio del comportamiento de estas citoquinas frente a
diferentes estimulos es un indice de la activitad de los clones de células Th de
los que provienen.

Incluso, hay autores %%

que sugieren que la produccion relativa de 1L-4
e IFN-y de los clones de células T especificas para alergenos, podria ser util

para valorar si la respuesta de anticuerpos IgE estd relacionada con un

potencial para desarrollar reacciones anafilacticas.

En lo que respecta a la influencia de la inmunoterapia especifica en los
perfiles de secrecién de citoquinas de los pacientes atépicos, aunque nuestro
trabajo ni ha ido dirigido a estudiar ese efecto concreto, si nos ha permitido

apuntar algin aspecto digno de mencién. Algunos autores han podido
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establecer que la cantidad de 1L.-4 producida por las células T CD4+ alergeno-
especificas puede verse reducida de forma considerable al recibir
inmunoterapia especifica ®”, corroborandose ese efecto, en cierta forma, por
la variacién en las manifestaciones clinicas de la enfermedad atépica con ese
tipo de tratamiento © %%,

Hemos de recordar que una ventaja fundamental de la inmunoterapia
en el tratamiento de la alergia, puede ser su interferencia en los mecanismos
fisiopatolégicos responsables de la liberacion de mediadores (' 199, Al
bloquearse la liberacién de mediadores, se puede reducir la acumulacién de
células efectoras con perfil Th2, que se observa durante la fase tardia de la
reaccion alérgica, lo que impediriala activacién de las células B y la sintesis de
IgE mediada por la IL-4 %",

De hecho, Durham et al ' sostienen que la inmunoterapia induce un
cambio en el perfil de secrecién de citoquinas de Th2 a Thl. Dicho cambio
provocaria una inhibicién de la sintesis de IgE inducida por la IL-4, vy,
secundariamente, también reduciria la activacién de los mastocitos % 7%, Por
otra parte, la reduccién de la liberacién de la IL-5 disminuiria la actividad de
los eosinoéfilos, produciendo una menor inflamacién y destruccién celular ¢77).

Asi pues, los resultados de nuestra serie de pacientes con inmunoterapia

especifica apuntan en la misma direccion que la de otros autores reseflados; es
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decir, que la inmunoterapia especifica como tratamiento que incide en los
mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad, puede corregir, al menos en
cierta medida, aquellos cambios en la secrecion de ciertas citoquinas (IL-4 e
IL-5) que en los pacientes atépicos dan lugar a la aparicién de los sintomas
clinicos.

De hecho, aunque la serie de pacientes sea relativamente corta, ya nos
muestra de una forma estadisticamente significativa, que la diferencia
existente en la secrecién de IL-4 e IL-5 en los pacientes atdpicos sin
inmunoterapia, cuando estaban sometidos a la exposicién ambiental del
alergeno sensibilizante, no aparece en los pacientes con inmunoterapia

especifica.

Finalmente, como Gltimo aspecto valorado en nuestro estudio, hemos
de decir que la correlacién entre 1L-4 e IL-5 se pone de manifiesto,
fundamentalmente en los cultivos realizados durante la época en que habia
niveles reactivos de pélenes en la atmésfera, y dentro de éstos en los casos en
que las PBMC eran estimuladas con PHA. En este punto hemos de recordar

que no se debe confundir una correlacién significativa con causalidad, sino
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mds bien con la posible existencia de un factor comidn que incide sobre las
variables en cuestién.

Esto concuerda con el hecho de que ambas citoquinas sean segregadas
por células con el mismo fenotipo secretor Th2, aunque no podamos asegurar
que la cinética de secrecion de las dos siga el mismo patrén en el tiempo. No
obstante, si nos sirve para resaltar la importancia de la IL-5 en la respuesta
alérgica. No en vano, recientes estudios de Schulze et al ', han aportado mas
pruebas de que la eosinofilia que aparece en sangre y tejidos durante la
respuesta alérgica estd mediada por células T secretoras de IL-5, alergeno-

especificas.



6. CONCLUSIONES
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Primera. Las células mononucleares de sangre periférica de
pacientes polinicos, in vitro, presentan niveles basales de secrecion de 1L-4 e
IL-5 (citoquinas correspondientes a un patron de secrecién Th2) semejantes
a las de los individuos sanos, tanto en la época de exposicion alergénica como

fuera de ella.

Segunda.  Laestimulacién in vitro de células mononucleares de sangre
periférica, procedentes de individuos con hipersensibilidad a pdlenes, con
phorbol-miristato-acetato en presencia de ionomicina, da lugar a un aumento

en la secreciéon de I1.-4 e I1L.-5.

Tercera. El incremento en la secrecion de IL-4 e IL-5 por células
mononucleares de sangre periférica de individuos polinicos, estimuladas por
PMA mis ionomicina, es mayor si los pacientes estdn sometidos en su
ambiente a niveles reactivos de los polenes frente a los cuales estan

sensibilizados.

Cuarta. La concentracién de IFN-y en el sobrenadante de cultivos

de células mononucleares de sangre periférica, procedentes de individuos
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alérgicos a poélenes, se incrementa tras la estimulacién in vitro con

fitohemaglutinina.

Quinta. El aumento de la secrecién in vitro de IFN-y, procedente
de células mononucleares de sangre periférica de pacientes polinicos, tras su
estimulacién con PHA, se hace mas significativo en la época en la que los

individuos no estin expuestes a niveles reactivos de pélenes en su ambiente.

Sexta. Las concentraciones de IFN-y, IL-4 e IL-5 en el
sobrenadante de los cultivos de células mononucleares de sangre periférica,
procedentes de individuos sanos, in vitro, no manifiestan diferencias segan

estén los sujetos sometidos o no a niveles reactivos de pélenes en la atmésfera.

Séptima.  La presencia de niveles reactivos de poélenes en la
atmosfera, puede favorecer una respuesta basada en la secrecion de citoquinas
con fenotipo Th2 frente a mitégenos inespecificos, al menos in vitro, en los

individuos atépicos sensibilizados frente a dichos pélenes.
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Octava. La presencia en la atmoésfera de niveles reactivos de
pdlenes, favorece, in vitro, la disminucién de la respuesta de tipo Thl en los

pacientes sensibilizados frente a dichos pélenes.

Nevena. Las variaciones en la concentracién de IL-5 en el
sobrenadante de los cultivos de células mononucleares de sangre periférica,
procedentes de individuos polinicos, en respuesta a fitohemaglutinina,
presentan in vitro una correlacién positiva con las variaciones que
experimentan las concentraciones de IL-4 en dichos cultivos, si éstos se llevan
a cabo cuando los sujetos estan sometidos a niveles reactivos de polenes en la

atmoésfera.

Décima. Los pacientes polinicos, habiendo recibido inmunoterapia
especifica durante al menos dos afios, no presentan in vitro diferencias en
cuanto a la secrecién de citoquinas del perfil Th2, ya estén sometidos o no a

la presencia de niveles reactivos de pélenes en su ambiente.

Undécima. El phorbol-miristato-acetato en presencia de ionomicina,
a las concentraciones utilizadas en nuestro estudio, se ha mostrado in vitro

como un mitoégeno eficaz a la hora de mostrar que el fenotipo de secreciéon
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Th2 se hace mas evidente, en cultivos de ¢élulas mononucleares de sangre
periférica procedentes de individuos polinicos, durante la época en que los
sujetos se encuentran expuestos a concentraciones reactivas de pélenes en la

atmosfera.

Duodécima. La fitohemaglutinina, a las concentraciones utilizadas en
nuestro trabajo, se ha mostrado eficaz para la demostracién in vitro de las

diferencias existentes entre pacientes polinicos e individuos sanos, en la

secrecion de IL-4, IL-5 e IFN-y.
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