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INTRODUCCION

El asma es un sindrome que incluye diversos fenotipos que comparten
manifestaciones clinicas similares pero de etiologias probablemente diferentes. Ello
condiciona la propuesta de una definicidbn precisa; las habitualmente utilizadas son
meramente descriptivas de sus caracteristicas clinicas y fisiopatoldgicas® °.

Desde un punto de vista pragmatico se podria definir como una enfermedad
inflamatoria cronica de las vias respiratorias, en cuya patogenia intervienen diversas
células y mediadores de la inflamacién, condicionada en parte por factores genéticos y
que cursa con hiperrespuesta bronquial y una obstruccion variable al flujo aéreo, total o

parcialmente reversible, ya sea por la accion medicamentosa o espontaneamente *.

Los mecanismos asociados al asma son principalmente mediados por IgE en la
hipersensibilidad tipo |, pero también factores, epiteliales con mediadores del éxido nitrico,
citocinas epiteliales y moléculas de adhesion, y por otro lado factores neurol6gicos como
los asociados a la via colinérgica y a la via de los neuropéptidos. Todos estos
mecanismos estan asociados a la inflamacion, el broncoespasmo y por supuesto con la

remodelacion bronquial®.

El patron de inflamacién del asma es similar al de otras enfermedades alérgicas,
con activaciéon de mastocitos, aumento del nimero de eosinéfilos activados, linfocitos T
cooperadores con perfil de citocinas de predominio Th2 y células natural killer. Las células
estructurales de la via aérea juegan un papel fundamental en la patogenia, no sélo como

diana, sino como parte activa en el proceso inflamatorio y de reparacion de la via aérea >
3,4,5

Las interacciones celulares que hacen posible este proceso inflamatorio se
realizan a través de mediadores celulares y moléculas con funciones muy variadas.
En las enfermedades alérgicas; los Linfocitos T (LT): estan elevados en la via aérea, con
un desequilibrio en la relacion LTh1/Th2, con predominio del ambiente Th2. Los LT

reguladores estan disminuidos y los LT NK elevados #8911,



El fendmeno alérgico en general esta dirigido por citocinas que son producidas por
los LTH2, estas citocinas se modifican con el uso de la Inmunoterapia especifica; debido a
activacion de clonas de LT reguladores (CD4+CD25+FOXP3) que producen citocinas que
no solo dirigen la respuesta hacia TH1 sino ademés inducen tolerancia y produccion de

7,12, 14, 16, 34, 35.
A 12 , 16, 34, 35
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Figura 1. Respuesta inmune ante un antigeno

Representacion grafica de una célula reconociendo a los antigenos y que posteriormente estimulan a
los linfocitos T que poseen CD25 o receptor de IL2. Esta célula posterior a la estimulacion liberara IL1=
TGF beta y otros factores que permitirdn que la poblacién de linfocitos TH1 funcione mejor e

inhibiendo a la TH2 que durante los fendmenos alérgicos reduce la actividad de LB y la produccién de

IgE aumentando a su vez la expresion de IgG4 -3,

El reconocimiento de subpoblaciones reguladoras como CD4+CD25+FOXP3 nos
permite vislumbrar la capacidad de generar respuestas adecuadas con los estimulos

adecuado®**.

FOXP3 fue descrito en ratones “escurfi”, los cuales presentan mutaciones espontaneas en
el gen denominado Foxp3. Este gen codifica para la proteina escurfina, cuya deficiencia
se asociada a trastornos autoinmunes y linfoproliferativos. Existe en los seres humanos
un sindrome de inmunodisregulacion poliendocrinopatia y endocrinopatia ligada al X

llamado IPEX, similar al de los ratones “escurfi”. La manipulacion de Foxp3 en modelos
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animales, podria facilitar la inducciéon de tolerancia a aloinjertos y el control de la
autoinmunidad.
Foxp3 pertenece a la subfamilia Foxp, que incluye Foxpl, Foxp2, Foxp3 y Foxp4. Foxpl
ha sido implicado como un gen supresor de tumores. El Foxp2 ha sido implicado en
trastornos del lenguaje y en el desarrollo neuronal, el Foxp3en la generacion y funcién de
las células reguladoras CD4+CD25+ y Foxp4 se ha asociado al desarrollo de la corteza
cerebral anterior en modelos de ratones

El FOX P3 es un factor regulador de la transcripciéon e incluso ha sido descrito
como un gen maestro de la regulacion. Ha sido demostrado que por diversas técnicas
inmunolégicas de tratamiento es posible manipularla expresion de este factor en los

linfocitos T **.

RECEPTOR I"

RECEPTOR
TGF B

Figura 2 Diferenciacion de células T reguladoras

La expresion de Foxp3 es dependiente de la sefalizacién a través del TCR, del CD28 y de receptores
de citosinas que comparten la cadena gamma comun Yy el receptor del factor estimulante de
crecimiento B (TGF-BR). Sin embargo, la contribuciéon de cada via de sefializacién (para inducir o

reprimir la activacion) en la expresion de FOXP3 puede diferir entre los diferentes tipos de células .



La interleucina 17A (IL-17A) se descubrié en 1993, y es el miembro prototipo de la
subclase mas nueva de citocinas. Se ha reconocido como una citocina inflamatoria que
ejerce su funcion principalmente sobre células mieloides y células mesenquimales al
inducir la expresion del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), de la IL-6
y de otras quimiocinas, las cuales incrementan la granulopoyesis y reclutan neutrofilos

hacia el sitio de infeccion®.

Se encontro que el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y la IL-6 en conjunto,
desencadenan la produccion de IL-17A por células T CD4+, a éste se le denominé como
un tercer subgrupo de células T cooperadoras llamadas células Th17

IFN-y

IL-4, IL-5,
IL-13

" (T "17\ IL-17/22,
. ' IL-10
|\;‘J

—— IL-10, IL-35,
TGF-p

Figura 3 Diferenciacion de TH17

Esquema que demuestra la diferenciacion de la poblacion Tho en diferentes subpoblaciones

como la IL-17%.

La IL-17 humana es una glicoproteina homodimérica que consiste de 155 aminoacidos
con un peso molecular aproximado de 35 kDa. Ensayos de clonacién y analisis de su
homoéloga han permitido describir 5 citocinas homélogas adicionales denominadas IL-17B
a IL-17F las cuales forman homodimeros para poder llevar a cabo sus funciones

biologicas®.
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La forma activa de la vitamina D, 1a,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 - [OH] 2D3), es
una hormona que se genera principalmente por una ruta de biosintesis catalizada por la
luz del sol que empieza en la piel. Radiacion UVB (longitudes de onda, 270 - 300 nm) es
absorbida por las células epidérmicas y dérmicas y divide el anillo B de 7-
dehidrocolesterol, que conduce a la produccién de pre-vitamina D3. Pre-vitamina D3
entonces se convierte rapidamente a la vitamina D3, que deja la piel y entra en el higado.
En el higado, se convierte en 25 - hidroxivitamina D por las enzimas del citocromo P450
(25 - hidroxilasas). 25-hidroxivitamina D es un metabolito circulante que se convierte en la
forma activa, la 1,25 - (OH) 2D3, usando la enzima mitocondrial de 25-hidroxivitamina D-1
a-hidroxilasa. La conversion de la 25-hidroxivitamina D a 1,25 - (OH) 2D3 se pensoé
originalmente que se produce principalmente en las células renales, pero existe una
creciente evidencia de fuentes extrarrenal de 1,25 - (OH) 2D3 facilitado por células
incluyendo macrofagos, células epiteliales, y las células dendriticas, que pueden
representar una fuente importante de vitamina D para acciones inmunomoduladoras en

los tejidos™® >,

1,25 - (OH) 2D3 se une al receptor de la vitamina D (VDR), un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares de hormonas, lo que conduce a un cambio
conformacional en el VDR que resulta en la unién al receptor retinoico X (RXR) y la
formacion de un heterodimero. Este heterodimero se transloca al nucleo, donde se puede
unir a una respuesta de la vitamina D y promueve la transcripcion de vitamina D- como
respuesta de los genes. El heterodimero VDR-RXR también se puede unir a un elemento
"negativo" respuesta de la vitamina D y prevenir la transcripcién de genes, o puede unirse
a factores de transcripcion presentes en el ndcleo y evitar la uniébn a un promotor de gen
diana. VDR es expresado por muchas células del sistema inmunitario, incluyendo células
B y T activadas, monocitos, y las células dendriticas. Esto, ha despertado un interés
considerable en las propiedades inmunomoduladoras de vitamina D, incluyendo su

capacidad para promover la regulacion de poblaciones de células T.

Varios estudios han informado las asociaciones de bajo nivel de vitamina D con
una pobre funciéon pulmonar y un aumento en la incidencia de infecciones respiratorias,

asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica” ' 2 2% 2527,
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La magnitud y la naturaleza de la respuesta de células T, es dependiente del

contexto en el que el antigeno se presenta a las células T por las células presentadoras

de antigenos. Las células dendriticas, desempefian un papel central
en este proceso y son vistos como un vinculo fundamental entre la inmunidad innata y
adaptativa 2% 2%,
Innate Vitamin D Adaptive
Epithelium T cells
’T Ca!h‘elicidin @
T B2-defensin ERE LA 7 A
Mo T TGF-B and IL-10

Pr— 1 Proliferation

W ey |

5% = z\;'é/)
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T B2-defensin

B cells

Treg

Monocyte

@

T Cathelicidin

~ TLR2 and TLR4
T Autophagy

T B2-defensin

1T Iga
T IL-10

T IL-10* Tregs

T CD25*FoxP3* Tregs
T TGF-B and IL-10
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x%n //K? =y
>: ¥) ="
AN
+ CD80, CD83, CD86, HLA-DR
TILT3, PD-L1

IL-10
L IL-12

Figura 4 Efectos de la vitamina D3

Los efectos de la vitamina D en las células de la respuesta inmune innata y adaptativa es que

probablemente promuevan la tolerancia periférica mientras se mantiene mecanismos inmunes innatos

importantes para la defensa contra la infeccion™ % ¢34 %,

1,25 - (OH) 2D3, ademas, puede actuar directamente sobre las células T para
promover un fenotipo de poblacién de células T. En cultivos en masa de células CD4 +
humanas CD25-T y de supuestas células T ingenuas, la 1,25 - (OH) 2D3 aumento la
frecuencia de activacion inducida FoxP3 + células T, y esta era dependiente de la
presencia de IL-2 en cultivo. Estos FoxP3 + Treg expresado niveles elevados de CTLA-4,
un receptor inhibidor. También se observo una reduccion significativa de las citoquinas

pro inflamatorias IFNy y IL 17-también se observo®™ * .

12




Mas alla de papel central en la fisiologia de calcio y del hueso, el metabolismo de
la vitamina D, especificamente la conversion de 25 (OH) D en la forma activa de la
vitamina D (1,25 [OH] 2D), tiene efectos sobre las células epiteliales, células T, células B,
y las funciones de las células dendriticas, que son importantes para la inmunidad innata y

adaptativa® > ® %%,

La vitamina D tiene la capacidad de establecer la homeostasis entre las funciones

de las células T reguladoras y supresoras y para modular el proceso inflamatorio® ¢’

En un estudio de casos y controles (39 pacientes asmaticos Vs 39 pacientes
sanos) que relaciono niveles de vitamina D y respuesta Thl y Th2 se encontrd lo
siguiente: El porcentaje de células CD4 + Th1l productoras de IFNy era significativamente
mayor en los niflos sanos (20,37% + 4,4%, rango: 10,5% -27%) que en los pacientes
asmaéticos (6,62% =+ 3,46%, rango: 2,0% -13,8%, P = 0,0001). Una diferencia significativa
se observd en el porcentaje de produccion de células CD4 + Th2 IL-4 entre los controles
sanos (0,92% + 0,59%, rango: 0,33% -1,9%) y los asmaticos (0,617% + 0,35%, rango:
0,21% -1,7 %, p = 0,0035). Las relaciones Th1/Th2 de los controles normales fue
significativamente mayor (27,26% + 14,35%, rango: 9,5% -27,3%) que las de los nifios
asmaticos (13,48% * 8,55%, rango: 2,15% -39,4%, p = 0,0001)"7.

Estudios epidemiolégicos y genéticos, asi como la investigacion con modelos
animales sugieren que la vitamina D juega un papel vital y compleja en funcion del
sistema inmunoldgico y la regulacién. La Insuficiencia de vitamina D se ha relacionado
con la susceptibilidad a la infeccion, particularmente infecciones respiratorias, asi como

para el desarrollo de una variedad de canceres y enfermedades autoinmunes®’.

El asma es una de las enfermedades mas comunes en todo el mundo crénicas y
ha estado aumentando en prevalencia a lo largo de las Ultimas décadas. Su causa exacta
se desconoce y probablemente tiene su origen en complejas interacciones entre multiples
factores genéticos y ambientales. Los factores comunes de riesgo para el asma y la
deficiencia de vitamina D, como un estilo de vida urbanizada, occidentalizada, la raza /
color de la piel mas oscura y la obesidad, junto con la evidencia cada vez mayor de los
efectos inmunomoduladores de la vitamina D, han dado lugar a un vinculo entre el

aumento en la prevalencia de asma y bajos niveles de vitamina D*°.
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La vitamina D inhibe la funcion de los linfocitos T, tanto directa como a través de
efectos sobre las células presentadora de antigenos. Tiene potentes efectos
antiproliferativos sobre las células T CD4 +. Esencialmente todos los estudios publicados
mediante modelos de informe tanto humanos como murinos hay una inhibicion de la
produccion de citoquina asociada a Thl. Mas recientemente, la vitamina D se ha descrito
que inhibe la produccion de IL-17]. IL-17 es una citoquina inflamatoria importante para la
defensa contra las bacterias extracelulares, pero también esta implicado en enfermedades

autoinmunes y alérgicas, incluyendo el asma®® "¢

Los efectos de la vitamina D en las respuestas Th2 son mas complejos. Se conoce
gue la vitamina D promueve respuestas Th2. Y eleva los los niveles de IL-4 e IL-13 por la

sintesis de células T

Ademas, la 1,25-dihidroxivitamina D provoco disminucién de la proliferacion de

células tanto Th1ly Th2, asi como la baja produccion de IFNy, IL-2 e IL-5. En contraste, la

produccién de IL-4 por las células Th2 se aument6 en 1,25-dihidroxivitamina D (5).

Varios laboratorios han descrito la capacidad de la vitamina D para promover las
células T reguladoras (T reg.). Las células T reguladoras (T reg.) juegan un papel
importante en el control de la respuesta inmune e inhiben las respuestas Th2, asi como

inflamacién de las vias respiratorias y la hiperreactividad® * > 33,

Después de un suplemento de vitamina D al inicio del estudio, los voluntarios
fueron evaluados 4 semanas (visita 1) y 8 semanas después del inicio (visita 2). Los
autores demostraron que en 46 participantes que completaron el estudio, 25 (OH) D se
incremento6 de 23,9 £ 12,9 ng / ml al inicio del estudio a 45,9 + 14,0 ng / ml en la visita 1 y
58,0 + 15,1 ng / ml en la visita 2. En comparaciéon con los niveles basales de % células
reguladoras T (4,8 + 1,4), la suplementacion con vitamina D provoco un aumento
significativo% células T reguladoras en visita de estudio 1y la visita 2 (5,8 £ 1,7, P <0,001,
y 5,6 £ 1,6, P <0,001), respectivamente.

Vitamina D inhibe las respuestas adaptativa Thl adaptativos, pero tiene efectos

variables sobre las respuestas Th2 en humanos. La vitamina D en sangre de cordon
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umbilical inhibe el interferon, interleuquina -4 (IL), IL-13, pero aumenta respuestas Th2 en

cultivos de células adultas de la sangre periférica *°.

El papel exacto de la vitamina 1,25 (OH) 2D3 en células Th2 no es totalmente
conocido. Segun Staeva-Vieira y Freedman, la vitamina D inhibe la respuesta de IL-4,
mientras que segun lo indicado por Penna y Adorini y Canning et al. 1,25 (OH) 2D3
vitamina aumenta la produccién de IL-10, por lo tanto, promueve la funcion de tipo Th2 T

cooperadora™® *>%.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es el efecto de la vitamina D3 en la respuesta clinica, espirométrica e
inmunolégica de pacientes con asma persistente de la consulta externa de

inmunologia del HIM un periodo de 12 semanas?
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JUSTIFICACION

Como sabemos las funciones de la Vitamina D en la regulacion del calcio y
metabolismo del hueso estan bien establecidas, sin embargo estudios recientes han
publicado nuevas funciones de dicha vitamina, incluso se sabe que la deficiencia de la
misma esta vinculada con susceptibilidad a infecciones sobre todo del tracto respiratorio,
asi como el desarrollo de enfermedades autoinmunes y cancer. Por otro parte se ha
reportado que el Asma es una de las causas mas comunes de enfermedad cronica a nivel
mundial y que esta se ha ido incrementando en las ultimas décadas, actualmente se ha
establecido una relacion entre vitamina D y asma, es por ello el gran auge que esto ha
tenido y se han realizado muchos trabajos en los que se han determinado por ejemplo:
relacion entre vitamina D y funciébn pulmonar, bajos niveles de vitamina D y asma,
vitamina D, funcion pulmonar y respuesta a esteroides, vitamina D y exacerbaciones en
pacientes con asma severa, vitamina D como predictor de asma en nifios, el impacto de la

deficiencia de vitamina D en células inmunes de pacientes asmaticos, etc.

La evidencia reciente apunta que la vitamina D es un regulador esencial del
sistema inmune, sin embargo son muy pocos los estudios que relacionan vitamina D y
perfil inmunoldgico, falta por realizar muchos estudios para lograr un completo
entendimiento de esta relacion, es por ello que considero de suma relevancia la
realizacion de este protocolo ya que el proposito de este es determinar la variacion del
perfil inmunoldgico (Respuesta Thl: IFN gamma, y respuesta Th2: IL-4, respuesta Th 17:
[I-17 y FOX P3) en pacientes con asma del HIM tras la administracion de Vitamina D y
observar al final del estudio la relacién entre perfil inmunoldgico y vitamina D, es decir
identificar factores predictivos de respuesta o no a la vitamina D por ejemplo, en que
género, edad, etc. se observa mayores indices de respuesta inmunolégica si es que estas

se presentan, asi como evaluar la respuesta clinica y espirometrica.
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OBJETIVOS

GENERAL:

e Determinar la respuesta clinica de pacientes con asma persistente con la
administracion de vitamina D3.

e Determinar cambios espirométricos asociados al manejo con Vitamina D3 en
pacientes con asma persistente.

e Determinar células reguladoras (CD4-CD25-FOXP3) antes y después e manejo

con Vitamina D3 en pacientes con asma persistente.

ESPECIFICOS:

e Determinar el cambio de Respuesta Thl - Th2 en pacientes con asma persistente
tras la administraciéon de vitamina D3

e Determinar las poblaciones de TH17 en pacientes con asma manejados con
Vitamina D3.

e Evaluar tipo de poblaciéon que presente asma persiste

e Evaluar la frecuencia de sexo y edad para este padecimiento

e Evaluar el estado de regulacién de los pacientes con asma

HIPOTESIS

Hipotesis alterna
La vitamina D3 mejora la respuesta clinica, espirométrica e inmunoldogica de

pacientes con asma persistente de la consulta externa de inmunologia del HIM un

periodo de 12 semanas.
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Hipodtesis nula

La vitamina D3 no mejora la respuesta clinica, espirométrica e ni la de tipo
inmunolégica  de pacientes con asma persistente de la consulta externa de

inmunologia del HIM un periodo de 12 semanas

DISENO

El estudio se realiz6 en el periodo comprendido de Mayo 2013 a Julio de 2013 en
pacientes con asma persistente del Hospital Juarez de México. Se trata de un estudio

prospectivo, observacional, experimental, longitudinal.

UNIVERSO

Se incluy6 a todos los pacientes que cumplieron con el diagnostico de asma de acuerdo a
la severidad en asma leve, moderado y severo persistente de la consulta externa del

servicio de Inmunologia del HIM

MUESTRA

Se evaluaron los pacientes que cumplieron con los requisitos para la realizacion del
estudio y que aceptaron participar. Quedando finalmente con 30 pacientes de los cuales
uno no se le realizé la espirometria por no tener la capacidad intelectual para entender el

procedimiento sin embargo se realizaron el resto de estudios.
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MATERIAL Y METODOS
Poblacion de estudio: representa pacientes con diagnostico de asma persistente del
servicio de Inmunologia del Hospital Juarez de México evaluados de mayo a julio 2013.

Estimacion pais: se calcula que el 3.6% de la poblacién nacional tiene asma®, de los
cuales se dividen en los 31 estados de la republica, el DF tiene mudltiples centros de
atencion de este padecimiento, algunos llegan a este centro hospitalario pero a diversos
servicios como Medicina Interna, neumologia, urgencias, Geriatria, Pediatria Etc. De
todos los pacientes que llegan al servicio de alergia de nuestro Hospital se dividen de
acuerdo a severidad encontrando que solo 76 pacientes fueron persistentes cumpliendo
los criterios de inclusion y no exclusion. El tamafio de la muestra se dej6é en 30 pacientes

para cumplir la confianza superior al 95%.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

1.-Pacientes con diagnostico de Asma en base a las recomendaciones del GINA

2.- Pacientes con diagnostico de Asma de la consulta externa del servicio de Inmunologia
del HIM

3.-Pacientes con diagnostico de asma en rangos de edad de 10 a 40 afios
4.-Pacientes que acepten patrticipar en este estudio.

Criterio de exclusion:

1.- Pacientes que no cuentan con Diagnostico de asma
2.-Pacientes que no son de la consulta externa del servicio de Inmunologia del HIM

3.- Pacientes que no se encuentren en los rangos de edad
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TECNICAS

Se realizé un estudio prospectivo, observacional, experimental, longitudinal de Mayo
de 2013 a julio de 2013 en el cual se incluyeron a un total de 30 pacientes mayores de 15
afios de ambos sexos que tuvieran diagndstico asignado en el expediente de asma leve,
moderada y severa persistente. Se excluyeron pacientes que no contaran con dicho
diagnostico, a pacientes que no fueran de este servicio o de esta unidad, aquellos que no

estuvieran de acuerdo en participar en este estudio.

Todos los pacientes contaban con diagnostico de asma el cual se encuentra asentado
en los expedientes de cada uno de ellos ya fuera asma leve, moderada o severa

persistente.

Descripcion del procedimiento: Este estudio se defini6 en 3 etapas las cuales se

llevaran a cabo de la siguiente manera:

lra etapa: a los 30 pacientes se les realiz6 de manera basal un cuestionario clinico de
control de asma (que consta de 5 preguntas cada uno con 5 respuestas con valor minimo
de 1 y maximo de 5) con punto de corte de 20 puntos o mas para decir que el paciente
estda 0 no controlado. Durante esta etapa se realizd espirometria basal pre vy
postbroncodilatador, y finalmente se tomé una muestra de sangre de aproximadamente 4
ml para determinar respuesta Th1 a través de la medicién de INF[1, Th2 a través de IL4,
TH17 através de IL17 y células reguladoras a través de CD4+ CD25+ FOXP3+.

2da etapa: Correspondiente a la semana 6 de tratamiento con vitamina D3 (800 Ul
cada 24 hrs) se les realizo a los 30 pacientes la toma de una segunda muestra de sangre
de 4 ml para evaluar si en esta etapa ya habia alguna respuesta Thl a través de la
medicion de INFI1, Th2 a través de IL4, TH17 a través de IL17 y células reguladoras a
través de CD4+ CD25+ FOXP3+.

3ra etapa: Corresponde a la semana 12 de tratamiento y con lo cual finalizé este
estudio, se llevd a cabo la aplicacion del cuestionario de control de asma final,
espirometria final y la tercer toma de muestra sanguinea para determinar Thl a través de
la medicién de INF[1, Th2 a través de IL4, TH17 a travez de IL17 y células reguladoras a
través de CD4+ CD25+ FOXP3+.
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RESULTADOS
ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizaron para el andlisis de los diferentes resultados, chi cuadrada de Pearson y
prueba exacta de Fisher, asi como compracion de medias por T de Student, y
compracion de medias con ANOVA.

La poblacion final evaluada fue de 30 pacientes los cuales fueron 21 mujeres (70%) y 9
hombres (30%).

Distribucion por sexo

H femenino

masculino

Figura 5 Distribucién por sexo.

La poblacion evaluada se present6é con edades de 16 a 61 afios con una media de 34.43

una mediana de 32.5 y una moda de 30. Distribuyéndose de la siguiente manera:

Distribucion por edades

Edades

51y mas

Figura 6 Distribucion por edades
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Variables antropométricas:

El peso de los pacientes evaluados fue de 49.8 a 106 Kg con una media de 73.99,
mediana de 70.80 y moda de 64. La talla fluctu6 entre 1.43 a 1.86 m con una media de
1.62, mediana de 1.62 y moda de 1.65 m. El indice de masa corporal fue de 20.58 a 39.95

con una media de 28.18, mediana de 26.93 y una moda de 20.58.

Estatlisticos
peso talla C
M Validos 30 30 30
Perdidos ] ] 0
Media 73.897 1.6247 | 281817
Mediana 70.800 1.6200 | 26.8300
Moda 64.0% 1.65 20587
Minima 459.8 1.43 20.58
Maximo 106.0 1.86 38.85

Tabla 1 variables antropométricas

La severidad del asma de los pacientes evaluados fue la siguiente: asma leve persistente

20 (66.7%), asma moderada persistente 9 (30%) y asma severa persistente 1 (3.3%)

Severidad del asma

-

W ALP
AMP
m ASP

Figura 7 Distribucion de la severidad del asma
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La mayor parte de la poblacion no reporto comorbilidades 22 (73.3%) pero las

comorbilidades no alérgicas asociadas con mayor frecuencia fueron: hipertensién 6
(20%), diabetes mellitus 1(3.3%) y otras 1(3.3%).

Frecuencia

Forcentaje

Forcentaje
valido

Parcentaje
acumulado

Walidos

1.00
2.00
4.00
23.00
Total

22
G
1
1
30

733
200
33
33
100.0

733
200
3.3
33
100.0

733
93.3
96.7
100.0

Tabla 2 comorbilidades asociadas.

La encuesta de control de asma (M Thomas et al) evalla 5 preguntas (4 de ellas se

refieren a frecuencia sintomas y uso de medicacién de rescate y una de ellas evalla el

control de asma por el propio paciente con un punto de corte de 20 0 mas puntos para

decir que los pacientes estan bien controlados. Encontrando que 20 pacientes (66.7) se

encontraron descontrolados en el momento de la evaluacion inicial y 10 pacientes (33.3%)

se encontraron controlados.

Se evaluaron clinicamente los pacientes a través de encuesta de control de asma donde

al inicio 20 pacientes 66.6% estaban descontrolados y 10 pacientes (33.3%) controlados.

Posterior al manejo se repite la encuesta demostrando que 5 (16.7%) permanecieron

descontrolados y 25 (83.3%) se controlaron.
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Al evaluar las diferencias entre el resultado de la encuenta inician contra la final se
encontré una mejoria importante con una chi cuadrada de Pearson con valor de 0= 0.83

y una prueba exacta de Fisher con p=0.033.

M Inicial

Final

CONTROLADOS

DESCONTROLADOS

Figura 8 Control del asma encuesta inicial y final

Los reportes de espirometria inicial pre y post broncodilatador se compararon contra los
resultados de espirometria final pre y post broncodilatador evaluando los siguientes
parametros FVC, FEV1, FVC/FEV1.

En primer lugar se evalia la FVC encontrando que en la espirometria inicial
prebroncodilatador los valores oscilaron de .31 a 1.19 con una media de .85 y post
broncodilatador se encontraron cifras de FVC de .51 a 1.19 con una media de .90. En la
espirometria final prebroncodilatador se encontré valores de FVC .57 a 1.16 con una
media de .91 y post broncodilatador con valores de FVC de .66 a 1.17 con una media de
0.95. La prueba de comparacion de medias por T de student si hay diferencias
significativas entre los grupos de FVC inicial contra los del FVC final prebroncodilatador
de 0.048 y postbroncodilatador de 0.063.
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P=0.063
|
[ 1
P=0.048
|
[ 1
1 0. H PRE
o2l POST
0.9 0,
0.8 : .
FVC INICIAL FVC FINAL

Figura 9 Respuesta espirométrica (FVC)

En segundo lugar se evalué el FEV1 inicial pre broncodilatador y post broncodilatador y el
FEV1 final pre broncodilatador y post broncodilatador encontrado en la espirometria inicial
pre broncodilatador valores de FEV1 de .29 a 1.06 con una media de .77 y pos
broncodilatador cifras de FEV1 de.58 a 1.12 con una media de .83. En la espirometria
final pre broncodilatador se encontraron valores de FEV 1 de .53 a 1.07 con una media de

.83 y post broncodilatador cifras de FEV1 de .52 a 1.13 con una media de .88.

La prueba de comparacion de medias por T de student si hay diferencias significativas
entre los grupos de FEV1 inicial contra los del FEV1 final prebroncodilatador de 0.021 y
postbroncodilatador de 0.028.

P=0.028
A
[ 1
P=0.021
[ k \
03 1 m PRE
POST
0.8 -
0.7 . .
FEV1 INICIAL FEV1 FINAL

Figura 10 Respuesta espirométrica del FEV1
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Por dltimo se evalud la relacion FVC/FEV1 inicial pre y post broncodilatador con la
relacion final pre y post broncodilatador, encontrando en la espirometria inicial
prebroncodilatador una relacion FVC/FEV1 con valores de .61 a 1.52 con una media de
.92 y post broncodilatador valores de FVC/FEV1 de .60 a 1.33 con una media de .92. En
la espirometria final pre broncodilatador los valores de la relacion de FVC/FEV1 fueron de
.52 a 1.06 con una media de .90 y post broncodilatador cifras de FVC/FEV1 de .54 a 1.08
con una media de .92 La prueba de comparacién de medias por T de student si hay
diferencias significativas entre los grupos de FVC/FEV1 inicial contra los del FVC/FEV1
final prebroncodilatador de 0.53 y postbroncodilatador de 0.92.

W PRE

POST
0.9

0.88 -+ T T
FVC/FEV1 INICIAL FVC/FEV1 FINAL

Figura 11 Respuesta espirométrica (FVC/FEV1)

27



Los datos inmunolégicos indirectos de evaluacion de TH1, TH2, TH17 Y T reguladoras

revelan los siguientes resultados:

Para TH17 medido a través de la produccion de IL17:
TH17 al inicio del estudio con una media de 4.43
TH17 a las 6 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 5.57

TH17 alas 12 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 2.51

TH1 inicial medida a través de la produccién de INF v:

TH1 al inicio del estudio con una media de 1.97

TH1 a las 6 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 2.06
TH1 alas 12 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 1.79

TH2 inicial medida a través de la produccién de IL4:

TH2 al inicio del estudio con una media de 2.18

TH2 a las 6 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 2.06
TH2 alas 12 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 2.18

TReg inicial medida a través de la produccién del marcador CD4, CD25, FOXP3:

Treg al inicio del estudio con una media de 1.99
Treg a las 6 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 2.08

Treg alas 12 semanas de manejo con vitamina D3 con media de 1.62
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6 - 5.5737

51 443

3 - 2.188

2.1833
67

1.992

TH17 TH1 TH2

T reg.

M inicio
6 semanas

M 12 semanas

Figura 12 Reporte de medias de pardmetros inmunoldgicos

Las pruebas estadisticas al comparar las medias por grupo por medio de prueba de

ANOVA no son significativas:

ANOVA de un factor
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
th17m1  Inter-grupos 142,975 2 71.488 a4 ABD
Intra-grupos T936.633 ar 91.226
Total a079.608 89
th1m1 Inter-grupos 7ah 2 .ava 067 B36
Infra-grupos 492,920 ay 5.666
Total 493676 89
th2m1 Inter-grupos 282 2 A4 047 A54
Intra-grupos 260.450 ar 2.8994
Total 260.732 8
frm1 Inter-grupos 3.440 2 1.720 1.535 221
Infra-grupos a7.454 ay 1.120
Total 100.894 89

Tabla 3 Significancias estadisticas por prueba de ANOVA




DISCUSION

En la revision y analisis de resultados de este estudio se observa que en el grupo que se
estudié predomino el sexo femenino (lo que coincide con los reporte internacionales®?) y
el grupo de edad que predomino fue de 41 a 50 afios. Donde las variables
antropométricas son acordes de acuerdo a la edad y a previos comparativos de nuestra

poblacion.

En lo que respecta a la clasificacién de la severidad del asma de acuerdo a las guias
GEMA 2009 se encontré que la mayoria de los pacientes evaluados presentaban asma
leve persistente 20 pacientes (66.7%), que corresponde a la mayoria de la poblacién que
acude a nuestra unidad ya sea a valoracion inicial o a seguimiento, asma moderada
persistente 9 pacientes (30%) y asma severa persistente 1 (3.3%). Esto datos coinciden
con los reportes internacionales ya que el porcentaje de pacientes con asma Severo es
muy bajo, por lo que en nuestro estudio predominaron pacientes con asma leve y

moderada persistente.

La mayor parte de la poblacion de nuestro grupo de estudio no reporto comorbilidades 22
pacientes (73.3%) pero las comorbilidades no alérgicas asociadas con mayor frecuencia
fueron: hipertensién 6 pacientes (20%), diabetes mellitus 1 paciente (3.3%) y otras 1
paciente (3.3%). Esto es esperado ya que las comorbilidades alérgicas concomitan
frecuentemente entre si, pero las comorbilidades no alérgicas parecen coincidir con lo

esperado en la poblacién general.

El primer aspecto y que se englobo dentro de los objetivos a evaluar fue la respuesta
clinica al final del estudio a través de la encuesta de control de asma y se encontr6 que al
inicio 20 pacientes (66.6%) estaban descontrolados y 10 pacientes (33.3%) controlados.
Posterior al manejo con vitamina D3 y al finalizar nuestro estudio se repitié la encuesta de
control de asma demostrando que 5 pacientes (16.7%) permanecieron descontrolados y

25 (83.3%) se controlaron. Al evaluar las diferencias entre el resultado de la encuesta
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inicial contra la final se encontré una mejoria importante con una chi cuadrada de

Pearson con valor de 0= 0.83 y una prueba exacta de Fisher con p=0.033.

Lo anterior demuestra que tras la administracion de vitamina D3 el 83% los pacientes se
controlaron clinicamente del asma y se ve reflejado por que los pacientes refirieron
presentar menos sintomatologia, menos exacerbaciones y menor uso de medicacion de

rescate como se ha reportado en algunos estudios de casos y controles®.

Todos los estudios reportados en los cuales se han medido niveles de vitamina D3 en
pacientes con asma se han encontrado niveles disminuidos de la misma lo que se
correlaciona con mal control del asma. En el caso de nuestro estudio no se realizo
medicion de niveles de vitamina D3, pero podemos inferir que se encontraban disminuidos
esto apoyado en base a la literatura internacional y debido a que en un inicio solo el 10%
de los pacientes se reportaron como controlados y al finalizar las 12 semanas de
administracién de vitamina D3, se observa que 83.3% de los pacientes se reportaron

como controlados.

La evaluacién espirométrica demostr6 mejoria de los parametros de FVC y de FEVL1 lo
que pone de manifiesto que la vitamina D3 puede en estos casos ser la responsable de
dicho cambio. Lo anterior apoyado con los estudios de Peter N Black donde demuestra
relacion de carencia Vitamina D3 y deterioro de los parametros FEV1 y FVC, por lo tanto

la suplementacion de esta vitamina puede participar en la buena respuesta espirométrica.

En relacion FVC/FEV1 no se demostrd que este parametro se modificara por la terapia,
sin embargo se mantuvieron los valores finales comparados con los iniciales, esto era
esperado ya que la relacién solo se modificaria si previamente estuviera alterada y
recordando que los pardmetros mas importantes en nuestro estudio fueron la FVC y FEV1
ya que la relacion FVC/FEV1 es el resultado de ambas. En los pacientes con asma el
parametro espirometrico que mas se utiliza para evaluar severidad de asma es el FEV1y
en este sentido se encontré significancia estadistica posterior a la administracion de
vitamina D3 en nuestros pacientes evaluados. En el estudio reportado por Haifa Maalmi

en el cual se evalué respuesta espirometrica en pacientes con asma Unicamente se
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encontré6 mejoria en la capacidad vital forzada no asi en el FEV1, en el caso de nuestro
estudio se encontré mejoria en ambos parametros tanto inicial pre y post broncodilatador

como final pre y post broncodilatador.

Esta mejoria espirometrica sugiere y apoya a los estudios internacionales que la vitamina
D tiene un potencial terapéutico sobre todo en pacientes con asma severo aunado al uso

de esteroides para obtener una mejor respuesta clinica.

El tercer objetivo evaluado fue la respuesta inmunolégica la cual no presento

modificaciones significativas en la produccién de IFNy, IL4, IL17 ni FOXP3.

La hipoétesis formulada en nuestro estudio hace mencion a evaluar cual es el efecto de la
vitamina D3 en la respuesta inmune y sobre todo se esperaba obtener una respuesta
marcada de la poblacién de células T reguladoras, sin embargo esto no se observoé, lo
que nos hace pensar que para obtener niveles significativos de células reguladoras es
probable se requiera mas tiempo, asi como realizar mas estudios con estas mismas
caracteristicas, correlacionar niveles de vitamina D3 al inicio y al final del estudio y poder
evaluar asi la respuesta inmune. Por otro lado la muestra es pequefa lo que puede crear

estas escasas diferencias entre las evaluaciones de células.

Estos hallazgos podrian ser confirmados prospectivamente con la realizacion de estudios
multivariados acerca del uso de la vitamina D3 en pacientes con asma sobre todo con
enfoque en el aspecto inmunolégico ya que se ha reportado que la vitamina D3 es un

importante promotor de células T reguladoras en pacientes con asma.

En el aspecto clinico y espirometrico nuestra investigacion apoya a los estudios

reportados en los cuales se ha demostrado mejoria en dichos parametros.
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CONCLUSIONES

Era de suma importancia llevar a cabo este estudio ya que existen pocos registros en
la literatura y ninguno realizado en México, en el cual se analicen de manera conjunta la
respuesta clinica, espirometrica e inmunoldgica en pacientes con asma persistente tras la

administraciéon de vitamina D3.

En la préactica clinica del servicio de inmunoalergia atiende a una poblacién importante
de pacientes con asma persistente, y los resultados obtenidos fueron satisfactorios por lo
gue sera de importancia poder publicar estos resultados ya que en las guias actuales la
vitamina D3 aun no tiene un nivel de recomendacién como parte del tratamiento en

pacientes asmaticos.

Dentro de los resultados de este estudio se corrobora que la poblacion mas afectada
son mujeres de edad media, en cuanto a la severidad del asma predomino el asma leve

persistente, en segundo lugar asma moderada y por ultimo asma severa persistente.

La respuesta clinica que se analiz6 a través del cuestionario clinico se encontro
mejoria notable en el control de los sintomas. Correlacionando de manera indirecta que
los pacientes con asma cursan con niveles bajos de vitamina D3 y tras la administracion
de la misma se observa mejoria clinica traducido en menos exacerbaciones y menor uso

de medicacién de rescate.

En la respuesta espirometrica se observdO mejoria significativa sobre todo en los

pardmetros de FVC, FEV1 Yy la relacién FVC/FEV1 se mantuvo constante

En la respuesta inmunoldgica se no observo cambios significativos en las poblaciones
TH1-TH2, TH17 y T reg.

Por lo que podemos concluir de manera global que hubo una respuesta estadisticamente
significativa tras la administracion de vitamina D3 en la respuesta clinica, espirométrica, y

no asi en la respuesta inmunoldgica en un periodo de 12 semanas de administracion.
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ANEXOS
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CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio que se realiz6 se consider6 de RIESGO MINIMO. Por las siguientes 2

condicionantes:
1.-Toma de muestra de sangre total por puncion Venosa.
2.- Administracion de Vitamina D (800 Ul cada 24 hrs por 12 semanas)
Propuesta de Control de Riesgo:
Prevencién: Uso de técnica estandarizada de puncién venosa braquial.
Minimizacion del Riesgo: Toma de muestra por médico con punzocat desechable.

Identificacibn Temprana de Evento Adverso: Vigilancia en el consultorio por 10min
posterior a la puncion. Orientacién al paciente y cita abierta a Urgencias en caso de
anormalidades en la region. Se indic6 suspender inmediatamente la administracion de

vitamina D en caso de presentar algun efecto y reportarlo de inmediato al investigador.

Todos los pacientes que estuvieron de acuerdo en participar en este estudio firmaron

carta de Consentimiento Informado como requisito, el cual se anexo al expediente clinico.
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GLOSARIO DE TERMINOS

SEXO: Variable biologica y genética que divide a los seres humanos en dos posibilidades
solamente: mujer u hombre.

EDAD: es un variable gue permite hacer mencién al tiempo que ha transcurrido desde el
nacimiento de un ser vivo.

PESO: es la variable que se refiere a la masa que ocupa un sujeto expresado en
kilogramos.

TALLA: es la variable que expresa la altura de los sujetos expresada en metros.

IMC: es la relacion entre el peso y la talla considerandose como normal de 18 a 25, de 26
a 30 se considera sobrepeso, 31 a 35 obesidad de primer grado, 36 a 40 obesidad de
segundo grado y mas de 41 obesidad de tercer grado.

IL 17: Citocina que participa en el desarrollo de la autoinmunidad, inflamacion e
inmunidad tumoral ademas de participar en la defense del huesped en defense de
infecciones bacterianas y fungicas.

IL4: Citocina que regula multiples funciones como proliferacion, diferenciacion vy
apoptosis, implicada en el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias.

FOXP3: factor regulador de la transcripcion que participa directamente en la funcion de
las células reguladoras T CD4+.

FVC: Al volumen de aire (en litros) que se puede sacar de los pulmones totalmente
inflados se le denomina capacidad vital forzada.

FEVL1: Es la cantidad de aire que puede sacar un individuo un segundo después de iniciar
la exhalacion teniendo los pulmones completamente inflados y haciendo su maximo
esfuerzo, expresada en porcentaje.

FVC/FEV1: el cociente entre el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1)
y la capacidad vital forzada (FVC), indice llamado FEV1/FVC. Vimos que normalmente el
FEV1 es el 80% de la capacidad vital en personas jovenes, esto quiere decir que el FEV1/
FVC es de 80%.
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