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RESUMEN

Antecedentes. El asma bronquial es un trastorno inflamatorio crénico
de la via aérea inferior considerado actualmente como una enfermedad
heterogénea con participacion de otras poblaciones celulares como las
Th17, caracterizadas por la produccidon de IL-17 e IL-23 que participan en el
reclutamiento de neutréfilos a la via aérea, relacionados con inflamacion
cronica.

Uno de los factores desencadenantes de exacerbaciones en pacientes
asmaticos en nifios y adultos, son infecciones virales como la influenza, por
lo que se recomienda la vacuna contra este virus en asmaticos.

La aplicaciéon de la vacuna contra influenza estimula la produccién de
anticuerpos y la respuesta inmune de tipo celular. La respuesta inmune
celular puede correlacionarse con la proteccidn contra el virus, siendo ésta
probablemente de mayor duracion que los niveles séricos de
inmunoglobulinas especificas.

Los pacientes asmaticos, con un aumento en la produccién de
citocinas Th17 pueden tener una mejor respuesta inmune y mayor eficacia
con la vacunacion contra influenza. Al investigar esta respuesta a la
vacunacion en esta poblacién y compararla con poblacion sana proporcionara
evidencia inmunoldgica y clinica del beneficio de la vacunacion contra
influenza en pacientes asmaticos con una respuesta Th17 incrementada.

Pregunta de investigacion ;Es mayor la cantidad de células T CD4+ y T
CD8+ de memoria (Inmunidad celular) y los niveles de anticuerpos
especificos (Inmunidad humoral) posterior a la vacunacion contra influenza
en pacientes asmaticos con un fenotipo Th17 comparado con adultos sanos?

Hipoétesis Si la respuesta inmune a la vacunacién contra influenza se
relaciona con un aumento en la produccién de citocinas de tipo Th17 en
pacientes asmaticos, entonces se encontraran mayores niveles de
anticuerpos especificos contra influenza y células T CD4+ y CD8+ de
memoria posterior a la vacunacion contra este virus en pacientes asmaticos
comparados con sanos.

Objetivo General Comparar la respuesta inmune celular y humoral a la
vacunaciéon contra influenza en pacientes asmaticos y sanos, mediante la
medicion de anticuerpos especificos contra el virus y células B, T CD4+ y
TCD8+ de memoria especifica antes y 1, 3, 6 y 12 meses después de la
vacunacion.

Metodologia Estudio clinico experimental, controlado, prospectivo. Se
incluyeron 25 pacientes asmaticos adultos que acudieron al Servicio de
Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital General de México. El grupo de
sujetos sanos seran 25 estudiantes adultos sanos que acudieron al Servicio
de Alergia a tomar clases de diferentes universidades. Se colectaron
muestras de sangre antes, 4 y 12 meses después de la inmunizacién con
influenza, determinandose anticuerpos especificos contra el virus y células B,
T CD4+ y CD8+ de memoria especifica mediante marcadores de superficie.
También se determinaron los patrones de citocinas Th1, Th2 y Th17 en
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cultivos de CMSP de ambas poblaciones. Se realizé un analisis descriptivo
con medidas de tendencia central y un analisis comparativo de los niveles de
anticuerpos y las frecuencias de las poblaciones de CD4+, CD8+ y B de
memoria antes y después de la inmunizacidn. Para las variables cualitativas
se utilizé chi cuadrada o Fisher, y para las cuantitativas con distribucion
normal t de Student o con distribucién no normal U de Mann Whitney. Se
utilizé la prueba de Friedman para determinar diferencias en las medias de
anticuerpos y las poblaciones celulares de memoria en mediciones repetidas
a lo largo del tiempo entre el grupo de asmaticos y sanos.

Resultados

Incluimos 25 sujetos asmaticos y 25 sanos, entre 18 a 45 afios de edad. Se
observaron diferencias en la media de linfocitos B de memoria para los tres
serotipos de Influenza entre

controles y asmaticos en la medicién basal: 1.89 + 0.93 vs 3.01 £ 1.26 (p =
0.001) para H1N1, 2.15 £+1.47 vs 2.8 +1.12 (p= 0.01) para H3N2 y 2.03 £ 1.31
vs 2.60 = 1.12 (p=0.02) para Influenza B respectivamente. A los 12 meses:
510 £ 6.35 vs 6.24 + 1.89 (p= 0.002) para H1N1, 4.77 £ 6.28 vs 5.45 + 2.18
(p=0.002) para H3N2y 4.04 £ 4.85 vs 6.03 £ 1.73 (p<0.001 )para Influenza B
entre controles y asmaticos respectivamente. Se observa un aumento en la
proliferacion para los tres serotipos de influenza en los controles y asmaticos
a lo largo del tiempo, con diferencias estadisticamente significativas a los 4 y
12 meses entre los grupos. La proliferacion celular para H1N1 fue 0.83 £ 0.74
vs 0.87 £ 0.74 (0.82) basal, 0.78 £ 0.99 vs 1.20 £ 0.73 (p= 0.002) a los 4
meses y 5.33 £ 5.27 vs 3.93 + 1.85 (p= 0.02) a los 12 meses; para H3N2 fue
de 0.97 £ 0.98 vs 0.93 £ 0.63 (p= 0.67) basal, 1.30 £ 2.39 vs 1.09 + 0.55 (p=
0.05) alos 4 meses y 5.36 £ 3.90 vs 5.44 + 2.45 (p= 0.73) a los 12 meses;
para Influenza B fue de 0.77 £ 1.17 vs 0.62 + 0.47 (p=0.44) basal, 0.98 £+ 2.19
vs 1.06 £ 0.76 (p=0.004) a los 4 meses y 4.51 + 3.96 vs 3.26 + 1.65 (p= 0.03)
a los 12 meses, para controles y asmaticos respectivamente. Los titulos de
inhibicibn de la hemaglutinacion fueron similares en ambos grupos,
aumentando en ambos ambos a los 4 meses y manteniéndose elevados o
diminuyendo ligeramente a los 12 meses. El porcentaje de seropositividad
aumenta a los 4 y mas aun a los 12 meses. Se detectd IL-17 en el
sobrenadante de CMSP en 2 pacientes asmaticos y un paciente control con
sobrepeso.

Conclusiones

Todos los pacientes tanto controles como asmaticos tenian memoria
contra influenza A H1N1, AH3N2 y B previa a la vacunacion, lo que sugiere
que todos los pacientes han estado en contacto con los 3 virus por
enfermedad o vacunacion previa . Se observa el efecto de refuerzo a la
vacunacion en ambos grupos. Las células T CD4 y T CD8 de memoria y los
titulos de anticuerpos aumentan a los 4 meses y disminuye a los 12 pero se
mantienen por arriba del basal. El porcentaje de seroconversién aumenta a
los 4 meses y lo hace todavia mas a los 12 meses manteniendo la proteccion
a la vacunacion. La proliferacién celular especifica contra influenza aumenta
en ambos grupos a los 4 y 12 meses después de la vacunacion, con
diferencias significativas a los 4 y 12 meses. Los linfocitos B de memoria
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aumentan 4 y 12 meses después de la vacunacion y se encuentran en mayor
cantidad en los asmaticos en forma basal y a los 12 meses. El patron de
citocinas so6lo mostrd diferencias significativas con interferén, siendo mayor
en los pacientes asmaticos, lo que sugiere un patron Th1 predominante en
éstos pacientes, probablemente por el efecto de la inmunoterapia o un efecto
Th17 no detectado.

Palabras clave: asma bronquial, virus de influenza, vacuna de influenza,
linfocitos Th17
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Asma Bronquial

El asma bronquial es una enfermedad que se presenta desde la
infancia hasta la edad adulta. Es un trastorno inflamatorio cronico de la via
aérea en donde participan diversas células del sistema inmune. Esta
inflamacion crénica es responsable de la hiperreactividad bronquial que se
manifiesta como episodios recurrentes de sibilancias, disnea, opresion
toracica y tos y se asocian con obstruccion de la via aérea que es reversible

espontaneamente o con tratamiento. 1

Recientemente se ha observado un aumento en la prevalencia de
enfermedades atdpicas y en particular de asma bronquial, sobre todo en
paises industrializados, aunque también en paises en vias de desarrollo. En
México se reporta una prevalencia del 6%, cifra inferior a otros paises de
Latinoameérica. 2

Tradicionalmente se consideraba al asma bronquial como una
patologia con un fenotipo Th2 e inflamacién de predominio eosinofilica.
Actualmente se le considera una enfermedad heterogénea, con una
participacion por parte de otras poblaciones celulares, en particular aquellas
productoras de IL-17 (Th17). 2

Las células Th17 se caracterizan por la activacion en presencia de la
combinacién de IL-17b e IL-23%2, relacionandose con diversas enfermedades
inflamatorias cronicas como psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis multiple,
enfermedad inflamatoria intestinal, asma bronquial y dermatitis atopica.8L Su
papel en el asma es motivo de intenso estudio actualmente. Se ha observado
que en los pacientes con asma, la presencia de neutrofilos en la via aérea se
correlaciona con la severidad de la enfermedad®'®, demostrandose el papel
de la IL-17 en el reclutamiento de neutrdéfilos en la via aéreaﬂ, que, junto con
las células Th2, participan en la inflamacién croénica.

Varios estudios en pacientes asmaticos demuestran la presencia de
neutrdfilos y un aumento moderado en la IL-17 en muestras de lavado
broncoalveolar (LBA), esputo y suero.’2 En otros estudios se ha observado
que ademas de un aumento en las células Th2 productoras de IL-4, se
encuentra un aumento en las células Th17 circulantes en pacientes
asmaticos comparados con pacientes sanos. Ademas del aumento en el
numero de células Th17 en el pulmén de pacientes con asma severa, las
concentraciones plasmaticas de IL-17 e IL-22 aumentan junto con la

severidad de la enfermedad.®®

El papel de las células Th17 tiene implicaciones terapéuticas de
acuerdo con estudios recientes en los que se ha asociado estas células con
resistencia a los corticosteroides, el cual constituye el pilar del tratamiento del
asma. McKinley y colaboradores reportan que las células Th17 son
resistentes a los esteroides in vitro y que la hiperreactividad bronquial
inducida por la transferencia de células Th17 en un modelo murino es

4



resistente a estos farmacos.!* En contraste, otros estudios muestran que la
IL-17 puede ser protectora al demostrar que la administracion de IL-17 en la
fase cronica disminuye la produccién de citocinas de tipo Th2, reduce la

eosinofilia y la hiperreactividad bronquial. >

Asma bronquial e infecciones virales

Las exacerbaciones asmaticas se deben con frecuencia a infecciones
virales. Los mecanismos por los que interactuan el asma y las infecciones
virales no esta completamente definido pero se ha sugerido que este tipo de
infecciones en personas atéépicas las expone a un aumento de la respuesta
inflamatoria de la via aérea.’® Una de las medidas encaminadas a evitar este
tipo de infecciones es el uso de vacunas.

La infeccion por influenza ocasiona morbilidad tanto en nifios como
adultos y la vacunacion puede prevenir su desarrollo y complicaciones por lo
gue se recomienda su aplicacion en pacientes con asma. Se ha relacionado
la aplicacion de esta vacuna con la presencia de exacerbaciones asmaticas,
sin embargo existen estudios en los que se ha demostrado su seguridad en
esta poblacion.l Se ha recomendado por la Academia Americana de
Pediatria y el Panel de Expertos en el Diagndstico y Tratamiento del Asma en
Estadc1)§1L9Jnidos, que los pacientes con asma reciban esta vacuna de manera
anual.——

El riesgo de complicaciones, hospitalizaciones y muerte por Influenza
son mayores en personas de 65 afios de edad en adelante, nifios de 6 a 59
meses, y personas de cualquier edad con ciertas condiciones de salud
subyacentes. Estas incluyen: enfermedades cronicas pulmonares vy
cardiovasculares incluyendo asma, enfermedades metabdlicas crénicas como
diabetes mellitus, disfuncidén renal, hemoglobinopatias o inmunodeficiencias
como las causadas por neoplasias, por medicamentos o por el virus de
inmunodeficiencia humana.'®%

En Estados Unidos en nifios menores de 5 afos, el rango de
hospitalizacion varia de 500/100,000 nifios con condiciones médicas de alto
riesgo hasta 100/100,000 nifios sin condiciones médicas subyacentes. 23! |a
hospitalizacion en nifios menores de 24 meses es comparable con la tasa
reportada entre personas mayores de 65 afios.2%3! Durante una epidemia de
influenza, entre 5 y 15% de la poblacién adulta es afectada, y puede haber

hasta un millén de muertes (35).

Respuesta inmune contra el virus de influenza

Respuesta inmune innata

Los mecanismos de resistencia innatos participan de manera muy
importante en el control inicial de los virus a través del reconocimiento de
estos a través de receptores de reconocimiento de patrén (PRRs) como los
receptores tipo Toll (TLRs) presentes ya sea en la células presentadoras de
antigeno (APC) como es el caso de las células dendriticas. El reconocimiento
mediado por los PRRs tiene como consecuencia la activacion celular
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caracterizada por la produccién de interferones, citocinas, quimiocinas,
moléculas coestimuladoras que participan activamente en la eliminacion del
virus. Sin embargo, la extraordinaria capacidad de replicacion del virus y sus
mecanismos de evasion muchas veces le permiten escapar de la accién de
estos mecanismos. A pesar de esto, las APC procesan los antigenos virales y
migran a los érganos linfoides secundarios en donde hacen accesible el
antigeno a los linfocitos B y le presentan los antigenos virales a los linfocitos
T dando origen asi a la respuesta inmune adaptativa.3%33

Respuesta inmune humoral

Los antigenos virales llegan al 6rgano linfoide secundario local en
donde se encuentran con los linfocitos B especificos, el reconocimiento de
estos a través del receptor especifico del linfocito B da origen a la activacion
de la respuesta inmune de anticuerpos. La inmunidad contra los antigenos de
superficie, particularmente la hemaglutinina, reduce la probabilidad de
infeccion y severidad de la enfermedad si hay infeccion.®2 Los anticuerpos
contra un tipo o un subtipo de virus de Influenza confieren proteccién limitada
o nula contra otro tipo o subtipo de Influenza. Los anticuerpos contra una
variante antigénica de Influenza pueden no proteger por completo contra una
variante antigénica nueva del mismo tipo o subtipo.22 El desarrollo frecuente
de variantes antigénicas a través de la deriva antigénica es la base viroldgica
para las epidemias estacionales y la razén de la incorporacién de una o mas
cepas nuevas en cada vacuna de influenza anual. Existen cambios
antigénicos mas dramaticos con menor frecuencia que puede dar como
resultado un nuevo virus de Influenza con el potencial de causar una
pandemia.

Respuesta inmune celular

Los linfocitos T CD8+ tienen un papel importante en la inmunidad
contra Influenza, estudios en ratones demuestran que pueden promover la
recuperacion de infecciones letales en ratones con deficiencias de
anticuerpos y en ratones deficientes en CD8+ hay una falla para eliminar el
virus.2* En ratones, después de la infeccién intranasal, hay una
sensibilizacion, activacion y expansion de células T CD8+ virgenes
especificas contra influenza en los ndédulos mediastinales. La replicaciéon se
da en el epitelio respiratorio en donde las células T CD8+ tienen su funcion
efectora, produciendo citocinas antivirales y lisando células blanco que
presentan determinantes virales para los cuales tienen un receptor de células
T especifico. La lisis de células infectadas se realiza mediante la exocitosis
de granulos que contienen granzimas y perforinas. La respuesta secundaria
de células T especifica contra influenza se da mas rapido que la respuesta
primaria. En ratones a los que se les elimind los TCD8+ la respuesta a
Influenza estd disminuida, lo que sugiere que TCD8+ tienen un papel
importante en la respuesta de memoria. En contraste, el papel de los
linfocitos T CD4+ en la respuesta a influenza es poco conocido. Se sabe que
es importante su papel en la ayuda para la inmunidad adaptativa y el
desarrollo de TCD8+ de memoria.®*



Existen experimentos en ratones que sugieren que la respuesta inmune
celular contra las cepas de Influenza circulantes (H1N1, H3N2) puede ser
protectora contra la cepa H5N1 que es de las cepas mas virulentas y que

causo tantas muertes en Asia en 2003 al 2006.%*
Respuesta de memoria

Los linfocitos T CD8+ tienen un papel importante en la respuesta de
memoria a Influenza y aparentemente los T CD4+ también son importantes.
Se sabe que hay poblaciones de linfocitos T de memoria CD4+ y CD8+ en
tejidos no linfoides como el parénquima pulmonar, intestino, rifilones, higado,
tejido adiposo y cerebro. Algunas de éstas células T de memoria persisten en
un estado activado y en caso de las TCD8+ son citoliticas. Este estado
activado ha llevado a designarlas como células T “efectoras” para
distinguirlas de las células T “centrales” que se encuentran en d6rganos
linfoides secundarios.®®> Se ha postulado que el mantenimiento de la
poblacién de linfocitos T CD8+ de memoria depende de las interleucinas 7 y
15, y de los precursores CD8aa.2® Se describen 3 etapas en el desarrollo de
linfocitos T de memoria. Primero, la expansién clonal, que se inicia en tejidos
linfoides donde se ponen en contacto células T virgenes con el antigeno y se
diferencian en células efectoras. Semanas después de la eliminacién del
patégeno, 90% de las células efectoras mueren, ésta fase se denomina fase
de contraccion o muerte. Las células que sobreviven entran en la fase de
memoria, en el que las células T de memoria se estabilizan y se mantienen
por largos periodos de tiempo, en el caso de las células T CD8+ se ha
postulado que se pueden detectar mediante el receptor de IL-7 CCR7 ya que
éste se encuentra expresado en menor proporcion en el caso de TCD8 de
memoria en comparacion con CCR7 alto en caso de células efectoras.’
Fenotipicamente, las células T de memoria y efectoras expresan marcadores
de adhesion y disminucion del receptor CD62L mismo que favorece su
migracion hacia 6rganos linfoides. Funcionalmente, las células de memoria y
efectoras producen en forma rapida citocinas efectoras. La heterogeneidad
en la expresion de los receptores CD62L y CCR7 define por o menos 2
grupos de células T de memoria, las células T de memoria central (Tcwm;
CD62L 2" CCR7") y las células de memoria efectora (Tem; CD62L *¥° CCR7)
que migran a tejidos linfoides y no linfoides respectivamente.® Los linfocitos
B tienen el marcador CD19 en su superficie, que junto con CD27 se
describen como linfocitos B de memoria.2? Estos marcadores permiten medir
una poblacion de linfocitos de memoria generados en respuesta a un
antigeno especifico, en éste caso la vacuna de influenza.

Respuesta inmune a la vacuna de influenza

Las recomendaciones actuales de la ACIP de Estados Unidos
(Advisory Committee on Immunization Practices) para vacunaciéon con
Influenza son aplicar la vacuna a toda la poblacién mayor de 6 meses de
edad.’® La Norma oficial Mexicana recomienda la vacunacién a menores de 5
afnos y mayores de 60 anos, y a toda la poblacion que tiene factores de
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riesgo como embarazo, obesidad, cardiopatias, neumopatias, incluyendo
pacientes con asma. Se ha comprobado la efectividad de la vacunacion
contra influenza, desde el punto de vista clinico, se ha observado menor
frecuencia de infeccién por influenza confirmada por laboratorio, asi como
sintomas similares a influenza. %

La respuesta a la vacunacion contra influenza se puede determinar por
la presencia de anticuerpos contra los tres componentes de la vacuna
(A/JH3N2, A/H1N1, y B), lo cual se mide mediante la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacioén (IH). Se define una proteccién adecuada con un titulo de IH
mayor o igual a 40, lo cual se consigue a las 2 semanas de la inmunizacion,
con un pico a las 4-6 semanas.! La duracién de la proteccion por
anticuerpos circulantes ha sido considerada como un parametro de
efectividad de la vacunacién, encontrando niveles de seroproteccion a las 20
semanas posteriores a la vacunacion.?2 Con respecto a la persistencia de
esta proteccion posterior a la vacunacion, se ha encontrado que los niveles
de anticuerpos disminuyen en los 6 meses posteriores a su aplicacién, sobre
todo en personas mayores de 50 afos de edad. Esta proteccion tiene mayor
duracidon en aquellas personas de menor edad y con titulos de IH mayores
antes de la vacunacién.®2 En algunos reportes se menciona incluso que estos
anticuerpos disminuyen con mayor rapidez en los pacientes de la tercera
edad, encontrandose por debajo de los niveles de seroproteccion a los 4

meses.*

Ademas de la inmunidad humoral en la defensa contra la infeccion
viral, la inmunidad celular juega también un papel muy importante. Esta
inmunidad celular mediada por subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+
contribuyen con la vigilancia contra el virus de la influenza, por medio de la
modulacién con citocinas y la reactividad cruzada que existe con linfocitos T
citotoxicos.*> La persistencia de linfocitos T CD8+ especificos del antigeno
viral les confiere la habilidad de eliminar la infeccion.®® Estas respuestas
mediadas por linfocitos T se sugiere que pueden correlacionar con la
proteccion proporcionada con la vacunacion y no tan sélo la inmunidad
humoral 2

El estudio de la inmunidad celular y humoral es posible mediante la
identificacion de marcadores de superficie celular. Las células T de memoria
se identifican mediante la expresién baja de CD62L y CCR7 en su superficie
y los linfocitos B de memoria mediante la identificacion de CD19 y CD27 en

su superficie.*

Respuesta celular Th17 en pacientes asmaticos

Las enfermedades alérgicas tienen como fondo inmunoldgico un
predominio en la produccion de citocinas Th2 que favorecen la produccion de
IgE, lo que lleva a una reaccién de hipersensibilidad tipo I. Se han estudiado
otro tipo de linfocitos T CD4 que pueden contribuir en la etiopatogenia del
asma bronquial. Uno de estos tipos celulares es el de los linfocitos Th17, los
cuales intervienen en la inflamacion cronica.®2 Los estudios en pacientes
asmaticos han mostrado que la expresién de IL-17A es mayor que en no
asmaticos, en muestras de expectoracion, lavado broncoalveolar o suero.2

8



La IL-17A y F inducen inflamacién a nivel local al estimular la liberacion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, G-CSF y CXCLS8/IL-8 por parte
de los fibroblastos bronquiales, células epiteliales y musculares de la via
aérea.2! Esta sobreproduccién de citocinas proinflamatorias y de quimiocinas,
producen una acumulacién de neutréfilos a la via aérea, caracteristica de
algunos fenotipos de asma.?

No solo se han encontrado un aumento de IL-17 a nivel local, también
se encuentra en sangre periférica de pacientes con asma, rinitis alérgica,

conjuntivitis alérgica y poliposis nasal.®® En esta ultima poblacién de
pacientes, se observa que soélo esta elevada la IL-17 en pacientes con un

fondo atépico y no en pacientes con poliposis nasal de otra etiologia.>

Respuesta Th 17 vy su efecto sobre la inmunidad contra infecciones virales

Las células T CD4+ son importantes mediadores de la inmunidad
adaptativa. Tradicionalmente se consideraban unicamente dos fenotipos de
acuerdo con las citocinas secretadas y sus factores de transcripcion, el tipo
Th1y el Th2. Actualmente se considera que otro fenotipo, el Th17, participa
también en la respuesta inmune contra infecciones. 2

Las células Th17 pueden iniciar una respuesta inflamatoria
principalmente por neutrofilos. Esta respuesta inmune es particularmente
importante en la superficie de epitelios, incluyendo las barreras mucosas.>
Esto se demuestra en pacientes con mutaciéon de STATS3, uno de los factores
de transcripcion relacionado con la respuesta Th17, quienes presentan
infecciones recurrentes.

Las células Th17 también tienen influencia sobre la respuesta del
sistema inmunoldégico a las infecciones virales. Este tipo de infecciones
aumentan la produccién de células de tipo Th17 y células T reguladoras.® La
IL-21, producida por células Th17 puede contribuir con el mecanismo por el
que las células CD4+ dirigen la respuesta del sistema inmune contra las
infecciones virales y se sobrepone a ella. En ausencia de IL-21, la respuesta
de las células T CD4+ y CD8+ son anuladas durante la infeccion viral aguda
o cronica y se altera la eliminacién del virus.2%5’ Estos efectos moduladores
de las células Th17 son mediados por las células T reguladoras.

En pacientes geriatricos, la disminucién de la eficacia a la vacunacion
contra influenza se relaciona con enfermedades crénicas y con el
envejecimiento del sistema inmune. Este proceso se relaciona con la
involucién gradual del timo que resulta en insuficiencia de linfocitos T,
mientras que la funcion de las células B permanece casi intacta.

Citocinas Th17 vy la respuesta a la vacunaciéon contra influenza

La infeccién por el virus de la influenza es causa importante de
morbilidad y mortalidad. El estudio de la respuesta inmune contra el virus ha
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mostrado la produccion de citocinas proinflamatorias con un extenso infiltrado
inflamatorio y dafio pulmonar severo.

La IL-17 producida por las células del sistema inmune innato y
adaptativo funciona como una potente citocina proinflamatoria tanto en
padecimientos autoinmunes como en la defensa contra patdégenos
pulmonares.®2 Se ha demostrado que la IL-17 tiene un papel benéfico contra
la defensa de diversos agentes como Mycobacterium bovis y Kilebsiella
pneumoniae.f%8! El papel de esta citocina en la proteccién contra el virus de
la influenza también se ha considerado al observarse que su presencia
protege contra la infeccion letal por este virus, acompafandose de un mayor
numero de neutréfilos en el pulmén.®®

En reportes recientes con respecto a la infeccién por el virus de la
influenza AH1N1 se observa un aumento en la producciéon de citocinas de
tipo Th17 (IL-8, IL-9, IL-17, IL-6) en pacientes con un cuadro clinico severo.
El aumento en este tipo de citocinas es proporcional a la severidad de la
enfermedad, sin embargo, en aquellos pacientes en estado critico se
observaron niveles casi indetectables de estas citocinas, sugiriendo un papel
protector. Ademas del aumento en citocinas de tipo Th17 se observd un
aumento en citocinas de tipo Th1, lo que puede reflejar una respuesta
antiviral del hospedero necesaria para la eliminacién del virus.%

En pacientes asmaticos se encuentra un aumento en los niveles de
citocinas de tipo Th17, sin embargo, se desconoce el efecto de este tipo de
citocinas sobre la respuesta inmunoldgica a la vacunacion contra influenza en
esta poblacién. De acuerdo con reportes recientes, si este fenotipo se
correlaciona con una mejor respuesta inmune de tipo celular contra la
infeccion por influenza, se esperaria mayor eficacia a la vacunacioén contra
este agente en esta poblacién.

Con respecto a la inmunidad humoral posterior a la vacunacion contra
influenza en pacientes asmaticos, se reporta una mejor respuesta en estos
pacientes, comparada con pacientes sanos. En los pacientes asmaticos se
observd un mayor porcentaje de seroproteccion que en otros grupos de
pacientes con enfermedades cronicas y personas sanas.®

Con base en estos antecedentes el objetivo del estudio es investigar la
respuesta a la vacunaciéon contra influenza en pacientes asmaticos con un
predominio de respuesta de tipo Th17 comparado con personas sanas, ya
que la influenza puede ser una infeccion concomitante que puede exacerbar
el cuadro del paciente asmatico, y con éste estudio se documentaria la
evidencia inmunoldgica y clinica del beneficio de la vacunaciéon con influenza
y su mayor respuesta en éste tipo de pacientes con una respuesta Th17
incrementada.

Efectos adversos a la vacunacion contra Influenza

La vacunaciéon contra influenza esta recomendada por las
guias internacionales para la poblacion general, haciendo énfasis en
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poblaciones de alto riesgo como los pacientes con patologia respiratoria,
embarazadas, personal de salud.** A pesar de ser una vacuna segura de
aplicar, se han reportado efectos secundarios como son anafilaxia en 0.7
casos por millon de dosis o el Sindrome de Guillain —Barré en 1-2 casos por
millén de dosis. Con

frecuencia se reportan unicamente efectos secundarios locales como son
dolor, eritema e induracion o sistémicos leves como fiebre, mialgias y
artralgias.*

Planteamiento del problema

La efectividad de la vacunaciéon contra influenza se ha valorado
mediante la cuantificacion de anticuerpos posterior a su aplicacién,
encontrando que sus niveles disminuyen a la mitad de sus valores maximos
en promedio en un afo. La respuesta inmune celular es importante en el
control de infecciones virales incluyendo influenza, y podria ser un marcador
de memoria a la vacunacién contra este virus. Este tipo de respuesta
depende del balance entre las citocinas reguladoras y las Th17. Los
pacientes asmaticos presentan un aumento en la respuesta inmune de tipo
Th17, pero se desconoce si el aumento en este tipo de citocinas mejora la
respuesta inmune celular y humoral a la vacunacion contra influenza en
pacientes asmaticos, comparada con pacientes sanos quienes carecen de
este fenotipo.

Pregunta de investigacion

¢ Es mayor la cantidad de células T CD4+ y CD8+ de memoria (Inmunidad
celular) y los niveles de anticuerpos especificos (Inmunidad humoral)
posterior a la vacunacion contra influenza en pacientes asmaticos con un
fenotipo Th17 comparado con adultos sanos?
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Objetivos
General

Comparar la respuesta inmune celular y humoral a la vacunacion contra
influenza en pacientes asmaticos y sanos.

Especificos

Comparar los niveles de anticuerpos especificos contra influenza A
H1N1, H3N2 y B, antes y después de la vacunacion contra influenza
en pacientes asmaticos y sanos a los 0, 4 y 12 meses después de la
inmunizacion

Comparar las frecuencias de células T CD4 y CD8 de memoria
especifica contra influenza A H1N1, H3N2 y B, en pacientes asmaticos
y sanos posterior a la vacunacion contra influenza a los 0, 4 y 12
meses después de la inmunizacion

Comparar las frecuencias de células B de memoria especifica contra
influenza A H1N1, H3N2 y B, en pacientes asmaticos y sanos posterior
a la vacunacién contra influenza a los 0, 4 y 12 meses después de la
inmunizacién

Comparar la proliferacion celular in vitro ante el estimulo con el virus
de influenza A H1N1, H3N2 y B antes y a los 4 y 12 meses posteriores
a la vacunacién contra influenza

Medir y comparar los patrones de citocinas Th1, Th2 y Th17 en
asmaticos y en el grupo control

Reportar la frecuencia de efectos adversos a la vacunacion contra
influenza

Justificacion

Los paciente asmaticos tienen mayor susceptibilidad a infecciones
virales, la presencia de éstas desencadenan las crisis de asma, por lo que se
recomienda aplicar la vacuna contra influenza en forma rutinaria en ésta
poblacion. Estos pacientes asmaticos tienen una respuesta Th17
incrementada.

Es importante la respuesta inmune, tanto humoral como celular, en la
valoracion de la efectividad a la vacunacion contra influenza. Este tipo de
respuesta se ha relacionado con el aumento en las concentraciones de
citocinas de tipo Th17, como puede observarse en pacientes asmaticos.

Se desconoce el efecto de estas citocinas sobre la respuesta
inmunolégica a la vacunacion contra influenza en pacientes asmaticos. La
comparaciéon de la respuesta inmune celular y humoral posterior a la
vacunacion contra influenza, en pacientes asmaticos, aportara nuevos
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conocimientos sobre la efectividad de la vacunacion contra influenza en esta
poblacion.

Hipoétesis

Si la respuesta inmune a la vacunacion contra influenza se relaciona con un
aumento en la produccion de citocinas de tipo Th17 en pacientes asmaticos,
entonces se encontraran mayores niveles de anticuerpos especificos contra
influenza y células T CD4+ y CD8+ de memoria posterior a la vacunacion
contra este virus en pacientes asmaticos comparados con sanos.

Metodologia:
Tipo y diseiio del estudio

Estudio clinico experimental, prospectivo, comparativo, abierto.

Definicién de las variables a evaluar y forma de medirlas
Variables independientes

Pacientes adultos asmaticos que acuden al servicio de Inmunologia y
Alergia del HGM y adultos sanos voluntarios
o Definicion conceptual: paciente asmatico es el que presenta
sintomas recurrentes caracterizados por disnea, tos, sibilancias
y opresion toracica que ceden solos o con el uso de
broncodilatadores. Los adultos sanos carecen de estos
sintomas respiratorios.
o Definicion operacional: determinar por medio del cuadro clinico
si la persona tiene asma bronquial o esta sano
o Escala de medicién: asmatico o sano
o Categoria: cualitativa dicotomica

Variables dependientes

Linfocitos T CD8+ CCR7" CD62L-

o Definicion conceptual: frecuencia de linfocitos T CD8+ de
memoria especifica

o Definicion operacional: Frecuencias de linfocitos CD8+ con
doble marcador para CD62L " y para el receptor de citocinas
7 ®@° por citometria de flujo en muestras de pacientes antes de
la inmunizacion, 4 y 12 meses después de la inmunizacion.

o Escala de medicién.- Media de poblaciones celulares de
memoria antes, 4 y 12 meses después de la vacunacion

o Categoria.- Cuantitativa continua

- Linfocitos T CD4+ CCR7™ CD62L-
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Definicion conceptual: Frecuencias de linfocitos TCD4+ CCR7"
CD62L-

Definicion operacional: Frecuencias de linfocitos CD4+ con
doble marcador CCR7°#° y CD62L"#°, por citometria de flujo en
muestras de pacientes antes de la inmunizacién, 4 y 12 meses
después de la inmunizacion.

Escala de medicion.- Media de poblaciones celulares de
memoria antes, 4 y 12 meses después de la vacunacion
Categoria.- Cuantitativa continua

- Linfocitos B CD19+ CD27+

©)
@)

o

Definicién conceptual: frecuencia de linfocitos B CD19+ CD27+
Definicidn operacional: frecuencia de linfocitos CD19+ y CD27+,
por citometria de flujo en muestras de pacientes antes de la
inmunizacion, 4 y 12 meses después de la inmunizacion

Escala de medicion: Media de poblaciones celulares de
memoria antes, 4 y 12 meses después de la inmunizacion.
Categoria.-Cuantitativa continua

2. Anticuerpos contra influenza

(@]

o

o

Definicidn conceptual: anticuerpos de tipo IgG especificos del
virus de influenza

Definiciéon operacional: Nivel de anticuerpos contra influenza
mediante la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion

Escala de medicion: titulos medios geométricos del nivel de
anticuerpos contra influenza antes, 4 y 12 meses después de la
vacunaciéon y porcentaje de seroconversion definida como un
aumento de 4 veces el nivel basal de anticuerpos o la
positividad en la segunda muestra postvacunacion con una
muestra basal negativa y seropositividad

Categoria: cuantitativa continua y cualitativa

Variables demograficas:

1. Edad

o

o

@)
©)

Definicion conceptual: tiempo que ha vivido una persona,
medido en afos

Definicidbn operacional: calcular de acuerdo con fecha de
nacimiento

Escala de medicion: afios

Categoria: cuantitativa continua

2. Género
o Definicion conceptual: conjunto de seres que tiene uno o varios
caracteres comunes
o Definicion operacional: determinar mediante el fenotipo de cada
paciente a qué género pertenece
o Escala de medicién: masculino o femenino
o Categoria: cualitativa nominal
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Criterios de inclusion

1. Pacientes adultos de 18 a 45 afos de edad, con diagnostico de asma
bronquial de acuerdo con los criterios de GINA (Iniciativa Global para
el Asma)

Pacientes adultos de 18 a 45 afios de edad sanos

Pacientes de ambos géneros

wn

Criterios de exclusion

-

Pacientes con exacerbacion del asma bronquial

2. Pacientes con antecedente de reaccion adversa a la aplicacion de la
vacuna de influenza

Pacientes con infeccion por influenza en el momento de la evaluacion
inicial

Pacientes con enfermedad respiratoria de etiologia bacteriana o viral
Pacientes con alergia a las proteinas de huevo

Pacientes con inmunodeficiencias primarias o secundarias

Pacientes en tratamiento con corticosteroides sistémicos

Mujeres embarazadas

Pacientes que no firmen el consentimiento informado

w

©CoOoNoOOA

Criterios de eliminacion

3. Pacientes que no acudan a sus citas de seguimiento
4. Falta de muestra de sangre en las valoraciones subsecuentes para
medir los parametros inmunolégicos

Poblacion de estudio

El estudio se realiz6 con pacientes asmaticos adultos que acuden al
Servicio de Alergia e Inmunologia Clinica del Hospital General de México El
grupo de pacientes sanos se conformé por la poblacion que acude al servicio
ya sea como trabajador o acompafiantes una vez corroborado que no
padecen alguna enfermedad alérgica.

Vacuna de influenza

La vacuna que se aplicé es Fluarix de GlaxoSmithKline, que es una
vacuna anti-influenza inactivada (virion fragmentado), que contiene antigenos
(propagados en huevos embrionados) equivalente a los siguientes tipos y
subtipos: virus tipo A/California/7/2009 (H1N1)-like, virus tipo A/Perth/16/2009
(H3N2)-like y virus tipo B/Brisbane/60/2008-like. Esta vacuna cumple con las
cepas recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
el hemisferio sur en la temporada 2011-

2012. Cada dosis de 0.5 ml de vacuna contiene 15 mcg de hemaglutinina de
cada una de las cepas recomendadas. Fluarix cumple los requisitos de la
OMS para sustancias biolégicas y vacunas antiinfluenza y los requisitos de la

Farmacopea Europea para vacunas antiinfluenza. Los excipientes asociados
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a la vacuna son: Cloruro de sodio; Fosfato disédico dodecahidrato;
Polysorbate 80 (Tween 80)/Octoxinol 10 (Triton X-100); Fosfato monobasico
de potasio; RRR- a -Tocopheril hydrogeno succinato; Cloruro de potasio;
Cloruro de Magnesio Hexahidrato; Agua para las inyectables (65)

Calculo del tamano de la muestra

Para el calculo del tamafio de la muestra se tomd la informacion
obtenida de la literatura con respecto a la respuesta inmune humoral en

pacientes asmaticos comparado con sanos.®2 Dado que no existen datos en
la literatura con respecto a la evaluacion de la respuesta inmune celular, no
se considero esta variable para el calculo.

Se calculd utilizando la férmula de proporciones, tomando en cuenta
una diferencia entre los grupos del 0.2, con a del 5% y 8 del 90%.

Z%p-(1-p)
62

n—=—

Con estos datos se considera necesario incluir 18 pacientes
asmaticos y 18 adultos sanos en el grupo control. Se aumento en un 20 %
considerando la posibilidad de pérdidas, con lo que se establecid el tamafio
de la muestra en 22 pacientes por grupo.

Procedimiento

El estudio se llevd a cabo con pacientes que acudieron al Servicio de
Alergia e Inmunologia del Hospital General de México, O.D., en conjunto con
la Unidad de Medicina Experimental de la UNAM. Se formaron dos grupos de
pacientes: uno con asma bronquial y otro sin patologia respiratoria, que
cumplan con los criterios ya mencionados.

Se invitdé a participar a los pacientes asmaticos y si estuvieron de
acuerdo, se solicité su firma en el consentimiento informado. A ambos grupos
se les realiz6 su historia clinica completa y se les tomé una muestra de
sangre periférica (12 ml) un tubo con heparina y un tubo seco para el analisis
de anticuerpos especificos contra influenza, células T de memoria y células
B de memoria especificas contra influenza.

Se aplicé la vacuna contra influenza en la Visita 1. Se les citd una
semana después para corroborar si se presentaron efectos secundarios a la
vacunacioén contra influenza. Posteriormente se les citdé a los 4 y 12 meses
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posteriores para revision y nueva toma de muestra de sangre periférica (12
ml) para la determinacion de los parametros inmunolégicos ya comentados.

Meses

. ER VAR, ®

gf% ®

# Toma de muestra sanguinea para medicion de parametros inmunologicos

P Aplicacion de vacuna contra influenza

ESTUDIOS DE LABORATORIO

Ensayos de inmunidad mediada por células

Proliferacion celular. Los ensayos de proliferacion de células T se realizaron
en el laboratorio de Infectologia e Inmunologia del Departamento de Medicina
Experimental, UNAM. Se midié la respuesta inmune celular mediante
frecuencias celulares de linfocitos ante el estimulo con Influenza A H1N1, A
H3N2 y B.

Las células mononucleares de sangre periférica (MNSP) se separaron
de la sangre completa por medio de un gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque y se colocan en micropozos de placas de 96 a concentraciones de
3.0 x 10°/pozo en RMPI 1640 (Gibco, Gaithersburg, MD) y suero humano
normal al 40% (Sigma, St. Louis, MO). El antigeno de influenza preparado de
lisados de células MDCK infectadas con el virus de influenza AH1N1, A H3N2
y B, o un preparado de células no infectadas como control se agregaron a
concentraciones de 1:16 en pozos por triplicado. Se incubaron a 37°C y 5%
de CO, por 5 dias. Se utiliz6 fitohematoglutinina (Difco, Detroit, MI) como
control mitdbgeno positivo para respuesta a antigenos. Se agregé EDU-Click
Alexa Fluor 488 para medir linfoproliferacion durante 18 horas y se
cosecharon las células para tefiirlas y medir las poblaciones celulares
mediante citometria de flujo. El porcentaje del pozo estimulado con antigeno
se resto el porcentaje del pozo de células estimuladas con medio.
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Linfocitos T de memoria. En la literatura se reportan a las células T CD8+ y
CD4+ con marcadores de activacion como CCR7- y CD62L- como
poblaciones de memoria efectora periférica, asi como los linfocitos con
marcadores CD19+ y CD27+ como células B de memoria. Se tifieron las
células en cultivo con anticuerpos monoclonales contra CD8-PE Cy7, CD4-
PE Cy5, CD62L-APC, CCR7-PE, CD19-APC-Cy7 y CD27 FITC para
determinar los linfocitos T de memoria (Pharmingen, Becton Dickinson) y se
midié por citometria de flujo en el citdmetro (Facs Canto II, Becton Dickinson).
Se comparo la media de las células estimuladas con el antigeno de influenza
y la media entre los grupos asmaticos y sanos antes, 4 y 12 meses después
de la vacunacion.

_p CD4
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4, CD8
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B ! | CCr7 de
L.J A~ flujo
> CcDI9
Bl Sl cpar
/ ,,J) EdU

Ensayos de inmunidad mediada por anticuerpos

Ensayo de inhibicion de la hemaglutinaciéon. Se determinaron los niveles
de anticuerpos contra influenza en muestras antes, 4 y 12 meses después de
la vacunacion con influenza mediante la técnica de inhibicibn de la
hemaglutinacion utilizando un ensayo estandar de microtitulacion con
eritrocitos de pavo; después de remover inhibidores no especificos y
aglutininas frias. Los titulos de inhibicion de la hemaglutinaciéon se midieron
en un rango de <10 a >640. Las muestras de suero fueron guardadas a -20°C
hasta ser medidas en forma pareada antes y después. Un titulo > 40 fue
considerado como protector y se considero como seroconversién un aumento
de 4 veces el titulo basal o la positividad de la segunda muestra con una
muestra basal negativa.
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Determinaciéon de citocinas mediante arreglos de perlas medido por

citometria

Kit de CBA para Th1/Th2/Th17. Se utilizdé un kit de arreglos de perlas de
distinto tamafo, marcadas con Ficoeritrina (CBA Human Th1/Th2/Th17 Kit,
BD Biosciences) y el citometro de flujo para cuantificar los niveles de
citocinas del perfil Th1, Th2 y TH17. Las perlas se encuentran marcadas con

anticuerpos para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, IFN-y e IL-17.
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Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de las caracteristicas demograficas
de los pacientes asmaticos y de los controles sanos tomando en
consideracion el género, la edad, el peso, la talla y el indice de masa
corporal.

Se realiz6 un analisis comparativo de las frecuencias de las
poblaciones de linfocitos TCD4+, CD8+ y B de memoria antes y después de
la inmunizacién utilizando U de Mann Whitney. Utilizando la misma prueba
estadistica, se compard el porcentaje de proliferacidén celular basal y posterior
a la vacunacién contra influenza.

Los niveles de citocinas en ambos grupos se compararon mediante U
de Mann Whitney.

Se utilizé la prueba de Friedman para determinar diferencias en las
medias de anticuerpos y las poblaciones celulares de memoria en mediciones
repetidas a lo largo del tiempo entre el grupo de asmaticos y sanos.

El numero de asmaticos y controles que tuvieron seroconversion
posterior a la vacunacion se comparé mediante X2.

Consideraciones éticas

Se tratd de una investigacion con riesgo menor al minimo ya que los
procedimientos implicados se realizan de manera habitual. La toma de
muestra de sangre periférica tiene escasos efectos secundarios como puede
ser dolor local y equimosis. La aplicacion de la vacuna de influenza es una
medida recomendada por la OMS para la poblacion general, con énfasis en
los pacientes en riesgo como lo son los asmaticos.

Este protocolo se apegd a los lineamientos establecidos por la Ley
General de Salud en materia de investigacion en seres humanos y la
Declaracion de Helsinki.

En todo momento se mantuvo la confidencialidad de los datos, y la
informacion sélo es conocida por los investigadores participantes. Se utilizd
un codigo alfanumérico para la identificacion de cada paciente y su
almacenamiento en formato electronico.

El sujeto de la investigacion no recibié un beneficio al participar en el
estudio, sin embargo, con la informacion obtenida se comprenderan otros
aspectos de la inmunidad a la vacunacién en pacientes asmaticos. El
consentimiento informado se obtuvo por un médico del Servicio de Alergia,
que no fue el médico tratante. La seleccion de los sujetos se dio mediante un
muestreo no probabilistico de casos consecutivos, invitando a aquellos que
cumplieron con los criterios de inclusién y exclusién.

~ El protocolo fue sometido y aprobado por el Comité de Investigacion y
Etica del Hospital General de México y de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

20



Resultados

Se incluyeron 25 pacientes asmaticos y 25 sujetos sanos. En la tabla 1
se muestran las caracteristicas demograficas. Existe un predominio de
pacientes asmaticos del género femenino (72%), no asi en el grupo control
en el que la relacién de géneros fue de 1:1. Con respecto al peso, no hubo
diferencias entre ambos grupos, considerando que el sobrepeso o la
obesidad se considera un factor de riesgo para el mal control del asma y que
puede tener también un fondo Th 17.

N 25 25 NS

Género F=12 M=13 F=18 M=7 NS
Edad 30.28 £ 6.31 30.48 + 7.55 NS

IMC 24.84 + 4 .35 24.32 +2.46 NS
Antecedente de 9 (36%) 17 (68%) P=0.024
vacunacion

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes y controles

RESPUESTA INMUNE CELULAR
Proliferacion celular.

Se realizé la medicion de la proliferacion celular mediante la medicion
de la incorporacion del analogo de nucledsido 5-etinil-desoxiuridina (EdU), el
cual se incorpora al DNA durante la sintesis del mismo. Posteriormente se
detecta mediante una reaccion covalente catalizada por cobre entre una
azida, unida al EdU y un alquino unida al Alexa Fluor 488, un fluorocromo.
Este fluorocromo es detectado mediante citometria de flujo. En la Figura 2 se
muestra un representativo de la imagen del citdmetro de flujo en la que se
demuestra la proliferacién celular posterior al estimulo con Influenza A H1N1,
A H3N2 y B, asi como el control negativo y positivo con fitohemaglutinina
(PHA) en un sujeto control. La regién P3 delimita la region positiva para
proliferacion celular.
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Figura 2. Representativo del andlisis de proliferacion celular mediante la
incorporacion de EdU en un sujeto control. El area P3 delimita la region
positiva para proliferacion celular

Se observa un aumento en la proliferacion celular para los tres serotipos
de influenza en los controles asi como en los asmaticos como se observa en
la Figura 3. En los controles se observé que para H1N1 la proliferacion basal
tuvo una media de 0.83 + 0.74, a los 4 meses: 0.78 £ 0.99 y a los 12 meses:
5.33 £ 5.27; p<0.001. Para H3N2 se obtuvo una media basal de: 0.97 + 0.98,
a los 4 meses: 1.30 £ 2.39 y a los12 meses: 5.36 £+ 3.90; p<0.001. Para
Influenza B la media basal fue de: 0.77 + 1.17, a los 4 meses: 0.98 + 2.19y a
los 12 meses: 4.51 + 3.96; p<0.001.

En los asmaticos, para H1N1 la media basal fue de: 0.87 + 0.74, a los 4
meses: 1.20 £ 0.73 y a los 12 meses 3.94 = 1.85; p<0.001. Para H3N2 la
media basal fue de: 0.93 £ 0.63, a los 4 meses: 1.09 £ 0.55 y a los 12 meses:
5.44 + 2.49; p<0.001. Para Influenza B la media basal fue de: 0.63 + 0.47, a
los 4 meses: 1.06 £ 0.74 y alos 12 meses: 3.26 £ 1.65; p<0.001.

Al comparar los resultados de la proliferacion celular entre los controles y
asmaticos se observa que hay diferencias estadisticamente significativas
entre ellos a los 12 meses para los tres virus de influenza (p<0.05) y a los 4
meses para Influenza A H1IN1 y B (p<0.05)
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Figura 3. Proliferacion celular basal, a los 4 y 12 meses ante el estimulo con
influenza A HIN1, A H3N2 y B en asmaticos y controles.

Poblaciones celulares de memoria

Las células de memoria fueron cuantificadas mediante anticuerpos que
reconocen las moléculas de superficie CD4+, CD8+, CD62L- y CCR7- para
los linfocitos T y CD19+ y CD27+ para los linfocitos B, en MNSP estimulados
por 5 dias con el antigeno especifico de influenza AH1N1, AH3N2 y B. Se
utilizé el citometro de flujo para su medicién. En la figura 4 se muestra una
imagen representativa de esta medicion.
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Figura 4. Representativo de la determinacién de linfocitos T y B de memoria
por medio de citometria de flujo
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Se observaron diferencias en la media de linfocitos B de memoria para los
tres serotipos de Influenza entre controles y asmaticos en la medicién basal:
1.89£0.93 vs 3.01 £1.26 (p = 0.001) para H1N1, 2.15 +1.47 vs 2.8 +1.12 (p=
0.01) para H3N2 y 2.03 + 1.31 vs 2.61 £ 1.12 (p = 0.02) para Influenza B
respectivamente, siendo mayor en los pacientes asmaticos.

A los 12 meses también se observan diferencias en los linfocitos B de
memoria siendo la media de 5.10 + 6.35 vs 6.24 + 1.89 (p = 0.002) para
H1N1, 4.77 £ 6.28 vs 5.45 + 2.18 (p = 0.002) para H3N2 y 4.04 £ 4.85 vs 6.03
+ 1.73 (p < 0.0001) para Influenza B entre controles y asmaticos
respectivamente, manteniéndose elevados en los segundos. (Figura 5)
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Figura 5. Linfocitos B de memoria basales, a los 4 y 12 meses posteriores a
la vacunacioén contra influenza entre asmaticos y controles.
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Figura 6. Linfocitos T CD4+ de memoria basales, 4 y 12 meses posteriores a
la vacunacioén contra influenza entre asmaticos y controles
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Con respecto a los linfocitos T CD4+ y TCD8+ de memoria, no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
asmaticos y los controles ya sea en la medicién basal o a los 4 y 12 meses
posteriores a la vacunacion contra influenza como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Linfocitos T CD8+ de memoria basales, 4 y 12 meses posteriores a
la vacunacién contra influenza entre asmaticos y controles

Al analizar los cambios que se presentaron en cada grupo, se observa
que si hubo un aumento en la produccién de células de memoria a los 4
meses, con disminucion posteriormente. En los controles se obtienen
resultados significativos con la prueba de Friedman para las células CD4+
para A H1N1, H3N2 y B (p<0.05); asi como para las CD8+ para H1N1
(p<0.01) y células B para H1N1 (p<0.0001).

En los pacientes asmaticos se observa la misma tendencia a aumentar
a los 4 meses y disminuir a los 12, con resultados estadisticamente
significativos para las células T CD4+, CD8+ y B, y para los 3 serotipos de
Influenza (p<0.001)
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL

Se realizo la determinacidn de anticuerpos para Influenza A H1N1, sin
observar diferencias en cuanto a la media de titulos de inhibicion de la
hemaglutinacion en la medicion basal que fue de 50.76 + 47.15 vs 46.00
63.63 (p = 0.34), a los 4 meses de 89.52 + 105.99 vs 63.15 + 74.68 (p =
0.63), y a los 12 meses de 71.00 £ 136.53 vs 46.31 + 72.05 (p =0.28) entre
los controles y asmaticos, respectivamente. (Figura 8)
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Figura 8. Comparacion entre la media de titulos de inhibicion de la
hemaglutinacion para el Virus de Influenza A H1N1 basal, a los 4 y 12 meses
posteriores a la vacunacion entre asmaticos y controles.

Se determind la seropositividad para Influenza A H1N1 antes de la
vacunacion, observandose un 57.6% vs 44% entre controles y asmaticos y
aumentando a 66.6% vs 52.6% a los 4 meses y 73.68% vs 42.1 % a los 12
meses, respectivamente. (Figura 9)
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| Figura 9. Porcentaje de seropositividad en controles y Asmaticos para
Influenza A H1N1 y H3N2 basal, a los 4 meses y 12 meses.

| Tomando en cuenta la seropostividad, no hubo diferencias entre
ambos grupos, ya que no se obtienen resultados estadisticamente

significativos con la prueba de X? a los 4 meses (p = 0.21) ni a los 12 meses
(p=0.46).

Para Influenza A H3N2 se observa que no hay diferencias en la media
de titulos de inhibicion de la hemaglutinacion en la medicion basal siendo de
51.53 + 127.01 vs 40.80 £ 49.32 (p = 0.29) y a los 4 meses de 110.00 *
133.37 vs 111.57 £ 110.66 (p = 0.91). En la medicion a los 12 meses si se
encuentran diferencias entre ambos grupos con una media de 336.00 *
29048 vs 87.89 £ 93.72 (p = 0.018) entre los controles y asmaticos,
respectivamente. (Figura 8)

Se determind la seropositividad para Influenza A H3N2 antes de la
vacunacion, observandose un 57.6% vs 44% entre controles y asmaticos y
aumentando a 66.6% vs 52.6% a los 4 meses y 73.68% vs 42.1 % a los 12
meses, respectivamente. (Figura 9)

Con respecto a la seroconversion para el virus H3N2, no se observan
diferencias entre asmaticos y sanos por medio de X? a los 4 (p = 0.79) y 12
meses (p = 0.07).
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ng/dl

- Determinacion de Citocinas

Se determinaron los niveles de citocinas (ng/ml) Th1/Th2/Th17 en
muestras de sobrenadantes de células en cultivo las cuales fueron
estimuladas con Cytostim® y en un control sin estimulo. Se compararon los
niveles entre asmaticos y sanos mediante U de Mann Whitney. En la Tablas 2
se muestran las medias de citocinas y se observa que solo hay diferencias
entre los asmaticos y sanos, ya sea con y sin estimulo, en la media de
Interferon gamma. El resto de las citocinas son iguales en ambos grupos.

En la figura 10 se muestra una comparacion de los niveles de citocinas
entre ambos grupos
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Figura 10. Comparacion de los niveles de citocinas Th1/Th2/Th17 entre
asmaticos y controles en cultivos de células sin estimulo y posterior al
estimulo con Cytostim® en muestras de pacientes asmaticos y sanos
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EFECTOS SECUNDARIOS A LA VACUNACION

Se le aplicd la vacuna de influenza a los sujetos asmaticos y a los
controles, vigilando la presencia de efectos secundarios a la misma. Se
observd unicamente reaccion adversa local caracterizados por dolor local en
el 44% de los controles y 36% de los asmaticos, asi como eritema en 32% vy
16%, respectivamente. S6lo en uno de los sujetos control se presento fiebre.
Ninguno presentd reacciones adversas severas como anafilaxia o Sindrome
de Guillain-Barré. En la tabla 2 se muestran los efectos secundarios a la
vacunacion.

N 25 25 NS

Dolor local 11 (44%) 9 (36%) NS
Eritema 8 (32%) 4 (16%) NS
Fiebre 1 (4%) 0 (0%) NS
Anafilaxia 0 (0%) 0 (0%) NS

Tabla 2. Efectos secundarios a la vacunacion contra Influenza
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DISCUSION

El propdsito de este trabajo fue estudiar la respuesta inmune a la
vacunacion contra influenza en pacientes asmaticos y compararla con sujetos
sanos, con base en el conocimiento de las diferencias en el sistema
inmunologico que presenta esta poblacion. El asma bronquial es una
enfermedad crénica en la que existe un desbalance en las poblaciones de
células T que propician la inflamacion cronica caracteristica de esta
patologia.

Es comun que al estudiar la respuesta inmune a la vacunacién, se
considere unicamente la respuesta inmune humoral, es decir, la presencia de
anticuerpos protectores. La respuesta inmune celular es igualmente
importante como medida para determinar la proteccion que confiere la
aplicacién de una vacuna ya que se ha observado en modelos animales que
este tipo de respuesta inmune protege contra serotipos distintos de un virus y
lo hace por un tiempo mayor®.

Las caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada no difiere
en los dos grupos. Se observa que los pacientes y los controles tienen una
edad similar, lo que es importante ya que el sistema inmune se modifica con
el paso del tiempo y la respuesta a la vacunacién podria ser distinta
Unicamente por este factor®®. Tampoco hubo diferencias en el IMC, el cual
se encuentra dentro de lo normal ya que el sobrepeso y la obesidad también
son enfermedades que modifican el sistema inmune al encontrarse en un
estado de inflamacion cronica, a excepcion de una persona del grupo control
que si tenia sobrepeso y en la cual se detectaron niveles de IL 17 en
sobrenadantes de MNSP.

Con respecto a la evaluacion de la respuesta a la vacunacion, se
observa que la proliferaciéon celular medida por la incorporacion de un
analogo de nucledsido, aumentd con respecto a los niveles basales tanto en
los pacientes asmaticos como los controles, a los 4 y 12 meses, esto para los
tres virus de influenza. Hubo diferencias significativas con respecto a los
niveles basales en ambas poblaciones lo que nos indica que la vacunacion
tuvo un efecto sobre la inmunidad celular, haciéndola mayor a lo largo del
tiempo. Al comparar el grupo de asmaticos con el de sanos, no se observan
diferencias con respecto a la proliferacién celular de manera basal ni a los 4
meses posteriores a la vacunacién. Esto si es distinto a los 12 meses,
unicamente para el virus de Influenza B en donde se observa que en los
pacientes asmaticos se tuvo una proliferacion menor comparada con los
sanos. Este efecto de aumento en la proliferaciéon especifica contra virus
aumenta significativamente a los 12 meses, a pesar que los niveles de
anticuerpos disminuyen, si bien se mantienen por arriba de los valores
iniciales. Esto puede sugerir que con la vacunacion, la respuesta efectora
celular dependiente de las células de memoria incrementa con el tiempo y se
mantiene después de la vacunacion con influenza®’. Ademas, es posible que
tanto los controles como los pacientes asmaticos hallan tenido infecciones
previas o el efecto de la vacunacién previa por lo que desde el inicio se
observa proliferaciéon especifica contra el virus de influenza. Este antecedente
es importante porque se sabe que un segundo contacto con un antigeno,
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como puede ser con la vacunacién, produce una reaccion mas rapida y de
mayor intensidad®,

Posteriormente se analizo el porcentaje de células de memoria, tanto
linfocitos B y T CD4+ como CD8+, para los tres serotipos de influenza. Se
observa diferencias con respecto a los linfocitos B de memoria para los 3
virus de Influenza. Es posible que los pacientes asmaticos hayan tenido un
mayor numero de infecciones o contacto con este virus por lo que desde el
principio se observa que tienen mas células de memoria comparado con los
sujetos sanos, y esta diferencia se mantiene a lo largo del tiempo’. Si
tomamos en cuenta el porcentaje de sujetos con vacunacion previa, el 68%
de los asmaticos tienen antecedentes de vacunacion con influenza
comparado con el 36% de los controles sanos, esto también podria estar
condicionando las diferencias basales en el numero de linfocitos B de
memoria especifica contra influenza.

Si analizamos las poblaciones de células T de memoria se
observa que a los 4 meses se observa un incremento comparado con el
basal, pero a los 12 meses vuelven a disminuir pero manteniéndose por arriba
de los valores iniciales. Esto es de esperarse ya que se sabe que en estudios
sobre las poblaciones de memoria, éstas tienen este tipo de comportamiento.
Inicialmente proliferan con lo que se expande su numero ya que se
convierten en células efectoras y posteriormente se contrae la poblacion
permaneciendo Unicamente las de memoria®®®2 Esto es lo que
observamos en esta muestra tanto de pacientes asmaticos como en los
sanos.

Con respecto a la inmunidad humoral, observamos un patron similar a
lo que se comenta sobre las células de memoria. Se observa que los titulos
de anticuerpos se incrementa a los 4 meses con respecto al basal, pero se
mantienen elevados o por arriba del basal a los 12 meses. Esto es distinto a
lo que se comenta en la literatura, donde se establece que los anticuerpos
disminuyen a niveles basales a los 12 meses®’.

Al considerar el porcentaje de seropositividad, se observa un aumento
del mismo. Si bien los titulos de anticuerpos disminuyen ligeramente a los 12
meses, los controles y asmaticos mantienen titulos protectores al ano
posterior a la vacunacion. Esto es distinto a lo reportado previamente ya que
se ha considerado que esta proteccidon conferida por la vacunacion,
disminuye a los 12 meses en por lo menos 50% de las poblaciones
vacunadas®. En nuestra poblacion se observé un incremento del porcentaje
de seropositividad que permanece en el tiempo.

Se analizaron los patrones de citocinas Th1, Th2 y Th17 en ambas
poblaciones con el propdsito de explicar las posibles diferencias en la
respuesta inmune entre ambos grupos. Los patrones de citocinas fueron
iguales en las dos poblaciones. Esto se explica al considerar que los
pacientes asmaticos reciben, ademas del tratamiento farmacoldgico,
tratamiento con inmunoterapia especifica. Este tipo de tratamiento es capaz
de modificar el patron de citocinas, favoreciendo un fenotipo Th1 como lo
podemos observar, ya que los pacientes asmaticos tuvieron mayores niveles
de IFN que los sujetos sanos”. Con respecto a las citocinas Th2 y Th17, no
se observan diferencias entre los grupos, probablemente por el efecto de la
inmunoterapia, pero cabe resaltar que antes de la inmunoterapia podrian
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haber cursado con un fenotipo Th17 que favorecié también un patron Th1
que es el que se observa en los pacientes asmaticos. Otra probabilidad es
que la respuesta Th17 sea local en el caso de los asmaticos, y el fenotipo se
realizd6 con MNSP no en lavados broncoalveolares.

Es importante mencionar que en todos los sujetos incluidos en el
estudio, tanto asmaticos como sanos, tuvieron respuestas positivas tanto
humorales como celulares desde el inicio, lo que nos indica que todos han
estado en contacto previamente con alguno de los virus de Influenza.

La aplicacién de la vacuna de influenza es una medida recomendada
por la OMS para toda la poblacion general, con énfasis en los pacientes
asmaticos o con otras patologias respiratorias, asi como poblacién en riesgo
por su actividad laboral. Se ha relacionado la aplicacién de esta vacuna con la
presentacion del sindrome de Guillain-Barré, sin embargo, existen estudios en
los que se demuestra que no existe dicha relacion’2. Principalmente se
observan efectos adversos locales, como sucedid con nuestra poblacién
en la que tanto los pacientes
asmaticos como los controles presentaron eritema y dolor local en un
porcentaje semejante. Sélo en uno de los controles se presentd fiebre y
ninguno presento efectos secundarios graves como es la anafilaxia.

32



CONCLUSIONES

- ElI 100% de los pacientes, tanto controles como asmaticos tenian
memoria inmunoldgica (humoral y/o celular) contra influenza A H1N1,
AH3N2 y B previa a la vacunacion, lo que sugiere que todos los
pacientes han estado en contacto con los 3 virus por enfermedad o
vacunacion previa.

« Después de la vacunacién con influenza se observa un aumento en la
proliferacion celular especifica contra antigeno a los 4 y aun mas a los
12 meses para los 3 virus en ambos grupos, con diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos a los 4 y 12 meses. Se
observa el efecto de refuerzo a la vacunaciéon en ambos grupos.

« La poblacion de linfocitos B de memoria aumenta a los 4 meses
después de la vacunacién y se mantiene a los 12 meses después de la
vacunacion. Los pacientes asmaticos tienen mas linfocitos B de
memoria en forma basal para influenza A HIN1, AH3N2 y By a los 12
meses para los 3 virus probablemente por el efecto Th1 de la
inmunoterapia o por el antecedente previo de vacunacion.

« El porcentaje de linfocitos T CD4+ y TCD8+ de memoria aumenta a los
4 meses y disminuye posteriormente a los 12 meses después de la
vacunacion en ambos grupos. Sin embargo, no observamos
diferencias entre los grupos probablemente por el efecto de la
inmunoterapia en pacientes asmaticos.

« En el caso de la respuesta inmune humoral se observé un incremento
en el nivel de anticuerpos a los 4 meses y que aumentan aun mas a
los 12 meses, sin encontrar diferencias estadisticas entre los grupos.
Esto difiere a lo reportado en la literatura en la que se menciona que
los anticuerpos disminuyen a los 12 meses.

« El porcentaje de seropositividad también aumenta a los 4 meses y mas
aun a los 12, manteniendo la proteccién conferida por la vacunacién a
lo largo del tiempo.

- EI patron de citocinas sélo mostrd diferencias significativas con
interferon, siendo mayor en los pacientes asmaticos, lo que sugiere un
patron Th1 predominante en éstos pacientes, que es un efecto
esperado de la inmunoterapia

» No encontramos diferencias en la produccion de IL-17 probablemente
porque los pacientes asmaticos estdn bajo tratamiento con
inmunoterapia. Sélo se detectd produccion de IL-17 en 1 paciente
asmatico sin inmunoterapia y un control con sobrepeso.
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Anexo1. Carta de consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del protocolo: “La respuesta Th17 incrementada en pacientes
asmaticos determina diferencias en la respuesta inmune celular y
humoral a la vacunacion contra influenza.”

Investigador principal: Dra. Andrea Aida Velasco Medina

Sede donde se realizara el estudio: Servicio de Alergia e Inmunologia clinica del
Hospital General de México, O.D., Unidad de Medicina Experimental, UNAM EI

proyecto de investigacion corresponde a: Investigacion con riesgo minimo Nombre

del Paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase
con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces
se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia
firmada y fechada.

I. Justificacion y objetivos del estudio

La aplicaciébn de la vacuna contra Influenza es una recomendaciéon para
pacientes asmaticos ya que disminuye la frecuencia de complicaciones relacionadas con
la infeccion por este virus. Se puede medir los niveles de anticuerpos y de células de la
respuesta inmune para conocer los niveles de protecciéon contra el virus posterior a la
aplicacion de la vacuna. Esto tiene importancia para determinar la efectividad a largo
plazo contra la infeccion por el virus de Influenza. No se conoce si este tipo de
proteccién es diferente en los pacientes asmaticos, quienes tienen un tipo de respuesta
inmunoldgica distinta al resto de la poblacién sana.

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene
como objetivos el determinar los niveles de anticuerpos y de células de la respuesta
inmune a largo plazo, posterior a la aplicacion de la vacuna de influenza en pacientes
asmaticos.

II. Procedimientos

En caso de que acepte participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas
sobre usted, sus antecedentes médicos y una exploracién fisica. Se le tomara una
muestra de sangre del brazo la cual se estudiard en el laboratorio midiendo las células
de la respuesta inmune responsables de la memoria contra infecciones. Se le aplicara la

vacuna contra la influenza y un mes, seis y nueve meses después de esta aplicacion, se
le tomara nuevamente una muestra de sangre para el anélisis de estas mismas células
de la respuesta inmune.
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111. Riesgos esperados.

La aplicacion de la vacuna contra influenza es una medida terapéutica ya
establecida como segura e incluso recomendada en pacientes asmaticos. Las
complicaciones que pueden llegar a presentarse con su aplicacibn son dolor e
inflamacién en el sitio de aplicaciéon de la vacuna, fiebre.

La toma de muestras de sangre por venopuncion es un procedimiento cotidiano
en el medio hospitalario presentando como complicacién dolor, inflamaciéon, moretén y
sangrado.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera otro
tipo de atencién, ésta se le brindara en los términos que siempre se le ha ofrecido.

IV. Beneficios del estudio

Con este estudio se espera tener un mejor conocimiento de la respuesta del
sistema inmunolégico a la vacunacidon contra influenza en pacientes con asma. Esto
ayuda a explicar su efectividad para evitar el desarrollo de la enfermedad y sus
complicaciones relacionadas.

V. Procedimientos alternativos

Existen otros métodos para valorar la eficacia de la vacunacién como lo es la
medicidon de otros marcadores del sistema inmune, aunque también utilizan muestras de
sangre obtenida del brazo.

VI. Garantia de recibir respuestas y aclaraciones

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informaciéon actualizada sobre
el mismo al investigador responsable. Todas su preguntas e inquietudes seran
contestadas en el momento en que usted las solicite.

VII. Libertad de retirar su consentimiento

Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria y usted
puede retirarse del mimo en el momento que lo desee informando las razones de su
decision, la cual sera respetada en su integridad y sin que esto afecte su atencion
subsecuente en este servicio.

VIII. Privacidad
La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

IX. Informacién actualizada

El equipo de investigadores se compromete a que en caso de obtener
informacion actualizada con respecto al estudio, ésta se le proporcionara, aunque esta
pudiera afectar su voluntad para continuar participando en el mismo.

X. Indemnizacién

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia de su
participacion en el estudio.

Xl. Gastos adicionales

En caso de existir gastos adicionales, estos seran absorbidos por el presupuesto
de la investigacion.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion.
Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o representante legal
Direccion del participante
Fecha

Firma del testigo
Relacién con el participante
Direccion del testigo
Fecha

Firma del testigo

Relacion con el participante
Direccion del testigo
Fecha

Esta parte debe ser completada por el investigador (o representante):

He explicado al Sr.(a) la naturaleza y los
propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado su tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar estudios con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuesta, se procedié a firmar el presente
documento.

Firma del Investigador Fecha

En caso de dudas o de requerir informaciéon adicional en relacion con el proyecto de
investigacion, usted puede contactar a la Dra. Andrea Aida Velasco Medina del Servicio
de Alergia e Inmunologia Clinica en el numero de teléfono 2789-2000 extension 1266,
cel: 5536513913; o bien al Dr. Carlos Ibarra Pérez Presidente de la Comision de Etica
del Hospital General de México al teléfono 2789-2000 extensién 1368.
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Anexo 2. Hoja de recoleccién de datos

Titulo de Proyecto: “La respuesta Th17 incrementada en pacientes asmaticos
determina diferencias en la respuesta inmune celular y humoral a la vacunacién contra

influenza.”

Nombre del paciente

Expediente
Edad Género
Domicilio

F. de Nacimiento

Teléfono casa Celular

Vacunacion con influenza:

Previas: Sl NO Efectos adversos previos

Aplicacion de la vacuna Marca:

Lote:

Antecedentes patolégicos Toma de muestras:

Efectos adversos

Antecedente de influenza Sl Fecha:
NO 1°

Observaciones
Asma:

Fecha de

diagnostico

20

Tratamiento actual Observaciones

Clasificacion:
LI LP MP SP 3°

Observaciones
Fecha de ultima

exacerbacion

Uso previo de esteroide sistémico | 4°

Observaciones
Fecha

Rinitis alérgica SI___NO

Enf. Autoinmunes SI___NO

Otras enfermedades

Tratamiento —

Dolor Sl NO
local

Eritema Sl NO
Edema Sl NO
Fiebre Si NO
Malestar Sl NO
Gral

Mialgias Sl NO
Ojo rojo Sl NO
Tos SI NO___
Urticaria Sl NO

Angioedema SI___NO

Disnea Sl NO

Sibilancias Sl NO

Cefalea SI_____NO___

Rinorrea SI NO
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